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DESCRIPCION

Dispositivo para la concentracidon y separacion de células tumorales circulantes y método para la concentracién y
separacion de células tumorales circulantes

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales
circulantes a partir de una muestra derivada de sangre. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a
un dispositivo para la concentracién y separacion de células tumorales circulantes, en el que puede formarse un
reparto de un agente de separacion de células de manera media entre células tumorales y otras células
sanguineas tras centrifugacion usando una diferencia de en densidad relativa, y a un método de separacion.

Antecedentes de la técnica

Las células tumorales circulantes (CTC) son células cancerosas distribuidas en la sangre periférica mediante
liberaciéon a partir de tejido de tumor primario o tejido de tumor metastasico e infiltracién en la sangre. Tales
células tumorales circulantes estan asociadas en gran medida con metastasis de cancer. Por tanto, se ha
centrado atencidn, por ejemplo, en la deteccidn de células tumorales circulantes y la observacién de su dinamica.

Mientras tanto, se considera que las células tumorales circulantes estan presentes Unicamente en una cantidad
traza en la sangre. Por tanto, para detectar células tumorales circulantes u observar la dinamica de células
tumorales circulantes, ha sido necesario concentrar y separar células tumorales circulantes presentes en la
sangre hasta una concentracién observable. Convencionalmente se han propuesto diversos métodos como
meétodos para la concentracién y separacion de células tumorales circulantes en una muestra de sangre. Por
ejemplo, se conoce un método que implica afiadir un agente hemolizante a una muestra de sangre completa
para retirar eritrocitos como células sanguineas. Sin embargo, ha habido un problema ya que muchos eritrocitos
permanecen sin hemolizar. También ha habido un problema ya que no pueden retirarse los leucocitos. Ademas,
ha habido un problema ya que la adicién de una gran cantidad del agente hemolizante a una muestra derivada
de sangre es muy invasiva con respecto a las células tumorales previstas.

El siguiente documento de patente 1 da a conocer un método que implica hacer reaccionar perlas magnéticas
con moléculas de adhesidn a células epiteliales (EpCAM) expresadas en células tumorales circulantes, clasificar
magnéticamente las células tumorales a partir de otras células, y recuperar de manera selectiva las células
tumorales. El siguiente documento de patente 2 da a conocer un método que implica usar un filtro de separacion
de hematocitos para clasificar células tumorales basandose en el tamafio de células. El siguiente documento no
de patente 1 describe un método de centrifugacién por gradiente de densidad que usa un agente de separacidn
comercial cuya densidad relativa se considera que es de 1,077 g/ml. El documento US 2912/0308446 A1 se
refiere a un agente de separacién de sangre que puede formar una pared de divisién en una capa intermedia
entre coagulo y suero o entre componentes de células sanguineas y plasma, en el que el agente de separacidn
de sangre contiene un polimero que esta compuesto por un polimero basado en éster de acido (met)acrilico, un
polvo inorganico especifico y un polialquilenglicol que tiene un peso molecular promedio en numero de 700 o
mas.

El articulo cientifico “Esmaeilsabzali et al., Biotechnology Advances, vol. 31, pags. 1063-1084" se refiere a un
meétodo para el analisis cuantitativo y cualitativo de células tumorales circulantes que da a conocer un dispositivo
Rosette Sep™ para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes que comprende un recipiente
en forma de tubo con fondo cerrado en un extremo y abierto en el otro extremo, un agente de separacion de
células con propiedad tixotrépica y un agente de agregacién de células.

El documento EP 2 410 329 A1 se refiere a una composicion para separacion de plasma y suero y a un
dispositivo para anélisis de sangre. El documento D5 da a conocer que un componente de resina liquida del
agente de separacién puede tener una densidad relativa de 1,02 a 1,07.

El documento US 2003/0185817 A1 se refiere a un método para separar células, tales como células tumorales,
usando un agente de agregacién de células, centrifugacién y una etapa de recuperar las células concentradas.

Lista de referencias

Bibliografia de patentes

Documento de patente 1. patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 2012-022002.
Documento de patente 2: patente japonesa abierta a consulta por el publico n.° 2013-042689.

Bibliografia no de patentes
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Documento no de patente 1. GE Healthcare Bio-Sciences AB “Instructions 71-7167-00 AG Ficoll-Paque PLUS’.
Sumario de la invencién
Problema técnico

El método descrito en el documento de patente 1 sélo puede detectar células tumorales derivadas de células
epiteliales. Por consiguiente, el método tiene un problema de tener una baja tasa de recuperacion de células
tumorales. También requiere un anticuerpo marcado de manera magnética, un iman y similares y tiene un
procedimiento de funcionamiento complicado. Ademas, el método requiere mucho tiempo para las pruebas.

El método descrito en el documento de patente 2 también tiene una tasa de recuperacién baja de células
tumorales porque estaban presentes células tumorales que no podian recuperarse mediante un filtro de
separacion de sangre. Ademas, puede no ser posible realizar una concentracion y separacion exactas.

El método descrito en el documento no de patente 1 habia dado como resultado algunas veces una disminucién
local de la densidad relativa cuando los leucocitos se dispersaban por debajo de la superficie del agente de
separacion. Por consiguiente, tenia que colocarse una muestra de sangre de modo que no se perturbara la
superficie de contacto entre la muestra y el agente de separacién. Por tanto, su funcionamiento era complicado.
El método también requiere una operacién cuidadosa para la recuperacion de células tumorales. Ademas, la
superficie de contacto entre la capa de células tumorales y el medio de separacion no estaba clara. Por
consiguiente, la tasa de recuperacién de células tumorales era baja.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un dispositivo para la concentracién y separacién de células
tumorales circulantes y un método para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes, que
eliminen los inconvenientes anteriormente mencionados de la técnica relacionada y que puedan concentrar y
separar células tumorales circulantes en una muestra derivada de sangre a una alta tasa de recuperacién
mediante una operacion sencilla sin aumentar la invasion de células.

Solucién al problema

A la vista de los problemas anteriormente descritos, los presentes inventores han encontrado que puede usarse
un agente de separacion de células con propiedad tixotrépica, que tiene una densidad relativa particular, para
resolver los problemas anteriores. Especificamente, el problema se resuelve mediante las reivindicaciones
adjuntas.

Efectos ventajosos de la invencién

Segun el dispositivo para la concentracién y separacion de células tumorales circulantes y el método para la
concentracion y separacién segun la presente invencion, pueden concentrarse y separarse células tumorales
circulantes en una muestra derivada de sangre a una alta tasa de recuperacion mediante una operacioén sencilla
sin aumentar la invasion de células. Por tanto, pueden recuperarse eficazmente células tumorales circulantes a
partir de una muestra derivada de sangre.

El dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes segun la presente invencién
puede recuperar células tumorales presentes Unicamente en una cantidad traza en una muestra derivada de
sangre tal como se describié anteriormente con alta pureza y, por tanto, por ejemplo, permite una mejora de la
tasa de deteccidon y la precision de deteccion en la deteccion de células tumorales en un citémetro de flujo
usando una muestra concentrada y separada. Alternativamente, puede realizarse una operacion de analizar
mediante citologia células tumorales concentradas y separadas con microscopio de manera eficiente y con alta
precision. Ademas, la capacidad de recuperar células tumorales mediante una operacion sencilla, a una alta tasa
de recuperacion y con alta pureza puede contribuir al desarrollo de un nuevo agente terapéutico eficaz para
tumores y al descubrimiento de una nueva diana terapéutica y de diagnostico.

Breve descripciéon de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 es una vista frontal en seccion esquematica que muestra un ejemplo estructural del
dispositivo para la concentracidon y separacién de células tumorales circulantes segun la presente invencién.

Descripcién de realizaciones

La presente invencién se aclarara a continuacién describiendo realizaciones especificas segun la presente
invencién. El dispositivo proporcionado por la presente invencidn es un dispositivo para concentrar y separar una
cantidad traza de células tumorales presentes en una muestra derivada de sangre, en el que un agente de
separacion de células con propiedad tixotropica que tiene una densidad relativa intermedia entre las células
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tumorales y otras células sanguineas y que permite la separacién de ambas células mediante una operacién de
centrifugacion esta alojado en un recipiente en forma de tubo con fondo cerrado en un extremo y abierto en el
otro extremo.

(Células sanguineas)

El dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes segun la presente invencién
puede retirar células sanguineas contenidas en una muestra derivada de sangre usando un agente de
agregacion de células que va a describirse a continuacion. Tal como se usa en el presente documento, las
células sanguineas representan células sanguineas presentes en una muestra derivada de sangre, distintas de
células tumorales deseadas, y ejemplos de las mismas incluyen, pero no se limitan a, células de hematocitos y
células de plaquetas, mas especificamente, eritrocitos, células B, células T, monocitos, células NKy granulocitos.

(Densidad relativa de células tumorales circulantes y densidad relativa de otras células sanguineas)

Dependiendo del tipo de células tumorales, la densidad relativa de células tumorales circulantes es generalmente
del orden de 1,040 a 1,065. Por otro lado, la densidad relativa de eritrocitos es de 1,095 y la densidad relativa de
leucocitos es del orden de 1,063 a 1,085. Por tanto, la densidad relativa de células distintas de células tumorales
circulantes esta normalmente en el intervalo de 1,063 a 1,095.

(Muestra derivada de sangre)

Ademas de una muestra tal como una muestra de sangre completa extraida de un sujeto que se usa tal cual, la
muestra derivada de sangre en el presente documento también incluye, por ejemplo, una a la que se le afiade
cualquiera de diversos agentes para la conservacion de las propiedades de la sangre o con el fin de ajustar
condiciones de modo que favorezcan la separacién y concentracién de células tumorales, o similares.

Los ejemplos del agente afiadido a la muestra derivada de sangre incluyen, pero no se limitan a, sacaridos, tales
como glucosa y maltosa, y citrato de sodio. El anticoagulante sanguineo que va a describirse a continuacién
puede estar configurado para estar contenido en la muestra derivada de sangre por adelantado.

(Agente de separacion de células)

La presente invencidn resuelve los problemas anteriores proporcionando un dispositivo en el que un agente de
separacion de células con propiedad tixotrépica esta alojado en un recipiente en forma de tubo con fondo cerrado
en un extremo y abierto en el otro extremo.

Tal como se describié anteriormente, segun la presente invencion, es necesario que la densidad relativa del
agente de separacidon de células sea un valor entre la densidad relativa de células tumorales circulantes y la
densidad relativa de células sanguineas distintas de las células tumorales circulantes. Permite garantizar la
formaciéon de un reparto entre células tumorales circulantes y otras células sanguineas tras una operacién de
centrifugacion.

Mientras tanto, para un agente de separacion de células con propiedad tixotrépica, la capacidad de respuesta de
flujo frente a fuerza centrifuga se deteriora generalmente a medida que aumenta su densidad relativa y, por
tanto, el agente de separacién para suero o plasma habitualmente usado se ajusta hasta una densidad relativa
de 1,040 a 1,055.

La densidad relativa del agente de separacién de células segun la presente invencion esta en el intervalo de
1,050 a 1,080. Por tanto, pueden separarse células tumorales y otras células sanguineas. Preferiblemente, la
densidad relativa esta en el intervalo de 1,055 a 1,080, mas preferiblemente en el intervalo de 1,065 a 1,077.
Todavia mas preferiblemente, la densidad relativa esta en el intervalo de 1,070 a 1,077. Un intervalo de densidad
relativa de este tipo permite la separacion mas segura de células tumorales circulantes y otras células
sanguineas.

Sin embargo, una densidad relativa superior puede reducir la fluidez del agente de separacion de células. Por
tanto, es preferible afiadir un potenciador de la tixotropia que va a describirse a continuaciéon. Tal como se
describira a continuacion en el presente documento, el potenciador de la tixotropia que va a usarse puede ser
preferiblemente un polialquilenglicol que tiene un peso molecular promedio en numero de 700 o mas. Un
potenciador de la tixotropia de este tipo puede afiadirse para permitir la formacion mas segura de un reparto
suficientemente resistente entre células tumorales y otras células sanguineas tras centrifugacién.

El agente de separacién de células de la presente invencion contiene un componente liquido y un polvo
inorganico. El componente liquido y el polvo inorganico pueden combinarse para proporcionar facilmente el
intervalo anteriormente descrito de densidad relativa. El polvo inorganico puede ser un polvo inorganico cuya
superficie es hidrofila, o un polvo inorganico cuya superficie es hidréfoba. El polvo inorganico puede ser una
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combinacién de un polvo inorganico cuya superficie es hidréfila y un polvo inorganico cuya superficie es
hidréfoba.

En el agente de separacion de células segun la presente invencidn, el componente liquido es liquido a
temperatura habitual, siendo uno basado en silicona, basado en copolimero de a-olefina-diéster de fumarato,
basado en acrilo, basado en poliéster, basado en copolimero de sebacato/2,2-dimetil-1,3-propanodiol/1,2-
propanodiol, basado en poliéter-poliuretano, basado en poliéter-éster u otra resina liquida y una mezcla de
liquido/liquido o sdlido/liquido, siendo la mezcla una mezcla de polimero de poli-a-pineno e hidrocarburo clorado,
una mezcla liquida de polibuteno clorado y un compuesto liquido (por ejemplo, epoxidado de un aceite animal o
vegetal), una mezcla liquida de trifluoruro de cloruro de etileno, un derivado de éster alquilico de acido benceno-
policarboxilico y un polioxialquilenglicol, o una mezcla liquida de oligémero de ciclopentadieno y un éster de
ftalato.

El polvo inorganico es uno o dos 0 mas (mezcla) seleccionados del grupo que consiste en polvos finos basados
en diéxido de silicio, tales como silice producida mediante un procedimiento en fase gaseosa conocido (también
denominado método en seco) y un mineral de arcilla compuesto por bentonita, esmectita y polvos finos basados
en 6xido de titanio y basados en alimina.

