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La presente golicitud tie.ﬁé por objeto el descubrimiento de
unag proteinas msociadas al céncer humanc llamedw, C1 IAC y CAAC,
los procedimientos para su aislamieate y para su caracterisecién,
¥ lom reattivos pars eptablecer un diagnéstico basado en el prine-
¢ipio de la puesta en evidencia de le presencis de la C1 IAC y
CAAC de los anticuerpos y antisueros presentando una especifici=
ded frente a la C1 IAC y CAAC, la preparacidén de eptos anticuer-
pos y de compomiciones que los incluyen, de anticuerpos inmovili~
gadon en una matris y el tratamiente del c¢édncer humano mediante
la utilizacién de egtos antisueres ¢ anticuerpos presentando una
egpecificidad frente s la C1 IAC y CAAC.

Ia egencia de esta importante invencidn se basa en el prine
cipio de le utilizacién do enticuerpos dirigidos de un modo espe~
effico contra las protsinas bloqueantes y cncubridoras, en empe-
cial la C1T IAC, asociades a las afeceiones cancerosas del hombre
¥ presentes gobre las membranag de las células cencerosas.

De atusrde con la invencidn, se utilige epte principio para
tratar el odncer in vivo y para efectuar el tratamiento extracore
poral del suero de un paciente cancercmo,

Ia C1 IAC es une proteine asociada al cdncer del hombre que
puede aislarse de log humores de los pacientes cancerosos, inclu=-
yendo el sueroc a partir de las células malignas de lop cénceres
humanos, asf como a partir de cultives celulares. Repitiendo ci-
¢tlos de ¢ultivoe y recolecoidn de célulaa, ge ha aislado la C1 IAC
de los mediog de oultive, lo cusl indica que las propias célulag
cangerosas sol capaces de producir la 1 IAC.

Ia C1 IAC demostrd poseer propiedades biolégicas comparables
o similares a las del inaotivador del componente C1 del comple-
mento humane (que ae llema igualmente "ishibidor de la C1 esterae
sa") que es una o Deursamine glicoprotefna que se encuentra en
los humores de distintas cspecies, incluyendo el del hombre
(Pensky y o0olsy Je Biol.Chem., 236, 1674, 1961), pero que no es
idéntica, en lo que respects a la qufmics de las protefnas, sl
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inmctivador del componente C1 del complemento humano.

A partir de este momento s continuacién, llamaremos "C1 Ia"
al inactivador del componante C1 del complemento humano (inhibidor
de la C1 apterase), mientran que me empleard el términe "inactiva~
dor de la C1" para designar el grupo oonptitufdo por 1a €1 IAC y
la 1 IA.

Ia C1 IAC demostrd poseer propiedades biolégioss parecidas a
las propiesdades de la C1 IA, incluyendo el efects de inhibicidn
wobre la activecidn inicisl por el componente C1 del complemanto
humano de C4 y 02. Segfin ol principio en el cual se basa la inven-
cidn, parece que eatos cfectos inhibidores de la C1 IAC juegan un
papsl importante on la defensa de lag células cancerosas contra
la destruceidn por el sistoma immune humeno.

Se ha desorito por el propio sclicitants de la Patente ls
pregencia de una protefna parecide a la C1 IA sobre las membranas
ds lag células cancerosas humanay (véage, por ejemplo Osther, K.,
the Lan¢et, 2 de Marso 1974, pdg. 359, Oather, K., Linnemann, R.,
Acta path, micorbiol. acand. 1973, 81, pég. 365).

Segin la invenoidn, so aiglé y caracterisé esta protefna pe~
recida & la C1 IA esotimda al c¢éncer humano, y como me indics sn-
teriommente, mpe deacudbrid que consptitufe wune protefna nueva gue
no ep idéntica & la C1 IA. Importantes reslizaciones estén bagsdas
en estos descubrimimtos.

Ia C¢1 IAC ep una a nminoglucoprotefna que posee una
congtante de aedimen'bacidn a° 20 w = 5,2 Ss La caracterizscién com-
pleta de la C1 IAC gue la distingue de la C1 IA y de otras pro-
tefnas conocidas figura en la parte pregenteda a continuscidn ba-

- Jo el t{tulo “Caracterizacién de la C1 IAC. Por enfoque ipoelée-

trico sobre IKB Multiphor, se observen dos bandas separadas por
enfoque e un compucgto de tipo snfolins de la C1 IA y de la

C1 IAC purificadas, ¢l compuesto de tipo sufolina siendo wne pla~
ca de PAC utilizada pera ol electroenfoque en tapa fina sobre gel
de poliscrilamide, con unk gradiente de pH comprendido entre 4,0
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y 8,6, trabajando durante 2 horas enfrfendo o 0% C. con una ten~
eién ds 500 Voltios y una corriente de 50 milismperios. Después
de la electroforesis, me recorta ol gel de poliacrilemids ¥y se
celoca siguiendo un dngulo Ge 902 en relacidn a un gel de agarosa
el 27 en un tampén veronal con una fuersa idnica de 0,02, & wn
pH de 8,6 & 182 C. durante 12 horas, contemiendo este gol de BEa-
ropa enti~-C1 IA humano de¢ econejo.

Se obtienen de este modo doe lfneas de precipitacidn que no
8@ cruzan, mientras que en pruebas idénticas, utilizendo un entie
guere oligoespecifico dirigido el mismo tiempo contra la C1 TA Y
le C1 IAC, preparado sobre cerds “Dangk Landresce" ("Danish Yondre-
ee"), un cerdo obtenido medimnte el eruce de la raga Yorkshive con
l8 reza “"Dangk Lendrace", o de) carnerc del tipo Texel (*Jysk Hew
derace"), se obtienen dos lfneas de precipitacidn que se cruszan.

Ello muestra que, bajo €l punto de vista inmwnoldgico, €1 cow
nejo No ep capax de establecer la diferencia entre 1z C1 I2 v le .
C1 IAC, mientras que los otros animales gque mancionamos son capes
ces de reconocer que lag dos protefnes solsmente mon parcicimente
idénticas. EL hecho de que el antisuerc de conejo no mea capag de
epteblecer la diferencia entre la C1 IAC y 1a 01 IA juega un im-
portante papel en la invencidn y merece pués que se ponga de row
lieve.

En el degarrolle de le descripeidn, es importante recordar
que wna respuests en prucbas inmmoldgicas bagadag gobre la reape
¢idn con el anti~C1 IA humano de conejo (que s un resotivo exip-
teute au ¢l mercado) constituye una respucsts relativa sl "inace
tivador de la 31“,' o sen, en otras palabrag, unas regpuesta & la
sume de la C1 IAC con 13 C1 IA. .

g¢ pueden utilizar varias téenicas para sisler y purificer
la €1 IAC. Todas las téenicas utilizables presentan la carscte=
ristica comin de congtituir téenicms de meparacidn destinadss al

. alslamiento y a la purificacién de una materia de tipo pseudogle~

bulins, que posee.las propiedades descritas bajo el tftulo "Cam
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recterf{sticas de la C1 ZAC", a partir del medio donde asta no
acuentra, lag téenicas ndecuadas utilizan mésodos de absoreidn
y de filtracién gobre gol, lapg cuales mon bien conccidas de lom
eppecialiataa.

Como hemos demostrado qus ae puede preparar la C1 IAC a pare
tir del medio de eultivo de estas células concerosas humanas, una
téenica qua no pe presta a ningin equfvoco para concentrar, aise
lar y purificar la C1 IAC consigte en utilizar téonicas de abzore
oidn y da filtraeisn sobre gel con wis determinacidn inmmolsgica
concomitante utilizando al anti-~C1 IA humano de conesjo para obtoe
ner, a partir de los medlos de cultivo de lag célulaas cancerosas
del tipo ya referido, vns protefns reasccionando bajo o1 punto de
vista immunoldgico con el anti~C1 lnmano de conejo.