Segun la presente invencién, el polvo inorganico puede ser hidrofilo o hidrofobo en la superficie. El polvo
inorganico hidréfobo en la superficie y el polvo inorganico hidréfilo en la superficie pueden usarse en
combinacién.

Segun la presente invencién, como polvo inorganico, se usa preferiblemente un polvo basado en didxido de
silicio o un polvo basado en éxido de titanio, y ambos polvos pueden usarse en combinacion.

Como silice hidréfila entre los polvos basados en diéxido de silicio, por ejemplo, una silice hidrofila de
procedimiento en fase gaseosa, tal como la serie Aerosil, por ejemplo, Aerosil (R) 90G, 130, 200 6 300 (de
Nippon Aerosil Co., Ltd.), la serie Reolosil, por ejemplo, Reolosil (R) QS-10, QS-20 o QS-30 (de Tokuyama
Corporation), o la serie Wacker HDK, por ejemplo, Wacker HDK $13, N20 o T30 (de Wacker Asahikasei Silicone
Co., Ltd.), esta disponible y es facil de usar.

Como silice hidréfoba, por ejemplo, una silice hidréfoba de procedimiento en fase gaseosa, tal como la serie
Aerosil, por ejemplo, Aerosil R972, R974, R805 o R812 (de Nippon Aerosil Co., Ltd.), la serie Reolosil, por
ejemplo, Reolosil MT-10, DM-30S, HM-30S, KS-20S o PM-20 (de Tokuyama Corporation), o la serie Wacker
HDK, por ejemplo, Wacker HDK H15, H18 o H30 (de Wacker Asahikasei Silicone Co., Ltd.), esta facilmente
disponible y es facil de usar.

Segun la presente invencion, es preferible afiadir ademas un potenciador de la tixotropia. El potenciador de la
tixotropia no esta particularmente limitado, siempre que potencie la propiedad tixotrépica; sin embargo,
preferiblemente se usa un polialquilenglicol. Més preferiblemente se usa un polimero preparado polimerizando
uno o dos 0 mas monomeros de éxido de alquileno que tienen de 2 a 4 atomos de carbono. Todavia mas
preferiblemente se usa un polialquilenglicol con a peso molecular promedio en nimero de 700 o mas como
polimero preparado polimerizando uno o dos 0 mas mondmeros de 6xido de alquileno que tienen 3 6 4 atomos
de carbono. La adicién de un potenciador de la tixotropia de este tipo permite la formacion mas segura de un
reparto tras centrifugacion y permite la formacion de un reparto suficientemente resistente.

En el agente de separacion de células segun la presente invencion, los polialquilenglicoles particulares anteriores
pueden usarse so0los, o pueden combinarse dos 0 mas de los mismos.

El polialquilenglicol usado en la presente invencién que contiene un exceso del componente de polimerizacion de
monomero de etilenglicol, que tiene 2 atomos de carbono, en la molécula no se prefiere porque tiene una
solubilidad en agua aumentada; preferiblemente se usa uno que tiene un valor de HLB segun el método de Davie
de 16 0 menos. El valor de HLB segun el método de Davies se calcula mediante la siguiente ecuacién.

<Valor de HLB =7 + la suma de los niumeros de grupos hidréfilos —la suma de los nimeros de grupos lipdfilos>
El nimero de grupos se refiere a un valor numérico especifico asignado a cada grupo funcional.

Dependiendo del numero de grupos hidroxilo derivado del numero de grupos funcionales de un alcohol que
proporciona una sustancia de partida, o0 dependiendo de la presencia de la ocupacidén de centros reactivos del
grupo hidroxilo con un grupo alquilo, se usan polialquilenglicoles que tienen uno 0 mas de un grupo hidroxilo.
Para reducir la solubilidad en agua, el numero de grupos hidroxilo por molécula es preferiblemente de 3 o menos.

Un residuo hidrofobo introducido, excepto con el fin de ocupar los centros reactivos del grupo hidroxilo, puede
estar contenido en la molécula del polialquilenglicol. Los ejemplos del residuo hidroéfobo incluyen un grupo
alquileno, un grupo alqueno, un grupo alquino, un grupo de anillo aromatico y un grupo sustituyente basado en
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dimetilsiloxano.

La molécula puede contener, en lugar del grupo hidroxilo 0 de manera adicional, un grupo polar de formacion de
enlaces de hidrégeno, tal como un grupo carbonilo, un grupo amino o un grupo tiol. Para reducir la solubilidad en
agua, de nuevo el numero de grupos polares por molécula es preferiblemente de 3 0 menos.

Un peso molecular promedio en nuimero del polialquilenglicol de menos de 700 algunas veces da como resultado
la generacion de grietas en el reparto formado tras centrifugacién. Por consiguiente, pueden mezclarse células
de hematocitos con células tumorales para reducir la pureza de las células tumorales. Por tanto, es preferible que
el peso molecular promedio en niumero sea de 700 o mas. Mas preferiblemente, el peso molecular promedio en
numero es preferiblemente de 1.000 o mas para el polialquilenglicol que tiene dos o mas grupos hidroxilo. El
valor de limite superior del peso molecular promedio en numero del polialquilenglicol no esta particularmente
limitado; sin embargo, es preferiblemente de 100.000 o0 menos. Por encima de 100.000, tiene una densidad de
grupos hidroxilo reducida y puede no actuar como potenciador de la tixotropia.

La concentracion del polialquilenglicol es preferiblemente del 5 % en peso o menos basandose en la totalidad del
agente de separacion de sangre. La concentracion del 5 % en peso 0 menos puede ajustar mas faciimente el
agente de separacion de células hasta un intervalo de viscosidad deseable. Mas preferiblemente es del 3 % en
peso o menos, todavia mas preferiblemente del 2 % en peso 0 menos. El limite inferior de la concentracion del
polialquilenglicol es preferiblemente del 0,1 % en peso. La concentracion del 0,1 % en peso o mas puede ajustar
facilmente el intervalo de viscosidad del agente de separacion de células hasta un intervalo deseable.

Los ejemplos especificos del polialquilenglicol particular pueden incluir los siguientes diversos
polialquilenglicoles. Sin embargo, no se pretende que se limiten a las sustancias mostradas a continuacién a
modo de ejemplo.

Los ejemplos del polialquilenglicol que tiene méas de un grupo hidroxilo terminal incluyen polibutilenglicoles (serie
Uniol (R) PB, tal como PB-700, PB-1000 y PB-2000, de NOF Corporation), polipropilenglicoles (serie Uniol D, tal
como D-700, D-1200 y D-4000, de NOF Corporation), gliceril éteres de polioxipropileno (serie Uniol TG, tal como
TG-1000, TG-3000 y TG-4000, de NOF Corporation), polioxipropilen-sorbitoles (serie Uniol HS, tal como HS-
1600D, de NOF Corporation), poliserinas (serie Polyserine DCB, tal como DCB-1000, DCB-2000 y DCB-4000 y
serie Polyserine DC, tal como DC-1100, DC-1800E y DC-3000E, de NOF Corporation), digliceril éteres de
polioxipropileno (serie Unilube (R), tal como DGP-700, de NOF Corporation), gliceril éteres de polioxipropileno
(serie Preminol, tal como S3003, S3006 y S3011, de Asahi Glass Co., Ltd.), polipropilenglicoles (serie Preminol
(R), tal como S4001, S4006, S4011 y S4015, de Asahi Glass Co., Ltd.), polioxietilen-polioxipropilenglicoles (serie
New Pole (R) PE, tal como PE-34, PE 61, PE-62, PE-64, PE-71 y PE-74, de Sanyo Chemical Industries, Ltd.) y
gliceril éteres de polioxietileno-polioxipropileno (Adeka Polyether, tal como AM-502, de Adeka Corporation).

Los ejemplos del polialquilenglicol que tiene un grupo hidroxilo terminal incluyen butil éteres de polioxipropileno
(serie Unilube MB, tal como MB-7, MB-14, MB-38 y MB-700, de NOF Corporation), monoéteres de
polioxipropilenglicol (serie New Pole LB, tal como LB-285, LB-625, LB-3000 y LB-1800X, de Sanyo Chemical
Industries, Ltd.) y alquil éteres de polioxipropileno (serie Preminol, tal como S1004F y S1005, de Asahi Glass
Co., Ltd)).

En el agente de separacion de células segun la presente invencién, pueden combinarse adicionalmente aditivos,
tales como un compatibilizante y un antioxidante, en el intervalo que permite el mantenimiento del rendimiento
como agente de separacidn de células.

La densidad relativa del agente de separacion de células segun la presente invencion se ajusta hasta de 1,050 a
1,080. La densidad relativa del agente de separacion de células segun la presente invencién se ajusta
preferiblemente hasta de 1,055 a 1,080, mas preferiblemente de 1,065 a 1,077. Una densidad relativa de menos
de 1,055 disminuye algunas veces la tasa de recuperacion de células tumorales deseadas, probablemente
porque la densidad relativa es inferior a la de las células tumorales. Por otro lado, una densidad relativa de mas
de 1,080 reduce algunas veces la fluidez del agente de separacidn de células en centrifugacién haciendo que
sea imposible formar un reparto de manera media entre células tumorales y otras células sanguineas porque
pasa a ser muy préxima a la densidad relativa de células sanguineas no deseadas distintas de células tumorales,
particularmente células de hematocitos.

(Anticoagulante sanguineo)

Puede afiadirse un anticoagulante sanguineo al dispositivo para la concentracién y separacién de células
tumorales segun la presente invencidn, si es necesario. El anticoagulante sanguineo puede estar en una forma
que existe conjuntamente con un agente de agregacion de células que va a describirse a continuacion y una
muestra derivada de sangre cuando se hace reaccionar el agente con la muestra. Especificamente, el
anticoagulante sanguineo puede estar en una forma alojada en el recipiente por adelantado, o puede estar en
una forma afiadida de manera independiente a la muestra derivada de sangre por adelantado. Cuando el
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anticoagulante sanguineo esta en una forma alojada en el recipiente por adelantado, puede estar en una forma
aplicada a la superficie de pared interna del recipiente o en una forma alojada en el recipiente realizandose en
una forma que se disuelve facilmente en la muestra derivada de sangre, tal como en una forma granular o una
forma de lamina.

El anticoagulante sanguineo usado en la presente invencién no esta particularmente limitado; pueden usarse
anticoagulantes sanguineos conocidos, tales como acido citrico, heparina y EDTA.

(Agente de agregacién de células)

El dispositivo para la concentracion y separacién de células tumorales segun la presente invencion contiene un
agente de agregacion de células. El agente de agregacién de células segun la presente invencion significa un
agente que puede agregar de manera selectiva células sanguineas distintas de células tumorales deseadas para
facilitar la precipitacion y separacion de las mismas mediante una operacién de centrifugacion usando una
diferencia de densidad relativa para aumentar la pureza de las células tumorales. Por ese motivo, puede
aplicarse cualquier agente conocido siempre que sea un agente que tiene un mecanismo de accidon de este tipo;
sin embargo, preferiblemente se usa un anticuerpo que tiene tanto un sitio de reconocimiento de antigeno que
puede unirse a un antigeno caracteristico de la superficie de leucocitos como un sitio de reconocimiento de
antigeno que puede unirse a un antigeno caracteristico de la superficie de eritrocitos (céctel de agotamiento de
CD45 humano RosetteSep, de STEMCELL Technologies, Inc.).

Como agente que tiene un mecanismo diferente de agregacién, también puede usarse un agente en el que un
sitio de reconocimiento de antigeno que puede unirse a un antigeno caracteristico de la superficie de leucocitos
esté fisica o quimicamente unido a un portador que tiene una alta densidad relativa, o0 un agente para adsorber
fisicamente células de hematocitos en un portador insoluble, tal como microperlas.

(Método para producir un agente de separacién de células)

El método para producir un agente de separacién de células segun la presente invencion puede ser un método
conocido anteriormente y no esta particularmente limitado. Especificamente, el componente liquido
anteriormente descrito, el polvo inorganico anteriormente descrito y el polialquilenglicol particular anteriormente
descrito pueden mezclarse mediante un método apropiado. El método de mezclado no esta particularmente
limitado; los ejemplos del mismo pueden incluir métodos que usan maquinas de amasado conocidas, tales como
una mezcladora planetaria, un molino de cilindros y un homogeneizador.

(Dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes)

El dispositivo para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes segun la presente invencion
comprende, como constituyentes, un cuerpo de recipiente, y el agente de separaciéon de células y el agente de
agregacion de células y, si es necesario, el anticoagulante sanguineo segun la presente invenciéon que estan
alojados en el cuerpo de recipiente. El cuerpo de recipiente no esta particularmente limitado, y es un recipiente
en forma de tubo con fondo cerrado en un extremo y abierto en el otro extremo que puede centrifugarse, tal
como un tubo de ensayo, un tubo de centrifuga o un microtubo, que incluye un recipiente en forma de tubo con
fondo ampliamente usado como recipiente de recogida de sangre.

La figura 1 es una vista frontal en seccion esquematica que muestra un ejemplo estructural de un dispositivo de
este tipo para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes. El dispositivo 1 para la
concentracion y separacion de células tumorales circulantes comprende un cuerpo 2 de recipiente que consiste
en un recipiente en forma de tubo con fondo. Un agente 3 de separacion de células esta alojado en el cuerpo 2
de recipiente.

Un extremo abierto del recipiente en forma de tubo con fondo esta al menos parcialmente sellado mediante un
tapdn configurado para poder perforarse, y el interior del recipiente puede estar despresurizado. El material del
cuerpo de recipiente tampoco esta particularmente limitado, siempre que pueda resistir la centrifugacién; puede
usarse cualquier material, tal como resina sintética o vidrio.

El cuerpo de recipiente y el tapén pueden someterse, cada uno, a un tratamiento de superficie interna con el fin
de lograr el efecto de prevenir la adhesién de coagulos de sangre.