Tn eatag operaciones, hay que tener el cuidado de avitar pH
inferiorea al 5,5 y superiores al 10,5 y de calentsr a temperatu-
ras pupariores & los 568 C., puls hemos verificado (véase el apar-
tado "Caracterizecidn de la C1 IAC"), que estas condicionen alte~
ran las propisdades bioldzicas de la C1 IAC. A £in de poner 2 pun~
%o une tSonice adecuada d¢ concentracidn y purificacidn de la
C1 IAC, el especialinmta utilisard igualmente otres caracteristi~
cas que se indican bajo el tftwlo "Caracterigecidn de la C1 TAC®,
como son el pemo moleculer caleulado de la C1 IAC, que es do
110 000 a 130 000. Podemos poner de relieve la presencis de la
€1 IAC en cualquier materia utilizando pruebas immmoldégicas con
enticuerpos o entisucres reaccionando cen la C1 IAC; esta reaccidn
es P4eil de dletinguir de las reaccionss obtenides con otras proe
tefnan, ineluyendo la C1 Ia. Mde adelante se degeribe la proparse

oidn de emtos enticuerpoe o antipueros. Las técnicas adecundas de

concentracidn, de aiglanionto y de purifiecsiln de la C1 IA utiw
Jlizen técnitas cromatogrdficas por absoreidén sobre la columna y

de filtracidén sobre gel.
Contviens hater congtar que hemos comprobado que la Ct IA ¥
1a 01 TAC no reaccionsn con los snticuerpos presentando une ea-
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pecificidad frente a otroo entfgenog conoeidos, y en especial no
reaccionan con log antiocuerpos dirigidos contra los entfgenos
oncofetales y, de mode ospecial, con lom antfgemon dirigidos con-
tra la 3 1 fotopratefne o 1s proteina CEA, _

Una t8onice Ge preperecidn preferida del C1 TAC a partir de
un medio que la contenga se deseribe bajo 61 tftulo "Proparacidn
de la C1 TAC", e ineluye vma crematografia de absorcidn sobre
columna sezuida de wma filtracidn sobre gel., Preoferimog Como Cow
lumna para efectuar la orometograffs de ebpoveidn sobre columna,
wa respine cambiadora de aniones, (como la Dewex 2 x 8), en gra-
nos que midan 38 a 74 mieras y un gel preferiblo pars la filtrae
cidn sodre gel es wn gel do dextrang (Como ol Séphedex G 75 Su-
perfins}, Psta preparacidn utiliza iguelmente técnices cléeicas,
como la didligis y 1la liofilizacidn que ge efeetfin en los estoe
dion anropiadaes.

Fl medio @ partir del cual se concentra, aisla y purifice la
€1 IAC puede ger un medin de eultivo do células cenceropgas humae
nag productoras de C1 IAC, o wn humor como el suere o wn derrame
pleural o la ascitis de un pacimmte portador de wn céncer pro=
ductor de C71 IAC. Como ya hemoe indiocado, €l medio de cultivo de
len células canceroses no contiene C1 IA, miontras que encontra-
nmos la C1 IA apociada @ 1la C1 IAC e los humores de los pacientes
humsnos cancerosos. En 1la mayor parte de las utilisaciones préce
ticas de 1a C1 TAC, la presencia do C1 I4 en el medio de partida
utilizado no plantea ningin problema grave, puseto que lon aiclae
dog conteniendo C1 IA ademfs de C1 IAC gon tilea de por =f, co-
nmo =6 indica mds adelants. ‘

Para cultivar cflules tansersses pars producir C1 IAC, puee
de utiligsese &) medio mfnimo osemeinl de Ragle y el medio aine
~tético RFNMI conteniemdo amitiodeidos o biem puede iguslmente utie
lizarsz cualquier otro medio que permite enltivar las cflules
canceronas. Je ha comprobades que ze obtienen los mejores rendi~
mientos e C1 TAC cuando al medio de ¢nltivo me aflade, una cone
tidad de glutemine superior a cerca de 285 mg/l, y preferento-
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mente que sea superior a 296 iué;/l. En la préectica, la cantidad.
éptima de gluteamina afiadids en de cerca de 294 mg/l, y la adicidn
de mayores eantidedes no pa;rece ﬁpcrw ventajes adicionales,

Lag téenioas hebitusles de oultivo de oflulas cancerosas utie
1izen una fmge de crotimiento en el medic esmoisl mfnimo de Eagle
enrigquecido oon gluteming y wne fage de produceidn en ol medio
RPMI enriguecido con glubamina, Cedn fase puede durer algunos
dfan, por ejemplo de 3 8 7 dfas; en la prdctica se prefieren 3
afan,

Como hemos indicado anteas, laz C1 IAC parece jugar un papel
importente en la defenea de las cflulas cancerosus contra le des-
truccidn por ol smiotoma inmune mwmamo. Is C1 IAC, posee una débil
entigenicidad, y perece qué la C1 XAC, con laa otras protefnas
que encontramos en lom madiom ds cultive de lag cdlulan cencerosss
¥y m loo mmores'de lon pacientes cancerosos, en espocial ln oro-
ponmucoide, la A HS glicoproteina y la zn O 3 glicoprotefna
"ooultan" las eélulas csncerogas en la jdentificmeidn como "no
propio® por ¢l epistema iomune humano, Ademés, como ya hemos dicho,
la C1 IAC es capaz de inhibir la activacidn de C4 por C1, y parece
que reside aquf uno de lom motivos principales que explican el hew
cho de que lss cflules canceromsas no sean atacndas de modo eficay
por el mistema inmune. _

Pare uns mejor comprengidn del objeto de esta solicituvd de
Patembe de Invencidn, me incluyen dibujos que representan osgue~ .
ndticomente dietintas fases del procedimiento y diversas nrucbas
efectuadas en relacidn con el mismo.

Dicheos dibujos muostran:

Figs 1.~ Ropresenta eaquemfticemente €l siptema complementaw

| rio humeno y le accidn de bloguso y de inhibieidn del insotivador

de C1.
Fige 2.~ Represente los rosultados de experiencian testige
de gsuoro de sujetos sanoe, sujotos padeciendo afeceiones benignas
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ceafirmadas y sujetos padeciendo afevciones cancerospas.

Pige 3.~ Ejemplo tfpico de inmunodifusidn o exémen de suero
ée acuerdo ton la tdenica de Quchterlony.

Fige 4o~ Ilustra un sisteme de diagndstico que incluye el
anti~C1 TAC humano, utilizado de modo que la reaccidn imunolé~
ghta con C1 IAC gsa fdcilmente dimtinguible de folda regpuesta &
la C1 IA, dendo edemds indicecidn &6 nival de 01 y de C4 en 1a
muestya. o

FPige S.= Muestra un regigtre egpectrofotométrico tipice de
una slueidn por tempdn de Tria.

Fige G.= Muestra un registro espectrofotométrice tfpico de
1la densidad dptica del efluente.

Tige Te=~ ¥uestra una egregacidn por munoelectroféresis de
¢1 IAC purificado en ux Gel conteniende 25 de enti-C1 IAC humans
de aonejo, 7

Tig, 8.~ Deteminacién de C4 C3 y C1 TAC de las @iluciones
en serie por immmoslectroférasis de huso. ,

¥ig, 9= Inaunoslectroféresis de auti~C1 IA humanc de conejo
segin Grabar-scheidegger. El precipitade de C1 IAC se extiende
en la gona B cumndo se efectda la immunocelectroféresis on pre-
pancia de lactado de oal.oié.

Fige 10~ Hueptra que la G1 IAC trateda por la neuraminadasa,
por innmmnoelestroféresis, seglin Grabar-scheidegzer, no da preci
pltado.

¥ig. 11 y 12,~ Son representacionas de iﬁanmoelectroféreais
cruzada en tandem, gegin Xrdil, qua demueptra identidad total
entrs 1 IAC y C1 IA.

Fige 13« Muestra el efecto de la neursminsdasa sobre lag
propisdades im:ﬁolégicas de la C1 IAG, por inmunoelectrofévosis
cruzads e tandem con anti-C1 IA humano de conejo. La curva obte-
nida corregponds a la C1 IAC.

Fig. 14.~ Imunoclectroféresis cruzada segin Freman, que
permits obtener precipitades idénticos con Gf IA purificads y



C1 IAC purificada.

Pige 15.~ Muostra wiss axtrapolasiones a distintss concen~
traciones.

235 Fig» 16+ Muentra lo resultante fotogrdfica de las fases 4,6
y 8 de la 18 oxperiensia (tiompon 10, 410 y 810 mogundos).

Fig. 17.~ ¥uestra la resultante fotogrdfica de las fases 7,9
¥y 11 de 1a 28 experiencia a t 0 sag., tomade durante la aceleram
0idn & 30,000 rp.ma. ¥ 8 T = 1206 geg, y 1608 meg.

240 Fig. 18.~ Muestra la resultante fotogrdfica a t<0 seg., to-
nada durante la aceleracidn & 30.000 r.pum. y a tiempo 1206 seg.
y 1608 geg, respeotivemente,

Tig. 19.«~ Repraogents un grdfice de las distribuciones medisa

de modidan de inmunofluorescencia sobre cultivos de célulaeas de
245 ocarcinomas.

Pige 20,~ Mueptra un ojempleo de una gréfica de primera elu-~
ocién sobre Whatman DE-52,

Pigs 21« Muostra un ejemplo de inmunoelectroféresis de hue
pada frente sl entioromocemicoide al 24,

250 Pig. 22.« Muegtrs una wnidad o central de desbloqueos

Le Pigurs 1 represente esquemdticamonte ol sistema complemen~
tario humano y la ascidn de blogueo y de inhibiocidn del insctiva~
dor del C1. Cusndo una resccidn complementaria fué atrafds por el -
fragnento Fo de una inmmoglobulina, la C1 activads, con ocasidn

253 de una rescoidn o Cascads Complamentsria normal, sctiva el com-
ponente C4 y C2 del complemento y lam reaceidn prosigue hasta el
punto final con uwna lisis de la materia "no propia” o del sntfge-
no con el cusl Yeacoiond la inmunoglobuling, perc el inasctivador

~del C1 puede inhibir la activavidn de C4 por C1, en cuyo ¢aso C4

260 no estd fijade sl ent{gmo, y lag rescoiones Complementarias pos-
teriores no ge efoctdan,

lon humoren de lom serep humenog panop contienen C1 IA como
regulador obligatorio del wistema complementario, pero en ten ba-
ja conoentracidn que el misteme complementario es capas de ejer-
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cer la necesaria aceidn destructiva contra los clementos "no pro-
plog", en un otrgeniemo sans, pers en €l Cago de ciertzs enfermee
deden, incluyendo afocciones viricas y edneer la contentracién
de innctivador €1 se ha comprobado que on anormalmente elta, y
baséndonog en el descubrimiento propio de sgta patente, op preoe
punible qus en el caso de céncer los niveles anommelments altos
de C1 ge deben a l1la promencia de C1.IAC.

Para evaluar en qud medide log pacientos portadores de un
cdneer confirmado poseen contenidos elevedos do inactivador del
¢1 (C1 IA + C1 IAC), mo egtudid la conecentrascidn nérica del inate
tivador del C1, megfn lz téonicm "rocket" de Laurell con anti~Ci
IA humano de conejo, en cien pacientes portadores de céncerem de
digtinton orfgenes, como carcinomas, srrcomss, linfomas y leuce-
mias. In lag oxperiencias tegtigo, se eptudid de wn mode idéntico,
el suers de mujetos sanos y de sujotos padeciando de afecoiones
benignas confirmadas, Ios resultados estén ilustrados en la Figue
ra 2. Vemos que loa vilores medios del ihactivador de C1 de los
sujetos sanos ecl bastante inferdiores a aquellon de los paciontes
portadoras de un céncer, Ademéds, los pacientep sufriendo de en~
fermodades no malignas poscen contenidos de inactivador de C1 cu=-
yos valores medios son bastante inferiores a aguollos de lop pa~
cienten cancerogos y que eptén cercancs a la escala normal. Pare
ce que la elevacidn de la concentracidn del inectivador del Ci
el sucre de log pacientes afettadon de céneer ses egencialmene
te debida & la pregencia de e €1 IAC liberada por las colonles
de céflulas osnceronsas. Se he verificado, segfin la téonica de
Ouchterlony que en los cancerogos tenlendo elevadon contenidos de
inmotivador del C1, se obaervan linecmp de precipitasién pera la
C1 1A y la C1 JAC, mientras que para log pacientes portadoream de
efecciones no malignes y pava los sujetos sanos no se verifica la
pregencia de C1 IAC (las dos determinaciones habiendo sido efoc-
tuadas con anti~C1 IA/C1 IAC humano de curnero oligoespecffico).
Un ejemplo tfpico de exémen del puere de eouerde con la téonica
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ds Ouchterlony de eate tipo, viene ilustrado en la Figure 3.

La evaluacidn del contemide dol oomponente C4 de complemento,
efectuada sobre loe mismos grupos de pecicntes, presenta casli low
mimmons valorss medios ps¥e los sujetos sanocs y los pacienten
afectadoa de enfermedndes no malignes, mientras que los pacientes
afectados de cdnoer tienen contsnidos netemente superiores da G4,
como lo mueatrs la Pigura 2.

Se ha ocngtatado que los valores del Yinactivador del Ctv
(C1 IA + C1 TAC) superiores a cerca de 50 mgb (50 mg/100 M1)
(sstos valores hebiende side detorminados por slectroforesip
del tipo “rocket" con anti~Ci IA humano de oonsjo) coinciden mu~
¢thas veoos oon una elevecidn de ¢4, lo cusl indica que el piste~
na Complementario ostdé blogqueado en €1 estadio C4, o ses m el
optadio en el cual la activacida de ¢4 por C1 deberfa producirse
ool un Gonsumo Concomitente de C4 (04 activado quedsndo £ijado
a las membronag de células & lisiar por el gistoma complementa~
rio). Bptudios efectusdon sobre cdnceres de evolueidn progresiva
han demostrado queo el inactivador del ¢1 y del C4 me elevan cone
tinuadamente hasta la muerte del pasiente,

Asimimmo se ha conatatado que los valores en fage subtermi-
nal y temminelen del ¢4 alemnzan hasta 160 mal, ¥ que los valores
del inactivedor de C1 alcanzun cerce de 120 me/, In el suero de
ciertos paoienten afectados de chncer confirmado, ton poqueilse
colonlap de célulay cancerosas primaviag, se han obtenido valo~
ren de cerca de 40 & 50 mgl de inmovivador de C1 (C1 IA + C1 JAC)
pin ningdn pigne de slevacidn anormal de los contenddos de Cd. No
obptante, cusndo eptos paciemtes hen sufrido una intervencidn

. quirfirgics, les contenidos del insetivador de €1, bien dlgminuyen
" dogpuén de wn perfodo de caros de ) somenas ¥ so mantiencn en la

es0ala normel, mientrag que de wn wmodn soncemitante el C4 queda

en 1a eseals nomaol (lo cual indica que la intervencidn radical

fu8 coronada de &xito), o bien se produtie une elevacidn de inate
tivador ¢1 ul mimmo tiempo queo del C4, La explicecidn de egte
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dltimo fendmeno puede estar en 21 hecho de que una intervencién
radiocel pueda habecr provocado una elevacién de le eosncentraeidn
africz del inactivader de C1 peor liberacién de C1 LAC por lag b
lulag cancerasas dsfiades y por ¢élulas cantsrosas arrastradas por
1z circulacidn sangufnes produciendo este aumento de le concene
tracidn del ingotivador de C1 un aumento de los nivelen de C4
gue mueehas vecen astienie intluso & log niveles anteriores a la
intervencidn quirdrgice. Tn ente caso e nivel de inactivedor

C1 eptd cazi eptacionsrio, pers es mds slto gue log velores nore
nalen durante un cierto perfodo de tiempo despufs 46l cual se
zprecie un nuevs incremento. ¥l sumento de C4 concomitente con el
incremento de insotivedor C1 puede sor deblido & la produceidn de
anticuerpos del organiemo contra componentes de célulen cancerow
gas liberadea. Ho obgtente los enticouerpog evngue quizés gesn
capadcen de combinar con tomponentes de cflulap cancerosas libera-
dag, no dardn luger & una reaccifn complementaria o en cascada &
cause de la accidn bloqueadora de la 01 IAC, liberada, que junto
con la concentracidén de C1 IA normel en ¢l guero da lugar al
aumento de nivel del inactivador C1 después de la intervencidn
quirdrgica (las edlulas afectadas por ivradimeién tembién pueden
sumenter la liberscién de 1 IAC, con 6l mismo efecto) y uvna
recgfin em lo que suele ocurrir en egtos casom.

Apoydndose en ls sxplicecidn anterior, vemom que se puede
obtener un importente sumento de las probabilidades de un eficaz
tratamicnto del cédocer, neutralizands ls inbibicidn des la rep-
puests inmune que se produce con ccesién de un cdnver, o sen su~
primiendo ol blogueo de la defensa irmune, “"desptepando" las cf-
lulag canceroses 4o forme que estos goan mds fdcilmente reconoci-~
das por ls imnmwmovigilancis del sistema inmmune humeno. Ia inven-
cidn permite obtener este desbloquso y embe "Qesamascaremiento®.

Como hemos indiceds snteriomente, ol sistema inmuno de
ciertos animales, incluyendo les ragas ¥y los Bipos de cerdos ¥y
de carneros & log cusles hemos hecho referencia, ¢p Capaz de cow-
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tablecer la distincidn eatrs la C1 IA humans y la C1 YAC humans
cuando ge introducen en forma de mntfgencs en el organismo del
animal y om capaz de producir enticuerpas poseyenio determinan
tes que presenten une especificidad frente & la C1 IAC, Por tan-
to we aspecto importante de ls invencidn tiene por objeto los
antisueros o snticuerpos que presenten une especificidad frente
a 1la C1 IAC, Podemos producir eptos sntisueros inmuizendo anjmee
les susceptibloa de inmunizecidn selectiva, como won lop cerdos
¥y loa ocmrneros, correspondicndo por ejemplo a loa tipos y 2 laa
razas & que aluvdimos antes, oo vacunes conteniende C1 IAC como
compuesto antigénico, y rescogiondoe el suero ds los animalce inmus
nizados, Sabiendo gue la orosomucoide, la o 21{3 glicoproteina y
la zn 3 4 glicoproteina son protefnes que se pueden aislax de
medion de cultivo de c&flulep canceroses, en egpecisl en los esta~
dios inicisles del cultive (antes de la tripsiniseciln y el trage
plente), que estas tres proteinaa son Conocidas come posecdoras
de una sntigenicidad muy d6bil; y gue laz orosomucoide eatd pre-
pante en concentrsciones clevadas oo los exudedos pleursles de
lop pacientes cencerosos, podemos pensar gue estas tres protefnas
participsn en ol “"ermesceremiento" de las célulam cancerosas y
por estoe motivo proferimon igunlmente incorperar egbtas itres pro=-
teines o le vecuns que sdministremos o los animales huéspedes pa-
re prepavar los entisueros dtiles pera ol tratemiento del céncer,
de tal forme que estos entisueros contengan iguslmente snticuer
pos dirigidos contre egtas tres protefnas. Ademds, dedo que el
nivel inectivador C1 se considera que eg uno ée los principeles
factores regponsebles por el hecho de gue las ¢flulas de cdncer

‘no mon efectivemente atacedns por el sigtems de immunided humanoc,

eg prefeyible ineluir C1 IA en laug veeunss para low enimeles hnég-
peden, con el ffn de que log antigueros contengen tombién enti-
euerpen espocificos & C1 IA. Como no podemos impedir que la

¢c1 A sos en muchos Capon 6l inactivador predeminante del C1 en
los humoves, mientras que 1a Ct1 IAC es el inmotivador de C1 prew-
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sente en las océlulse cancerosas, os légico suponer que el antie-
susro més eficaz es aguél capez de atacar al miomo tiompo la
C1 IAC y la 01 IA.