Normalmente, la cantidad de adicién del agente de separacidon de células es preferiblemente del orden de 0,3 ga
3,0 g por recipiente; sin embargo, la cantidad de adicién éptima puede seleccionarse dependiendo del volumen 'y
la forma del recipiente usado.

En el dispositivo para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes segun la presente
invencién, el agente de agregacion de células esta preferiblemente alojado en el recipiente de modo que su
cantidad de adicién es de 25 a 150 ul basandose en 1 ml de la muestra derivada de sangre. Permite la
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separacion mas eficaz de células tumorales y células sanguineas distintas de células tumorales segun la
presente invencion.

También se incluye en la presente invencién el uso de un dispositivo para la concentracién y separacion de
células tumorales circulantes en una muestra derivada de sangre. La presente invencidn proporciona el uso de
un dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes presentes en una muestra
derivada de sangre, que comprende un recipiente en forma de tubo con fondo cerrado en un extremo y abierto
en el otro extremo y un agente de separacion de células con propiedad tixotrépica alojado en el recipiente en
forma de tubo y que puede separar células tumorales y células sanguineas distintas de las células tumorales tras
centrifugacion, teniendo el agente de separacién de células una densidad relativa que oscila entre 1,050 y 1,080.

Tal como se describid anteriormente, el uso del dispositivo para la concentracion y separacién de células
tumorales circulantes segun la presente invencidon puede proporcionar un método para concentrar y separar
células tumorales en una muestra derivada de sangre. El método para concentrar y separar células tumorales en
una muestra derivada de sangre que usa el dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales
circulantes segun la presente invencion comprende las siguientes etapas.

(Método para concentrar y separar células tumorales circulantes en muestra derivada de sangre usando un
dispositivo para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes)

(1) Una etapa de dejar que una muestra derivada de sangre, un agente de agregacién de células para agregar
de manera selectiva células sanguineas distintas de células tumorales y precipitar lo resultante mediante una
operacién de centrifugacion, y un anticoagulante sanguineo, coexistan en un recipiente en forma de tubo con
fondo cerrado en un extremo y abierto en el otro extremo, en el que esta alojado un agente de separacidon de
células con propiedades tixotrépicas y con una densidad relativa que oscila entre 1,050 y 1,080, permitiendo la
separacion de las células tumorales y células sanguineas distintas de las células tumorales mediante una
operacién de centrifugacion,

(2) una etapa de hacer reaccionar el agente de agregacion de células con la muestra derivada de sangre en el
recipiente,

(3) una etapa de centrifugar el recipiente para formar un reparto del agente de separacion de células entre las
células tumorales y otras células sanguineas, y

(4) una etapa de recuperar las células tumorales concentradas y separadas en el plasma por encima del reparto,
conteniendo el agente (3) de separacion de células un componente liquido y un polvo inorganico,

en el que el componente liquido es uno 0 mas seleccionados de uno basado en silicona, basado en copolimero
de a-olefina-diéster de fumarato, basado en acrilo, basado en poliéster, basado en copolimero de sebacato/2,2-
dimetil-1,3-propanodiol/1,2-propanodiol, basado en poliéter-poliuretano, basado en poliéter-éster y una mezcla de
liquido/liquido o sdlido/liquido, siendo la mezcla una mezcla de polimero de poli-a-pineno e hidrocarburo clorado,
una mezcla liquida de polibuteno clorado y un compuesto liquido, una mezcla liquida de trifluoruro de cloruro de
etileno, un éster alquilico de acido benceno-policarboxilico y un polioxialquilenglicol, 0 una mezcla liquida de
oligdmero de ciclopentadieno y un éster de ftalato, y

el polvo inorganico es uno o mas seleccionados de polvos finos basados en diéxido de silicio, un mineral de
arcilla compuesto por bentonita o esmectita, polvos finos basados en 6xido de titanio y polvos finos basados en
alimina.

Detalles referentes al dispositivo son tal como se describidé anteriormente, y un experto en la técnica que lea la
presente memoria descriptiva puede llevar a cabo el método para concentrar y separar células tumorales
circulantes en una muestra derivada de sangre segun la presente invencién haciendo referencia a la descripcién
de la memoria descriptiva y realizando modificaciones apropiadas.

Las células tumorales circulantes concentradas y separadas usando el dispositivo segun la presente invencion
pueden contarse y analizarse usando un método, tal como citometria de flujo, después de marcar con un reactivo
de deteccidén. Los ejemplos del reactivo de deteccion incluyen un reactivo que contiene un anticuerpo que
reconoce un antigeno caracteristico expresado en la superficie de células tumorales circulantes, y un reactivo
que contiene un virus que puede infectar células tumorales, proliferar en respuesta a actividad telomerasa
caracteristica de células tumorales, y emitir fluorescencia.

El uso del dispositivo de la presente invencion permite la recuperacion de células tumorales con alta pureza vy,
por tanto, se espera que mejore la eficiencia y precision de la deteccién de células tumorales usando un
citometro de flujo.
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Ejemplos

A continuacion se aclarara la presente invencién facilitando ejemplos y ejemplos comparativos especificos de la
presente invencidn. Sin embargo, no se pretende que la presente invencién se limite a los siguientes ejemplos.

[Ejemplos 1 a 12 y ejemplos comparativos 1 a 2]

(Sustancias suadas en los ejemplos 1 a 12 y ejemplos comparativos 1 a 2)

1) Componente liquido

Componente liquido 1: polimero de éster acrilico (densidad relativa: 1,032, viscosidad a 25 °C: 65 Pa.s).

La viscosidad se midio usando un redémetro, DV-III (Brookfield AMETEK, Inc.).

2) Polvo inorganico

Como polvo inorgéanico, se usd una combinacion de silice hidréfoba (Aerosil R974 de Nippon Aerosil Co., Ltd,,
diametro de particula: aproximadamente 12 nm, area de superficie especifica: aproximadamente 170 m2/g, vuelta
hidréfoba mediante tratamiento quimico de la superficie con un grupo CHs) y éxido de titanio (Tipaque A-100 de
Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd., diametro de particula: 0,15 um).

3) Polialquilenglicol

Se usaron polialquilenglicoles tal como se muestra en la tabla 1 a continuacion como potenciadores de la
tixotropia 1 a 3.

Potenciador 1: gliceril éter de polioxipropileno (Preminol S3011 de Asahi Glass Co., Ltd.)
Potenciador 2: polibutilenglicol (Uniol PB700 de NOF Corporation)

Potenciador 3: gliceril éter de polioxipropileno (Adeka Polyether G300 de Adeka Corporation)

[Tabla 1]
Nombre de sustancia Nombre Mn HLB (método de
comercial Davies)
Potenciador 1 Gliceril éter de S3011 10.000 -13
polioxipropileno
Potenciador 2 Polibutilenglicol PB700 700 5
Potenciador 3 Gliceril éter de G300 350 12
polioxipropileno

(Preparacién de agente de separacién de células)
(Ejemplo 1)

Tal como se muestra en la tabla 2 a continuacion, se combinaron componente liquido 1, el polvo inorganico como
mezcla, y potenciador de la tixotropia 1 mostrado en la tabla 1 como polialquilenglicol, en cantidades del 94,9 %
en peso, el 46 % en peso y el 0,5 % en peso, respectivamente, y se agitaron y se mezclaron usando una
mezcladora planetaria a temperatura ambiente para preparar un agente de separacion de células.