A continuacidn pessmon & exponer con més detalle el efecto
de los antisueros o de los anticuerpos relacionados con la inven-
cidn. Pera simplificar, emplesmos la ebreviatura "INA" (antisue-
ro inmune de neutralizecién y de desbleoqueo) para designar al
mismo tiempo los antisucros que poseen una espscificided frente
a C1 JAC y eventuaimente frente a C1 IA, de le orosomucoide, de
la © A8 glicoproteina y ds la Zn 233 gliooprotefna, sef como
las fracoiones de inmunoglobuline correspondiente, més concen—
trada y purificade.

lLos anticuerpos IFA anti-C1 IAC humanos reacCionan con la
€1 IAC sobre la membraena de las células tanceroass, segin una
reaccién antigeno-anticuerpo. Por ejemplo, podemos poner de re-
lieve 1la interaceidn entre el INA y las células canceronas mer-
cando el INA (por ejemplo con bsotiociansto de fluoresceins) e
incubando las ¢flulas cencerosas humenas con el INA marcado.

las células cancerosas proacnten un marcaje positivo. Ias
eé&lules del mismo cultivo preincubadas con neuraminidasa no pro-
senten ningdn marcaje después de la inocubacién con el antisuero
INA marcado, lo cual ingica que las determinantes antigénicas de
la C1 IAC son descompueatas por la neuraminidasa.

Cuendo el INA blogues lms determinantes de le C1 IAC sobre
las membranas de las células canccrosas, las células canceroses
@e vuelven accesiblen al ateque por el pistema de defensa inmune
hmoeral humano, lo cual se puede poner en svidencim, por ejemplo,
del modo miguiente: ge inouben célules cancerosas humanag con
INA, degpude se incuban con ol guero del miemo paciente o de
otros pacientes afectadoa del mismo tipo de cdncer. Después de
una incubeoidn de por ejemplo ¢ horas, las células cencerossas
se degprenden del frasce de wultive, y pasadas 18 horas, por
ejemplo, todas las células cancercsas egtdn muertas. las células
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de mesotelio y log fibroblastom treatedos del mismo modo contindan
dagarrolldndoge en los frascos de cultivo, sin que le incubacidn
les alfeots, y en los cultivom testigo ain inocubacidn con el INA,
le incubssién con el suero no afects las células cancerosas. Esto
prueba gque la C1 TAC se comporte como un factor inhibidor y toma
parte en el blogqueo de la accidn anticancerosa del pistema inme
ne, y que, igualmente, el INA eg capaz de neutralizar in vitro
egts efecto de blogueo. Cuando se neutralisa in vitre le C1 IAC
por el INA, su afecto de inhibicidn mobre la activacidn de C4
por C1 en neutralizado lo que eignifios que me interrumpe el bloe
queo de la aceidn del sistems inmune, C4 ge fije a les membrenas
de las oflulas cancerosas y le seccidn posterior del sistema com-
plementario se produce provocando lz lisip de las células cance-
rosas; despuds de la activecidén de C4, la reacoidn complementsria
no puede gor frenade por ningune influencia procedente de C1 IA

o C1 IAC, como lo muestra la Figurs 1.

El sxperimento in vitro deserito demuestra que ol suero hu-
mano no dontiene anticucrpos contra las células cencerogas y que
el sistome inmune humano no es oapas de detectar rdpidamente que
exiwten cdlulas cmnoerosss, lo cual se estima que so debs al
efecto de ooultar 1a inmunidad del C IAC y otres protefnas de
baja sntigenicidad que eubren y ccultsn las célules cancerosan.
Debido & esta ocultacién las eélulas cancerogss pueden existir
en simbiosis en el ouerpo humano y pueden ser transportadas por
los fluidom corporales sin ser detectadas ni atacadas por sl mis-
tema ivmune humano.

Incluso cuands los anticuerpos de humores especificos & los .

componentes de las cédlules cancerosas, pe encuentren en contacto

préximo con las ¢élulas cancercess, la activacién del sistema
compl ementaric que normalmente ee produce por una reaccidn antf-
.geno-gntiouerpo pusde quedar blogueado 2 causs de la acoifn inhi-
bidora de C1 TAC del aintema Complomentario.

Cuando INA ha resccionado gon C1 IAC en las membranas de las
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células cancerosas, por lo menos ge producen dos cembics importsn-
tea: se elimine el efecto de méscara del C1 TAC, asf el sistema
immune eg capaes de reconocer las célules cancerozas Como "no pro-
pisa", y e¢ elimina el blogueo de la sotivacidn C4 producide por
el C1 IAC, de modo que la reaceidn antigéno-anticuerpo entre los
componentes de las células cancerosas y los espetificos anticuer-

‘Poa humanos que shors s posible por el depenmascaramiento permi-

tird inerementar la no inhibida activeocidén C1 de C4 y las siguien-
tes rescciones del pistema de complemento. '

Por otra parte se sabe que las células canceropsas tionen uns
congiderable carga negativa en el exterior y pueden rapeler las
oélules limfoideas. Como ademés por lo gue ae refiere a anticuer-
pos de flufdos el recubrimiento de snticuerpo en los limfocitos
/J?, es otre importante factor en ol sistema inmune, la repulsién
de las células cancerosms de las células linfdticas debido a su
carga negativa eg otro metanismo de defensa ejercido per las cé-
lulug canceropas contra ¢l ataque del sistema inmune., Se ha dee
mostrado in vitro que cusndo las células canceromas han sido ine
oubadas con INA su habilidad para repeler linfoc¢litos a¢ ha elimi-
neds, 1o que indica que loz determinantes C1 IAC juegen un impore
tante papel en el establescimiento de la carga neszativa de las
células cenceronas y que esta carga negativa so neutreliza owando
log determinantes C1 IAC estén ocupades con los anticuerpos egpew
cificos.

Por supuesto que el efecto opmonin, el efecto de adherancia
inmune, el efecto de cemotaxis y otrom efectes que acompafian la
gotivacidn del sistems complementario y del siptema inmune en
conjunto tembién facilitan lm mecidn citotéxica del sintema de
defenss cusndo los determinantesm C1 IAC estéin ocupadon con los
anticuserpos egpecificon.

De acuardo con la invencidn, se puede pues lucher contra las
células cancerosas tontrolando y disminuyemdo su némero mediante
la administraecidn in vive del INA a pacientes cancerosos. Verios
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resultadoa muestran que en los sistemas bioldgicos bastante mée
complejos, presentes in vivo, el INA ew capas da pogesr activie
daden idénticas @ aguellss que ao ponen en evidencia invitro.

La Patente se refiere a métodos para ol tratsmiento de los
oénoeres por immmigecidn papiva contra las protefnas efectuando
el enmascarsmiento de las células cancercsas y el blogueo del
pistena de defensa mimue. ente principio ¢s ocomplstmmente nuevo,
no solamente en terapéutica anticancerosa, sino, en medicina en
general .

Entre log efectos que se han observado después de la admi-
nistracién del INA s pacientes cenceromsos, podamos mencionars

1) Une disminuoién de la oconcentracién sérioca del "inactive-
dor del C1* (suma de C1 IAC + C] IA, medida con ua antisuero que
no establece distineidn entre la C1 IAC y la C1 IA, Como es €l
anti~C1 IA humano de conejo), y une disminucidén de la concentrae
oién eérica de la C1 IAC medide Con un antisuerc anti-C1 IAC mo=~
noespecifico. Se sobreentiende que, en el caso en gue se utiliss
un INA monoeppec{fico frente & la €1 IAC, se debe donsiderar que
la disminucién resulta de forma espcoffica de la neutralizacién
de la C1 IAC, pero como indicemos snteriormente, preferimosg uti~
lisar el INA conteniende ml mimmo tiampo el anti-~Ci IAC y &1
anti~C1 IA. Esta disminucidn del inmctivador de C1 se produce
gensralmente despuds de wn répido mumento inicial.

2) Una disminuoidn de la concentracidén esérice de C4.

Ademds, se han verifitsdo variss manifestaciones de remimién,
como pea une dimminueidn delr mess Lumoral y en oiertos casos una
total desepericidén de las cflulas canceroess. Sin embargo, los

 dom contenidon antes referidos del inactivador del C1, y en esw

pecinl de la C1 IAC, y del C4 congtituyen indicaciones importen-
tes y fdciles de dGetemminar de la ovolucién de la afeccién, an-
tes, durants y despuéa de la siministracidn del INA, y, ademés,
de todos tipos de terapéutica anticanceross, como ya hemos indi-
cado snteriomente.
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La preparacidn deo enticucrpos especificos dirigidos contra
la C1 IAC, segfin la invencidn, permite igualmente egteblecer un
diagndstico de edncer sin ambiglledad, Fl diagndstico formulado
de este modo se basa en la deteminacidn de la presencia o de la
aunsencia de C1 IAC en los humores hmanoé Vs en eapecial per mo-
tivos pricticos, en ol suero humanc. De acuerdo con la invencidn,
ge debtemina la pregencia o susencia de €1 IAC en wna muegtra,
sometiendo 1a muestra s una resccidn inmanoldgion con ¢l enti-Ci
IAC humano e condiciones tales que el resultado de la resceidn
inmunclézica sea fécil de distinguir de la respuesta debida a la
presencia de la C1 TA en la muestra.

Eato significa que ¢l antisuero INA y otras materias Conte-
niendo anticuerpos u otras sustencias o derivades Correspondienw
tes e 13 actividad inmunoclézica, congtituyen compuestos pers
diagmbotice extramademente dtiles. La aplica.cidn de la invencidn
al diagnfstico viene degorita detallademente més sdelante,

Para preparer los sntimnercs de acuerds ton la invencién, es
importente utilizer animales huéspedes cuyc sistema inmune sea
capaz de eatablecor ls diferencia entre lea C1 IAC y 1a C1 IA, o
ses capaz de formar enticuerpos especifices dirigides contra la
C1 IAC, habiende ya ¢itado ejemples de dichos animales. Conviene
menclionsr que no todss lap raszsg ai tsdos los tipos de cerdos y
de carneros parecen ser oapaces do producir les sntimuerce dtiles
de la invencidn, Por ejemplo, uns oveja de raga Shopshirs, parece
ser que no dintingue emtre C1 IAC y C1 IA, y un cerdo de 1a rega
Yorkshire pura no pemite obtener wna cantidad adecuada do anti-
cuerpon. lLos conegjos y loy pequelios roedores no son capaces de
egtablecer la diferencia entre 1la €1 IAC y la 01 IA. Por otro

T lado, parece posible gque razas o tipes de caballos y de vatas

poan cepacen de estebleter la diferencia entre la C1 IAC y la

¢1 IA y de preducir contldades ndecusdas e anticuerpos. Normale
nente se gabe que los caeballes y las vacas son animeles qué perw
miten obtener una buenn produccidn de entimuers gue se puede ex=
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tragr varias veces, por dranage misntras que los cerdos no pucden
ger punaonag!oa ¥y generselmente gon sangrados, De acuerdo con los
prinocipios de la invencidn, el suimal huésped utilizado para pre-
parar un antisuero INA de 1a invencidn es un snimal de Caraste-
risticas filogeneticas gmimilares s los indicados y gue proporcio~
nan una respuesta capecifioa franta & la C1 IAC. Adends, o1 animal
huéeped debe, de preferencia, pomseer snticuerpos que gean generale
mente bien tolerados por el hombre. Sobre este sgpecto, se pre-
fiere utilizar como animales hufepedes los cerdos.

Detallea adicioneles referantes & la preparacidn de los anti-
susros y anticuerpos da ls invencidn vienn regetiados bajo el tf-
tulo "Vacunacién do los Animaleg Hudspedes" prespontedo mds adelan-
te.

Iag vacunsg utilisedas deben tener una composicidn tal que
produscen une elevada propoveidn de anticuerpom en el animal hubee
ped utilizado, incluyendo una propereidn eleveda de anti-C1 IAC
humano. Las voocunas que preferimos para preparar los antisueros
en ol cerdo y ¢l carnero vienen mencionadas e continuseidn, bajo
el tftulo "Vacunacién de los Animales Hubapedes”, y la proparam
0idn de los componentem activom de lszs vacunas figura bajo los
tftulos "Freparecidn de la C1 TACY, "Purificacidn de C1i IAC/C1 IA
8 partir del liquido pleurel/ascitis de pacientes canderoson", y
"purificacidn de C1 TAC/C1 IA conteniendo orosomuncide, 0 A8
glicoprotefns y Zn O 3 glicoproteina del 1fquido pleural y de la
ascitis” que presentamos mds adelante.

Los sntisueros producidos como ne ha descrito con anteriorie
dnd estén caracterizados por el hecho de que contienen anti-C1 IAC

‘humano, o sea suticuerpos capages de rezccioner de forwa especifi-

ca ocon las determinantes de la C1 IAC. Se puede poner en eviden~

" oia eota rescoidn egpecifica gegin verias técnicas immunolégicss

oonocides. En principio, podriemos someter los anticuerpos espe-
cificos anti~C1 IAC humancs, como la g enti-C1 IAC humena, &
tratemientos bien conoccidos de sopsravidn de los anticuerpos con-
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gervande la emppetificidad de low snticuerpos, por ejemplo para
producir los fragmentos F(ab)2 correspondientes. Segtin el trate~
micnto de separscidn uiilizade, los antienerpos pueden o no con-
aservar su aptitud para provecar une reaceidn del sisteme complew
mentarios En principio, eetes modificaciones, derivados o fragmen
tos de los anticuerpos de acuerdo con la invencidn, hebiendo econ-
servado su aptitud espoeifice para blogquear las determinantes '
1 IAC son (tiles para el tratemianto y el dismgndetico del cdncer
a couga de su espacidad de marcar las células cancerosss, de iden~
tificar la C1 TAC y de neutraiizay la attividad bloqueante de

¢1 IAC, ‘

Por consiguiente, loa snticuerpoa, fragmentos de anticuer-
peg, derivadesa de anticuerpos o modificationes de log snticuerw
pos de la inveneién pueden Considerarse tomo entiouerpos, frage
maenton, modificacionss o derdivadon de anticuerpos tapeces de
reaccionar con células cancerousas cultivedag, de tal modo que
ias célulag cancercsas incubades con anti~C1 IAC marcedo o {rage
mentos, modificaciones o derivedos marcados correspondientes
preseitan un marcaje positivo, mientras que lag oflulas del mige
mo cultivo, preincubadas Con neursminidess o presentsn ningin
efeoto de marcaje dospués deo la incubasién con materia marcada,
¥ que la pregaturacifn con antisuero no mercedo dirigido contra
la ¢1 IAC sepuida de une inoubmeidn con la inmunoglebulina mare
cada, una fraccidén de immunoglebulina mercada, un derivedo de
inmunogicbuling marcada o wnz modificacidn de immunoglobuline
nareads seogfin le &denics deserits en Acta path, micrnbiol, scand.
Apartado B, 81, 365-372, 1973, no provota ningliu narceje de las
‘células cancerosas.

Peodemos menicionar como ojemplop de modificacliones de anti-
cuerpoy, segfn ls invencidn, los amticuerpoa Igh de marcajs isow
tépice (prefsrentomente marcados con un indtope teniecndo un corw
%o perfodo en el ¢amo de una utilizecidn in vivo para el diagnde-
tico, a tftulo de ejemplos mercadoe con teehnétium) lop cueles
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debido & su capacidad de marcar las célulag cancerosas, son i~
log en el campo del disgndatico pers confirmer la lecalizacidn de
tumoren o de metastasia o anticusrpos especificos de la C1 IAC
combingdos quimicamente con moléoulas con sctividad citoastétioca,
coo por ejemple derivados formadoe 2 pertir de citostdtices co-
noocidon, cuya sarga citostdtica muticuerpos eepecificos C1 IAC
ebren la poeibilidad de emplear citostdticos de un modo mucho mée
eficiente y meguro, miendo trasledos selectivamente los citodtd~-
ticos a cflulas cenceropas. (3¢ recuerds que lss vélulas normales
aparentenente no producen ni 1 IAC ni C1 IA).

A pegar de laa mencicnedas popibilidades de modificar lom
anticuerpos, wegin se deporibe en sgte Yatembe, en tanto los re-
sultados obtenidos mson excalentes en la terapia con antisuercs
y anticuerpos 2o modificados, no me considera acensejeble introe
ducir modificeciones misntras no existe el convencimiento y la -
evidencin de gue eatms modificacicnes son muy dtiles.

Ia terapis del céncer, sepfin esta Patente, es una inmunige-
cién oon anticuerpes producide en un animal hnéeped.