(Ejemplos 2 a 12 y ejemplos comparativos 1 a 2)

Se prepararon agentes de separacién de células de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto por cambiar
el material y la razén de combinacion usada tal como se muestra en la tabla 2 a continuacion. En el ejemplo 11,
no se usd ningun polialquilenglicol. En el ejemplo 12, se usé potenciador de la tixotropia 3, que tiene un peso
molecular promedio en numero de 350. En el ejemplo comparativo 1, se ajusté el agente de separaciéon de
células hasta una densidad relativa de 1,045. En el ejemplo comparativo 2, se ajusté el agente de separacion de
células hasta una densidad relativa de 1,085.

[Tabla 2]

Componente | Polvo inorganico Polialquilenglicol Densidad relativa
liquido (% en peso) de agente de
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% en peso R974 A-100 Tipo % en peso separacion de

células
Ejemplo 1 949 40 0,6 Potenciador 1 0,5 1,055
Ejemplo 2 93,7 40 1,8 Potenciador 1 0,5 1,065
Ejemplo 3 93,0 40 25 Potenciador 1 0,5 1,071
Ejemplo 4 91,0 40 25 Potenciador 1 25 1,071
Ejemplo 5 88,5 40 2,5 Potenciador 1 50 1,071
Ejemplo 6 93,0 40 2,5 Potenciador 2 0,5 1,071
Ejemplo 7 88,5 40 25 Potenciador 2 5,0 1,071
Ejemplo 8 92,5 40 3,0 Potenciador 1 0,5 1,077
Ejemplo 9 92,0 40 35 Potenciador 1 0,5 1,080
Ejemplo 10 83,5 40 2,5 Potenciador 1 10,0 1,071
Ejemplo 11 93,5 40 25 - - 1,071
Ejemplo 12 93,0 40 25 Potenciador 3 0,5 1,071
Ej. comp. 1 96,5 3,0 0,0 Potenciador 1 0,5 1,045
Ej. comp. 2 91,5 40 40 Potenciador 1 0,5 1,085

(Preparacién de dispositivo para la concentracion y separacién de células tumorales circulantes)

Se usaron tubos cénicos de 15 ml (de BD Biosciences) y se alojaron aproximadamente 1,8 g de cada uno de los
agentes de separacién de células de los ejemplos 1 a 12 y los ejemplos comparativos 1 a 2 en los tubos para
preparar dispositivos para la concentracién y separacion de células tumorales circulantes.

(Evaluacién)

Se llevo a cabo la siguiente evaluacién usando una pseudo-sangre de paciente en la que se afiadieron células
cultivadas de adenocarcinoma de colon (DLD-1) a 50 células/ml de sangre a sangre humana normal sometida a
tratamiento de anticoagulacion con EDTA.

1) Evaluacion de la fluidez de agente de separacion de células

Tras verter 2 ml de una pseudo-sangre de paciente en cada uno de 3 dispositivos para la concentracion y
separacion de células tumorales circulantes, se llevd a cabo una centrifugacién en condiciones de 1.200 g x
20 minutos/temperatura ambiente. El caso en el que el reparto del agente de separacion de células tenia un
grosor promedio de 5 mm o0 mas se designd como “buena’; el caso en el que tenia un grosor de 2 mm (incluido)
a 5 mm (excluido) se designé como “aceptable”; y el caso en el que tenia un grosor de menos de 2 mm se
determind como “mala”. Los resultados se muestran en la tabla 3 a continuacion.

2) Resistencia de reparto

Se dejé caer lateralmente cada dispositivo para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes
tras centrifugacion y se aplico vibracion a 60 Hz durante 1 hora. El caso en el que el reparto no se movid se
determind como “buena”; el caso en el que se movié pero se mantuvo intacto, “aceptable”; y el caso en el que se
altero el reparto y se mezclé con células de hematocitos, “mala”. Los resultados se muestran en la tabla 3 a
continuacion.

3) Evaluacion del estado de formacién de reparto

Se observaron visualmente el estado del reparto formado tras la centrifugaciéon y la presencia de materia
aceitosa en suspension y pelicula aceitosa. Los resultados se muestran en la tabla 3 a continuacion. En la tabla
3, el caso en el que se produjeron grietas en el reparto se describié como “agrietamiento”. El caso en el que se
formoé materia aceitosa en suspension y pelicula aceitosa se describié como “aceptable/aceite”. El caso en el que
no se observé nada de eso se describiéo como “bueno”.

4) Tasa de recuperacién de células tumorales

Tras centrifugacion, se suspendieron las células tumorales concentradas y separadas en plasma por encima del
reparto y se recuperaron mediante pipeta. Dado que DLD-1 eran células epiteliales, se afiadié anticuerpo frente a
CD326-FITC (de Miltenyi Biotec) a la suspensidn recuperada para formar un marcaje fluorescente. Se marcaron
de manera fluorescente los leucocitos no deseados restantes con CD45-APC (de Miltenyi Inc.); se contd el
numero de células CD326+/CD45- usando un citometro de flujo (FACSAria de BD Co., Ltd.); y se calculé la tasa
de recuperacién basandose en el numero (100 células) de células tumorales contenidas en la pseudo-sangre de
paciente. Los resultados se muestran en la tabla 3.

[Tabla 3]
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Fluidez (1200G Resistencia Estado dela Tasa de recuperacién

x 20 min./ de reparto formacion de reparto de células tumorales
Temp. amb.) (%)
Ejemplo 1 Buena Buena Bueno 65
Ejemplo 2 Buena Buena Bueno 80
Ejemplo 3 Buena Buena Bueno 95
Ejemplo 4 Buena Buena Bueno 90
Ejemplo 5 Buena Buena Bueno 91
Ejemplo 6 Buena Buena Bueno 89
Ejemplo 7 Buena Buena Bueno 91
Ejemplo 8 Buena Buena Bueno 95
Ejemplo 9 Buena Buena Bueno 92
Ejemplo 10 Buena Aceptable Aceptable/Aceite 89
Ejemplo 11 Buena Aceptable Cracking 85
Ejemplo 12 Buena Buena Cracking 86
Ej. comp. 1 Buena Buena Bueno 39
Ej. comp. 2 Mala - - -

Tal como se muestra en la tabla 3, en los ejemplos 1 a 9, se mostraron resultados favorables para |la totalidad de
la fluidez de agente de separacién de células, la resistencia de reparto, el estado de formacién de reparto y la
tasa de recuperacion de células tumorales. En el ejemplo 10, se formaron materia aceitosa en suspensién y
pelicula aceitosa en la observacion del estado de formacion de reparto y la resistencia de reparto fue ligeramente
baja, pero pudieron recuperarse células tumorales a una alta tasa de recuperacion como en los ejemplos 1 a 9.
En el ejemplo 10, la adicion del polioxialquilenglicol en una cantidad de hasta el 10 % en peso produjo
probablemente la materia aceitosa en suspensién y la pelicula aceitosa.