En 1z medida en gue sea posible Componer une vasuna que por
adminigtracién parenteral & serep humanom da luger a un ineremch-
to en la formmcidn de anticuerpos contra C1 IAC, se conmidera que
congtituye wn experimento peligroeo, dede el riemge evidente de
que ests vecuns lleverd e un desequilibrio en el sistema irmune,
por ojemplo e le normal y esperads funcién de C1 IA.

El hecha de gue el entibhvmeno de conejo C1 IA también blo-
ques los determinsntes de C1 IAC puede asimismo indicer la utili-
dad del sntihwmeno de conejo C1 IA en lugar de entihumano C1 IAC

- an 1le terapia de cdncer, peroc dado quo primeramente el antiliumanc

de conejo C1 IA no en inmunolégicamente bien compatible con el
gisteme humano, y segundo, debido a la no especificidad, el antie
suero de conejo no puede ser producido en proporeicnes ndecundes
entre un C1 IAC y un componente anti-C1 14, por tuya razdén pro=
bablemente merfon precisss grandes cantidedes de dicho suero pars
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bajar ofectivamente el nivel del C1 inactivador, posiblemente con
ul degcennn excesivo del nivel do C1 XA que & su vez exigirfa su
sugtitucién con C1 IA pera evitar condiciones peligrosas debidas
& deficiencia o carencia de C1 IA. .

Una compomicidén preferida de souerde con la invencién, ¥til
para &l tratomiento de los ednoerss humanos conmiste en una golu-
¢ién 50 mg/ml de immumoglobulina de IsG de ¢cerdo, dieueltos en
solueién saline isoténiva (ode una polueidn eguivalente, como
por ejemplo wne molucidn isoténica de glucosa). In la prdetica
ae pueden acondicionar eates compopiociones en frascom de 10 ml
sdecundom pare la perfusién intravenopa después de la dilucidn
en cantidades habituales de molucidn selina isoténica o de una
solucién equivalente,

Otra composicidn preferida oaté compuests por immunoglobuli-
na liofiligada destinada a sor reccnstitufda. Las posologfes ade-
cuadas oscilan entre cerca de 20 y 30 mg de inmmwmoglobulina por
ke de peso ¢orporal del paciente y por dfa, del ler el 5¢ dfa
aproximademente, y poateriomento de cerca de 10 mg/kz de peso
corporal al dfs, durants cerca de 2 @& 3 gemenan. En el caso en
que el paciente empiece a producir anticuerpos diriglides contra
la inmunoglobuling del snimal hudeped que estd recibiende, se lo
debe administrar cortisona.

Durente el trutemionto por el antisuero o los anticuerpos
INA, se debe controlar cuidadossmente el paciente, ¢Gomo se dep-
eribe bajo o1 titulo "Terapia del céncer con guero inmmune de
acuerdo con la invencidn', y en especisl los parémetros imporw
tantes & vigilar son los contenidos séricos de C1 IAC y de C4,

Un tratamienso coronado de &xito debe eliminar 1a C1 IAC y llew
var a la nomelidad ol contenido en C4, Do acuerds con la invéns
eién, se prefiere no efectnar un tratamients simulténco con agen-
Yoy citontdticon debido al efeots inmunosupresor de estos agm-
tes.

Los citootdticon wnidos & C1 IAC como condiwtores selecti-
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vos, pueden per eficaces sl pe mdministrsn en csntidades inferio-
res, 8 las do log citostédticon convencionales.

Durante el tratamiento con &l INA, se debe vigilar la forma-
eidn en ¢l paciente de anticuesrpes dirigidcs contra el INA, se-
gin les téonioas ocnocidaw, utilisando como teetigo INA maroada
¥, 0 6l 0sgo en que me varifique la fomaocidn de anticuerpos, ae
pusde proseguir el tratemiento con el INA segén un nuevo princiw
pio de 1s invaneidn, o see mediante inmmoadherencia al INA iomo-
viligado, De scuerdo con este principio, se pusde aplicar antie
puero o anticuerpos INA & ung metriz que lop irmovilice hoeiendo
pagar meguidemente el suero del paciente a través de una columna
conteniendo este INA immovilizado por una matrisz. El principie
de la oliminacidn de las protainas del suero de un paciente, por
inmunosdherencia & anticuerpos inmovilizedos por una matriz es
nueve y sonsbituye uno de los aspectos de la invenocién, Detrllen
sdicionsles respecto el tratamionto por INA immovilizado vienen
pregentados bajo el T{tuls "Desblogqueo y desenmascaramicnto ex~
tragopporales del suere de pasimntes caucerosoa", que ge desori-
be méds adelante, Aungue egte tratmmiento extrscorporal no neu=
tralice la C1 YAC presente sobre las membranas ds las oflulag
conoeropts, disminuye ¢l contenido general del inastivedor del
c1 (y de preferencia de la oropemucoide, de la O oS glicopro-
tefna y de 1a Zn 9 3 glicoprotefna) an el suaro y mejors las
posibilidades do destruccidn de cédlulas canceropas por los sie-
temas inmmes. X ogte efctto, msf como e lo quo se refiere a
1as snteriores explicaciones refeventss al tratamiento por el
INA, conviene tener presente que las condiciones de concentra-

 oidn y al equilibrio qufmico probeblemente jusgan wn papel im-

portante en las reseciones que ge hen degorito.
‘Se ha probmdo el hecho de gue el anti~C1 IAC del antisuero
INA es tapaz de combinarse ¢on las ¢éflulaa cancerosas in vivo.
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In la expectoracidn de un paciente portador do metastasis
pulmonares de un carcinoma memerio, tratado por el INA de cerdo,
hemos puesto en evidencia, segin técnicas histolégicas, la pre-
pencia de oflulaes cancerosas. Se ha verificade 1a presencie de
globulinas de cerdo utilizando globulines anti-cerde marcedas
oon isotioeianato de fluoresceins (FITC). Ias células estudiadas
de¢ este modo pregentaban une resceidn pomitive de inmunofluoraese
Gencis. Epto prueba que el INA adminigtrado al paciente vs capag
de recubrir las protefnas de las c&lulas tancerosss del paciente.
Ademda, no podemos deteotar o apreeiar ningme immunofluoresten-
eia especffica tfpica ubilirendo el anti~C1 IA humano de conejo
marcado con imoticcimnato de fluoresceina. El hecho em de especial
importancia puesto que lag célulss canceromas provenientes de la
pleura de esto paciente, anteos del tratsmiento, presentesban wn
marcsje positivo por el C1 IA antihumane de cunejo marcado con
isoticcianato de fluoresceinsn. Tiene eppecial importancia perque
las célulapn cancerosas obtenidas de la pleura de este paciente
entos del tratamiento, mostraban mercas popitivas con C1 IA - PITC
antihumeno de conejo. Extas gbaorvaciones indicsn igualmente que
el INA marcado por un ipftope, cusmnio es ilnyeotado en un paciente,
on capag de marcar las cflulme canceropas.

Para prepavar un antisusro o una inmunoglobulina Mtil para
al diagndetico in vivo, después del mercaje isotdpico, como por
ejemplo, de preferancia, degpués del marcaje con el technetium,
que tiene un perfede muy corto de 4 horas, me utiliza preferente-
mente wia vasuna que ho contenga C1 TA.

Ios modos preferentes de realigacién de un sistema de ding-
néstice de mcuerdo con la invencidn vienen destritos mds adelante
bajo el tftulo "Sistemas de dimgndetico".

Los plstamap de diagndstico de la invenoidn contienen una

‘materia de tipe 01 IAC sntihumeno cuye rescoidn con la C1 IAC hus
mans en las pruebas immunclégioas em f£cil de distinguir de la
reaccidn con la C1 IA humens, Una de esins materias consiste en
anti-C1 IAC humano monoespecifico (por ejemplo enti~C1 IAC huma-
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no mbaorbido), gque proporcions une reeccidn irmunclégica con la
C1 IAC, pero no lo hace con la €1 TA. Podemos mencionsr como otra
materia el antisuero de carmero conteniendo anti-C1 IAC humeno

y anti~C1 IA humano que en varias prucbes irmmoldgicaa, da dow
precipitaciones eon un suero de un paciemte capserome y da una
sole preeipitacidn cor un suero de wn paciente no tancerceo. lLom
antisueros que hemos dostrito pueden ser utilizados en variag
pruebas inmmolégicas coms una prucba de hemazlutineeiln, o wna
determinacidn radio~inmmelégica (RIA), une prusba de immunodifue
#sién megin Ouchterlony y Memeini, una prueba de inmunceletrofo-
resis, wa proebe de inmgnosutorsilograf{e aobrs gel, eto, los
componentep cepecificon deo eatas composiciones, materiss o sip-
tomas de diagnfatico son evidentes para el eapecislista, pueato
que hemos demostrado que eximtfan materiss que egtablecen la dipe
tineidn entrs la C1 IA y la C1 IAC.

Ie soguridad del métods de diagndstito y del nroducto, se=
gin enta Patente, eom excelente,

As{, de muegtras de mero de 1,600 personss que han aido
examinadss empleando el wétodo Ouochterlony, repregentadc en la
rig. 3, en unos 800 camom se comprodd qus ol suero contenfs
C1 IAC. En slgunc de eptos capos las muestras orsn de pacientes
de céncer comprobados, para conagtatar e} método de disgnéstico.
En otrog cages les muestras que daban reaceidn positive C1 IAC
procedfan de pacientes qua no habfen gido declarsdos Come pucien~
tea de cdncer, pero despufis del diagndstico con INA, se comprobd
que padecfan céncer.

En alguno de entos dltimos cages, pacienten que demoatraban

reaccidn powitiva C1 IAC no pudieron ser disgnosticados clinicoe

mento como enfermos de cincer, pero su c¢énoer gpe comprobd pos-
terioments, y e algune 42 los sasos pnsitivos los pacientem
habfan sufrido wns intervencidn quirfrgics y clinicamente no mos-
traban signo de reproduccidn, pero desspuds de 2 & 6 semsnag les
pruebas mostrabau nueves motastesis. Ni en un solo ceso el método
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he fallado un céncer comprobaeds, y en ningfn ¢azc la prucha ha
dado reaccidn popitiva en pacientes que no padetieran cfmecer,

~ PREPARACION DE LA €1 IAC

~-Obtencidn de cllulag cancerogas humenas para cultive.

Se pueden obtener eflulas cancerosas humanas & partir de liguido
pleural o de liquido de agcitis de pacientes afectados de céuecer
ton metastagiy pleureles y/o presentando una ascitis. Se debe
manipular el lfyuido pleurel y ¢l lfquido de ascitis en condicige
nep estdtiles y rechazar los liquidos pleurales y los lfquidos de
ageitis infectadog.

Se pueden seperar las c¢8lulas de los liquidos por centrifuge~
cidn a 1000 r.pam, durante 10 minutes a temporaturs ambiente, E
precipitade contiene las células, Se separa el supernatante gue
se congerva a menos 209 C. para aisler posterioments lag pro-
tefnag dtilea, bajo ol punto de vists immumoldgico, como descri-
biremos posteriormente. _

Otra fuente de célulag entd conatitufde por log tumores hme
mancs sflidos extrafdoz en &l momento de operaciocnes de los pa-
tlentes, como por ejemplo tumores c¢exrecbrales malignos de pacianw
tes afectadon de tumores gerebralenm malignos primerios, Se puee
den obtener las ¢élulap ¢anceroses e estos tumores por tripsine-
e:l.&n. Por ajemplo, ae laven las mueatras de tumores cerecbrales
variaa veces en medlo esencial minimo de Eagle, so recorta ol teji |
8o en cubon e 1 & 2 mm, se colocan low Cubos en suspensifn en el
medlio, se lava y se cenbrifuss nuevamente por ejemplo duxrante 10
minutos & 900 r,pa., oo afiade une golueidn de tripsina, se ineus
ba por ejemple durente 30 mimutos & 25¢ C., despuds se filtra la
guspensidn celular por una gasa ogtéril, se mepcla con medio epen-
cial mfnimo de Eszle, afiadide con 154 de guero de buey y se cen-
trifuse como se indiod anteriormente,

El precipitade contimme les ¢élulas y se decente &l sobroe
natantso,

go pueden utilizar por separade los precipitades obtenidos
como se indicd arride o agrupar varios precipitados. Ademds se
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pucde tratar de un modo anélogo células cancerosas humenas pro=
venientes de otros orfgenes y utilimerias te) cual eatdn o en
combinacidén con células cancerasas obtenidas come me he desori-
to anteriormente. |

= Cultive de céiunlag canvercoag.

Se introducen las ¢flulas cancerosas obtenidas mogdn hemos
deacritc anteriormente, en frascos de Roux de 1000 ml, conteniene
do medio seencial minimo de Eagle (MEM) emriquocido medisnte la
sdicidn de ceroa de 294 mg/l de glutemine y contenieando 15/ de
suero de buey fetal inactivado y se ineuba seguidamente en una
eptufa, después de ls adicidn de didxido de carbono. I loa cule
tivos prucba paralcloas, se oultivan directamente 0,5 ml. de sua=
pengidn oelular gobre lag paredes de un tube de Leighiton, para
poner en ovidencia la presomcia de €1 JAC pobre lag membranzsa
talulerss por citofotmetria en immumnofiucoredéencia (Osther y
col., Acta.path. microbiol. soand. B 81, 368, 1973). Cuendo se
obeerva la pregencia de C1 IAC en lom cultivom prueba, se utilie
za el cultivo principal como Cultive de produceidn, Se elimins
sl medio, se lava el oultivo celulmy con tampén FBS fosfatado,
con un YH 7,3, se introduce medio sintético RIMI conteniendo
sminodoidos de flow, Escocia, enriguecido vnicemente con cerca
de 294 mz/l de glutsmina, se imi;ba durante 3 dfas a 372 C, Ye-
vdgeac el modio en condicionen egtériles y ao centrifuya oste a
1000 r.p.m. durante 15 minutos a temperatura embionte, dempués
ge congerve el supernatante en frascos cerradom & ~202 C egpe-
rando que ge alsle la ¢1 TAC. Se cultivan despuds lag célules
cencerogas e el medic essncisl mfnimo de Bagle modificado, ye

" menolonade, y despuds de I dias de incubacidn, me gustituye de

tueve el medio por medio RPMI euriquecido con glutemina, que se
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recoge pasidos 3} dfes de inoubacién y que se trata y se gelifios
como hemos demcrito anteriormente., Se prosigue la alternancis de
cultivo en el medio esencinl mfnimo de Eaple modificado y ol me=
dio HPMI emriqueeido con glutenina, esf como 1ls recoleceidn de
este ltimo en tanto en cuanto el cultive de células canceropas
on preductivo,

En el cagso de un cultivo excepcionsimente bueno (bastante
superior a coxea de 2 x 105 células por frasco de Roux), se tras-
plentan otron cultivos en otvos frascos de Roux y se utilizen os-
tos mievos cultivos celulares para la produccidn tal como se man-
eiond anteriommente. Durante la produccidn, ge vigile la forma~
eidn de C1 IAC por los cultivos celulares utilisendo los cultivos
prusba en tubos de Leighton, y antep del empleo se ailede al medio
de cultivo, penicilina y eptreptomicina en las concentraciones
apropiadeas.

« Alglemiento de la C1 IAC.

e nomete el medio RMMI enriguecido con glutamina, obtenido
después del cultivo de las c&lulas cancercass como se ha deserito
anteriormente, a un "relargage" para precipitar las protefnas cone-
tsminanten, afindiendo hasta un 407 de la saturacifn de gpulfato de
amonic saturado a 0f C. y agitando. Se cantrifuga el medio tratado
de este modo, & 4000 r.p.m. durante 15 minuton & temperatura om-
biente. Se pueden iguslmente utilizar otras téenicas de centrifu~
gacifn, pero esta que indicemos proporciona excelentes resultados.
Se vuelve a echar el precipitado y se efectda la didlisis del su-
pernatante durante cerca de 48 horas a 4% C., en agua degtilada que
se cambia varias vetes y después se centrifuge - 3500 r.p.m. a
-temperatura smbiente durante 15 minutos.

Se pusden emplear otras tédnicas de centrifugaoidn, utilizen-
do por ejemplo un centrifugedor refrigermdo. Se obtiene una puri-
ficacién excepoiongimente buema utilizande un mltra~centrifugsdor
preparative refrigerado.

El primer ostadio del tratemiento posterior de la ¢1 IAC pre-
nente en el supernatante limpido es una eromatograffs de absoreidén
sobre columna. Para este f£in ge prefiere como resina cembiadora
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de sniones, la resina Dowex 2 x 8, en partfculas de 74 a 38 mi-
eras, sin embarge se pusden igurlmente utilizar otras materias
cembiadoren de iones. Se asomete le resina cambisdora de iones 2
un protratemiento por ebhullicidn en agus durante 2 Moras, 8 §
intercambios de 2 horag con deide ¢lorhfdrieo 0,1 ¥, después a

un equilibrado por agitacidn con tampdn Trims 0,06 M, & wn pH de
743, hasta que al pH caté egtabilizrdo & cerca de 7,3. Se pueden
igualments utilisar otros tempones Trim y tmmpones fopfato tenien-
do pH y fuersas idénicas distintes, sin emberge el tempén antes in-
dicado proporcions los mejores resultados.