En cambio, en el ejemplo 11 en el que no se afiadid ningun polialquilenglicol, no se obtuvo una propiedad
tixotropica suficiente y tampoco se obtuvo una resistencia de reparto suficiente, pero la tasa de recuperacion de
células tumorales fue favorable.

En el ejemplo 12 en el que se uso el polialquilenglicol que tenia un peso molecular promedio de 350, se formaron
grietas en el reparto tras centrifugacion aunque la tasa de recuperacion de células tumorales fue favorable. Ni
siquiera el uso del polialquilenglicol que tenia un peso molecular promedio de 350 dio probablemente como
resultado la formacion de un reparto suficientemente resistente porque no aumenté suficientemente la propiedad
tixotropica, como en el ejemplo 11. Sin embargo, en el ejemplo 12, aunque probablemente no se formé un
reparto suficientemente resistente, la tasa de recuperacion de células tumorales también fue favorable como en
el ejemplo 11.

Cuando no se obtiene una resistencia de reparto suficiente o se forman grietas en el reparto, puede producirse la
fuga de hematocitos y células tumorales separadas mediante el agente de separacion. Esto puede afectar a la
tasa de recuperacion de células tumorales y puede dar como resultado el mezclado de hematocitos en la fase
liquida que contiene las células tumorales recuperadas.

En el ejemplo comparativo 1 en el que la densidad relativa del agente de separacién de células se ajusté hasta
1,045, la fluidez, la resistencia de reparto y el estado de reparto fueron favorables, pero la tasa de recuperacién
de células tumorales fue de tan sélo el 39 %. En el ejemplo comparativo 2 en el que la densidad relativa del
agente de separacidon de células se ajusté hasta 1,085, la centrifugacién no dio como resultado la formacidn de
un reparto.

Por tanto, la densidad relativa del agente de separacién de células se ajusta preferiblemente hasta de 1,055 a
1,080. Ademas, para permitir obtener células tumorales a una tasa de recuperacién superior y hacer que la
fluidez del agente de separacion de células sea superior, la densidad relativa del agente de separacién de
células se ajusta preferiblemente hasta de 1,065 a 1,077.

[Ejemplos 13 a 18]

Se describiran los siguientes ejemplos 13 a 18 en los que coexisten una muestra derivada de sangre y un agente
de agregacion de células.

En la siguiente evaluacion, se usaron el mismo dispositivo para la concentracién y separacion de células
tumorales circulantes y pseudo-sangre de paciente que los del ejemplo 3.

(Ejemplo 13)
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Se usd coctel de agotamiento de CD45 humano RosetteSep (de STEMCELL Technologies, Co., Inc.) como
agente de agregacion de células. Se afiadieron 10 pl (5 ul/1 ml de sangre) del agente de agregacion de células a
2 ml de la pseudo-sangre de paciente sometida a tratamiento de anticoagulacién con EDTA, que entonces se
mezcld mediante agitacién y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos, seguido por
centrifugacion en condiciones de 1.200 G x 20 minutos/temperatura ambiente.

Tras centrifugacion, se suspendieron las células tumorales concentradas y separadas en plasma por encima del
reparto y se recuperaron mediante pipeta. Se sometié la suspensidon recuperada a marcaje fluorescente con
anticuerpo frente a CD326-FITC (de Miltenyi Inc.) y CD45-APC (de Miltenyi Inc.), y se contaron el nimero de
células CD326+/CD45- y el numero total de células usando un citémetro de flujo (FACSAria de BD Co., Ltd.) para
calcular la tasa de recuperacion basandose en el numero (100 células) de células tumorales contenidas en la
pseudo-sangre de paciente y el nUmero de células sanguineas no deseadas restantes distintas de las células
tumorales. Los resultados se muestran en la tabla 4.

(Ejemplos 14 a 18)

Se llevd a cabo la evaluacion de la misma manera que en el ejemplo 13 excepto por cambiar la cantidad de
adicion del agente de agregacién de células tal como se muestra en la tabla 4 a continuacidon. Los resultados se
muestran en la tabla 4. En la tabla, la cantidad de adicion del agente de agregacién de células y el nUmero de
células sanguineas distintas de células tumorales se facilitan por ml de la muestra derivada de sangre.

[Tabla 4]
Cantidad de adicion de Tasa de Numero de células nucleadas

agente de agregacion de recuperacion de distintas de células tumorales
células (ul/1 ml de sangre) | células tumorales (%) (células/1 ml de sangre)

Ejemplo 3 0 95 2438560

Ejemplo 13 5 88 1087873

Ejemplo 14 10 93 499884

Ejemplo 15 25 90 161254

Ejemplo 16 50 96 108933

Ejemplo 17 100 92 84453

Ejemplo 18 150 89 148634

Tal como se muestra en la tabla 4, a medida que se aumenté la cantidad de adicidn del agente de agregacion de
células basandose en 1 ml de la muestra derivada de sangre, disminuyé el numero de las células sanguineas
distintas de células tumorales. La adiciéon de 25 ul o mas del agente de agregacién de células basandose en 1 ml
de la muestra derivada de sangre disminuyd notablemente el nimero de células sanguineas restantes distintas
de células tumorales. Por tanto, los resultados muestran que la cantidad de adicién del agente de agregacion de
células es preferiblemente de 25 pl 0 mas basandose en 1 ml de la muestra derivada de sangre.

En los ejemplos 13 a 17, a medida que se aumentd la cantidad de adicién del agente de agregacién de células,
disminuyé progresivamente el numero de células sanguineas distintas de células tumorales. Sin embargo, en el
ejemplo 18, el numero de tales células sanguineas restantes tendié a aumentar ligeramente. Por tanto, la
cantidad de adiciéon del agente de agregacion de células se establece preferiblemente a 150 pl 0 menos
basandose en 1 ml de la muestra derivada de sangre.

Por tanto, la cantidad de adicién del agente de agregacion de células basandose en 1 ml de la muestra derivada
de sangre se establece preferiblemente a de 25 pl a 150 pl.

Tal como se observa a partir de los resultados de la tabla 4, el dispositivo para la concentracidn y separacion de
células tumorales que contiene un agente de separacién de células puede usarse con aproximadamente
5.300.000.000 células sanguineas presentes en 1 ml de la muestra derivada de sangre para retirar facilmente
células sanguineas distintas de células tumorales en la muestra derivada de sangre hasta aproximadamente
1/2.000. La cantidad de adicién del agente de agregacién de células en la muestra derivada de sangre puede
establecerse a un intervalo preferible de 25 pl a 150 ul para retirar facilmente células sanguineas distintas de
células tumorales hasta aproximadamente 1/50.000 células. De nuevo, la tasa de recuperacion de células
tumorales fue alta.

Es probable que se espere que la recuperacion de células tumorales presentes Unicamente en una cantidad
traza en una muestra derivada de sangre con alta pureza mejore la eficiencia y precision de la deteccién de
células tumorales usando un citémetro de flujo o permita realizar la operacién de analizar mediante citologia
células tumorales con microscopio de manera eficiente y con alta precision. Ademas, el dispositivo para la
concentracion y separacién de células tumorales segun la presente invencion puede recuperar células tumorales
a una alta tasa de recuperacién y con alta pureza mediante una operacion sencilla y, por tanto, probablemente
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puede contribuir a desarrollar un nuevo agente terapéutico eficaz para tumores y ayudar a encontrar una nueva
diana terapéutica y de diagndstico.

Lista de signhos de referencia
1 Dispositivo para la concentracion y separacidn de células tumorales circulantes
2 Cuerpo de recipiente

3 Agente de separacién de células
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REIVINDICACIONES

1. Dispositivo (1) para la concentracidn y separacién de células tumorales circulantes presentes en una muestra
derivada de sangre, que comprende:

un recipiente (2) en forma de tubo con fondo cerrado en un extremo y abierto en el otro extremo;

un agente (3) de separacién de células con propiedad tixotrépica alojado en el recipiente (2) en forma de tubo y
que puede separar células tumorales a partir de células sanguineas distintas de las células tumorales tras
centrifugacion,

conteniendo el agente (3) de separacién de células un componente liquido y un polvo inorganico,

en el que el componente liquido es uno o mas seleccionados de uno basado en silicona, basado en copolimero
de a-olefina-diéster de fumarato, basado en acrilo, basado en poliéster, basado en copolimero de sebacato/2,2-
dimetil-1,3-propanodiol/1,2-propanodiol, basado en poliéter-poliuretano, basado en poliéter-éster, y una mezcla
de liquido/liquido o sdlido/liquido, siendo la mezcla una mezcla de polimero de poli-a-pineno e hidrocarburo
clorado, una mezcla liquida de polibuteno clorado y un compuesto liquido, una mezcla liquida de trifluoruro de
cloruro de etileno, un éster alquilico de acido benceno-policarboxilico y un polioxialquilenglicol, o una mezcla
liquida de oligdmero de ciclopentadieno y un éster de ftalato, y

el polvo inorganico es uno o mas seleccionados de polvos finos basados en didxido de silicio, un mineral de
arcilla compuesto por bentonita o esmectita, polvos finos basados en 6xido de titanio y polvos finos basados en
alimina,

caracterizado porque el dispositivo para la concentracién y separacion de células tumorales circulantes
comprende ademas un agente de agregacién de células que puede agregar ademas de manera selectiva células
sanguineas distintas de las células tumorales, y el agente (3) de separacion de células tiene una densidad
relativa que oscila entre 1,050 y 1,080.

2. Dispositivo (1) para la concentracién y separacidon de células tumorales circulantes segun la reivindicacion 1,
en el que el agente (3) de separacion de células tiene una densidad relativa que oscila entre 1,055 y 1,080.

3. Dispositivo (1) para la concentracion y separacién de células tumorales circulantes segun la reivindicacion 1,
en el que el agente (3) de separacion de células tiene una densidad relativa que oscila entre 1,065y 1,077.

4. Dispositivo (1) para la concentracion y separacion de células tumorales circulantes segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agente (3) de separacién de células comprende un polialquilenglicol con
un peso molecular promedio en numero de 700 0 mas como agente que confiere una propiedad tixotropica y el
polialquilenglicol se combina a una concentracion del 5 % en peso 0 menos basandose en |la totalidad del agente
de separacién de células.

5. Dispositivo (1) para la concentracidn y separacion de células tumorales circulantes segun la reivindicacién 1,
que comprende ademas un anticoagulante sanguineo alojado en el recipiente en forma de tubo.

6. Dispositivo (1) para la concentracion y separacién de células tumorales circulantes segun la reivindicacion 1,
en el que el agente de agregacion de células es un anticuerpo que tiene la capacidad para formar un complejo
inmunitario.

7. Dispositivo (1) para la concentracion y separacién de células tumorales circulantes segun la reivindicacion 6,
en el que el anticuerpo como agente de agregacién de células comprende tanto un sitio de reconocimiento de
antigeno que puede unirse a un antigeno caracteristico de la superficie de leucocitos como un sitio de
reconocimiento de antigeno que puede unirse a un antigeno caracteristico de la superficie de eritrocitos.

8. Dispositivo (1) para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, en el que el agente de agregacion de células se afiade de modo que la cantidad
afiadida es de 25 a 150 ul basandose en 1 ml de una muestra derivada de sangre.

9. Dispositivo (1) para la concentracién y separacién de células tumorales circulantes segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en el que la abertura del recipiente en forma de tubo con fondo esta al menos
parcialmente sellada mediante un tapén configurado para poder perforarse y el interior del mismo esta
despresurizado.

10. Método para concentrar y separar células tumorales circulantes en una muestra derivada de sangre, que
comprende:
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(1) una etapa de dejar que una muestra derivada de sangre, un agente de agregacion de células para agregar de
manera selectiva células sanguineas distintas de células tumorales y precipitar lo resultante mediante una
operacién de centrifugacion, y un anticoagulante sanguineo, coexistan en un recipiente en forma de tubo con
fondo cerrado en un extremo y abierto en el otro extremo, en el que esta alojado un agente de separacion de
células con propiedades tixotrépicas y permitir la separacién de las células tumorales a partir de células
sanguineas distintas de las células tumorales mediante una operacién de centrifugacion;

(2) una etapa de centrifugar el recipiente para formar un reparto del agente de separacion de células entre las
células tumorales y otras células sanguineas; y

(3) una etapa de recuperar las células tumorales concentradas y separadas en plasma por encima del reparto,
caracterizado porque

el agente (3) de separacién de células contiene un componente liquido y un polvo inorganico, y tiene una
densidad relativa que oscila entre 1,050 y 1,080,

en el que el componente liquido es uno o mas seleccionados de uno basado en silicona, basado en copolimero
de a-olefina-diéster de fumarato, basado en acrilo, basado en poliéster, basado en copolimero de sebacato/2,2-
dimetil-1,3-propanodiol/1,2-propanodiol, basado en poliéter-poliuretano, basado en poliéter-éster y una mezcla de
liquido/liquido o sdlido/liquido, siendo la mezcla una mezcla de polimero de poli-a-pineno e hidrocarburo clorado,
una mezcla liquida de polibuteno clorado y un compuesto liquido, una mezcla liquida de trifluoruro de cloruro de
etileno, un éster alquilico de acido benceno-policarboxilico y un polioxialquilenglicol, 0 una mezcla liquida de
oligdmero de ciclopentadieno y un éster de ftalato, y

el polvo inorganico es uno o mas seleccionados de polvos finos basados en didxido de silicio, un mineral de

arcilla compuesto por bentonita o esmectita, polvos finos basados en 6xido de titanio y polvos finos basados en
alimina.
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[FIG. 1]
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