Se introduce el supernatante lfmpido antes mencionado en la
columna de resina intercembisdora de mniones Dowex 2 x 8 (columns
X 50/100 provista de adapisdorem), haciendo fluir el Tampén Tris,
al pH 7,3 que indicamom, a resén de 100 ml/h & temperatura ambien-
te. Se obtiene el mejor rendimiento en C1 IAC utiligando 160 ml
de medio RPMI para 1500 ml de carga de la columna, El efluente de
1la columna atraviesa la microcuba de flujo de un empectrofotéme-
tro que proporciona un registro grédfico de la dengidad $ptica a
$80 nm del efluente (se utiliza un espectrofotémetro Imco) y se
recoge an fracciones de 10 ml en wn colector de fracciones. Con
ocaaidn de enta operacidn y con ocaaidn de los fraccionsmientos
piguientes, se determina la C1 IAC de las protefnas slevadas
puestas en eviden cia por los picos de densidad Sptica sobre el
registro del eapsctrofotimetro operando mediante inmuncelectrofo-
resis de tipo “"rocket" con anti~C1 IA humano de conejo, anti-Ci
IAC mumeno de Cerdo o enti-C1 IAC humeno sbsorbido de carnero
(que se prepara como me describs mds adelante) em o) gel y go do-

sifican lae protefnas contaminantes por immuncelectroforesis cru-

sada segin Freeman utilizando un suero completo sntiproteinas hu-
manas en el gsl y por immunoelectroforesis segfn Grabar utilizan-
do los dos tipos ya mencionados de sntisuero. Se detscten las
protefnag contmminantes por la premsencia de orosomucoide, trans-
ferine, le 3 JHS glicoprotefns, inhibidor de la inter-9d ~tripsina,
prealbumina y albumina.
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La mayor parte de la C1 IAC es abmorbida em el intercambiow
dor de iones. For pascs repotidos & través del intercembiador de
iones en el tsmpén Tris, se puede abaorber ¢l resto.

La meyor perte de lag protefnas contaminantes sparece bajo
la forma de wn primer tipo principal de elucidén con ocaszién de
la elucidn por el tempdén Trim. Fl regiatro empectrofotométrico
tfpico de emta elucidn egtd ilustredo en la Pigura 5. Despuls de
quée un mimero sdecusdo de fracciones haya seguido a la aparicidn
del pico, ne sfiade a la columna uns solucidn de concentracidén
creoiente roctilinea de oloruro de sodio, hasta la obtencién de
uwa concentracidn final de 0,09 ¥ en NaCl. El nfmero de fraccioe
nep anteriormente deserito como apropiadas es el ndmero de frac-
ciones que asegurs uns buena separacidn entre el primer pice y
las protefnas elufdes pasteriormente. Se puede igualmente utili-
gar uwna solucién salina cuya concentracién sumente epoalonademens
to, pin cbtener ventajas adicionales.

Ia C1 IAC ge libera del intercambiador de iones en el punto
final correspondiente & una concentracidu en cloruro de sodio de
cerca de 0,09 ¥ NaCl (como lo muestra un pequeilo pico del regise
tro egspoctrofotométrics de la Figura 5), y se resgrupan lag frag-
ciones conteniendo la C1 XAC, despuds de efectuar su diflisis du~ |
rante cerca de 24 horas a 48 C., contra agus deptilsda, Seguide-
mente se liofiliza €l producto dializade (la liofiligzacién en co-
quilla con la ayuda del vecfo y un svave calentamiento exterior
& 402 C., constituyen un procedimiento adecuado).

Se introduce el liofilizado en suspensidn en tempén Tris
0,06 ¥, a un pE de 8,6, y o8 introduce en unae columna de filtrae
cién mobre dextrano constitufde por un gel de Béphedex (noghre
comercial) G 75 superfino, tel como wns columna Phaymacia XK 15/50,
utilizando como tempén efluente el tempén Trie & un pH de 8,6, E1
caudsl adecuadoc os de cerca de 10 ml/hora., Se vigila sl efluente
utilizando ol espectrofotémetro y se eptudia el mismo segin las
téenicas de immuncelectroforesis indicndas & contimaeién. Un ree
gintro espectrofotométrico tfpico de la densidad Sptica del eflu~
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ente viene ilustrado en la Figura € y en la misma podemos obser-
var un primer plto corregpondiente a la C1 IAC. Se recogen las

960 fracciones ricas en C1 IAC, st someten @ una didlisia totsl con-
tra agua destilade durante 48 horas, despuéda se liofilizan como
hemos deserito anterioymente. A continuacidn egte producto ge
desigznard por "C1 IAC (oéphedex) G 75 Superf., " o "C1 IAC pubo®,
El estudio por inmunosletroforesis muestra que esgto productc es

969 - PUroe y no-agregado.

En otra téonica de purificacidn, se pone en guspensidn el
liofiligado de lazs fraceciones dialisadag conteniendo la C1 IAC
que se han obtenido con la resina intercembiadora de iones Dowex
2 x 8, en un tampén Tris 0,06 M, & wn pH, 8,6, y se intreduce

970 gsobre una columnia (por ejemplo una columns K 25/50) provista de
un intercembiador de anliones compuemsto por celulose Whatman DE-52
y oquipada oon adeptadores. Se hace la elucidn del intercambiador
de aniones con wn gradients ereciente rectilines de clorurc de
podio cuya coneentracidn varfa de O & 0,15 ¥ NaCl. Se efectdan

97% pasos repetidos sobre el intercambiador de iones Whatman hasta
gue se obtenga ls purificacidn éptima determinada de acuerdo con
las téonicas anteriommente mencionadas., La C1 TAC purificads de
cate modo es agregads en une cierta medida, oomo lo muestra el
exémen por inmunoelectroforesia (véase la Pigura 7).

980 Pars utilisarleg como agente ivmunogénico en wna vacuns ade-
cusda pars la primerae vacunacidén de animales huégpedes apropisdos,
pe reagrupan las fracciones ricas en C1 IAC del intercambiador de
iones Vhatman con las fracolones obtenides con ls columna de
5éphadex G 75 superfine, y se hace la didlisis de las fracciones

985 - agrupadag, y después de liofilixan oomo hemos degorito anterioxw-

mente. A continuacidn pasaremos & llemar a easte producto combine-

do "protefna ¢1 IAC sglomorada + C1 IAC Séphadex G 75 superiinot,

Egte producto estd listo para ser puesto en susponsidn para ser

eventualments mezclade con otras proteinss, como me describe més

990 adelante y/o para sor mesclado con ¢1 IA para fomar un antiguero
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espeeffico con propiedades dptimas.

- CARACTERIZACION DE LA C1 I4C.

~ Materias y téenicas utilizadas en la caracterizacidn y en
otrag opermeiones que ge describen a continuacidn.

Antigueros -

El anti-C1 IA humano de conejo (contenide en anticuerpos: -
0,7 mg/ml),

el anti~C4 humano de conejo (contenide en enticuerpos:
1,0 mg/ml), '

el anti~C3 humane de conejo (contenide en anticuerpos:
1,2 mg/ml},

¢l antiasctivador de C3 humano de consjo (contenido en antiw
cuerpog: 0,5 mg/ml),

al anti- 9 M8 glicoproteina humana de conejo {contenido em
auticuerpes: 0,35 mg/ml), '

el anti-inhibider de la inter< 9 -tripsina humana de conejo
(contenido en anticuerpost 1,0 mg/ml),

al entiorosomucoide humano &z conejo (contenido en anticuer-
poas 0,9 mg/ml), o

el antitranaferine humene de conejo (contenide en anticuer-
pom: 2,5 mg/ml),

1a antislbumina humana G conejo {contenido en anticuerposs
1,1 me/ml),

el sntiprealbumina humens de conejo-(coutenido en anticuer«
post 0,25 mz/ml),

el enti~ 3, fetoproteins humana de conejo (contenido en

gaticuerpes: 0,2 mg/ml),

el sntiplasminogen humens de conejo (contenido en anticuers
poa: 0,25 mg/ml). ‘

provenientes de Behringwerke).

El anti-Igh humane de conejo (contenido en enticuerpos:
0,4 mg/ml).

El enti=-Ig¥ humano de conejo (contenide en anticuerpos:
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094 mg/ml) ¥

el antisunero completo humano de conejo

(provenientes de Dakopatts).

Egtreptoquiness -

Se utiliza estreptase conteniendo el equivalente a 100 000
uwnidedss de estreptoquinasa (o ses’ 30 mg) en 10 mg de glutamine
¥ 10 mg de hisluronidapa.

Se disuelve la egtreptass en 400 microlitros de solucién see
lina 0,15 ¥, lo cukl corresponde a 75 microgramos de eptreptoqui~
nass por ml. Se prepara la solucién durente ls hore que precede
la utilisacidén.

Flasma -~

Sa utilisa plamma fresto de sujetos sancs recogido em tubos
(14/15 wvm) oonteniendo 1 mm de ACD y 9 ml de mangre,

suere -

Se extrae sangre lmana por puncidn venosa sin anticosgulan~
te, & donantes panos. Se deja coagular & temperaturs ambiente du~
rante 1 hora y me Congerva durante una noche & 42 C. Se prepara
el suero por centrifugacidn a 4200 r.pwm. durante 10 minuton a
4¢ C.

Pibrindzeno bovino -

Se utiliza un preparado existente en sl mercado conteniendo
60 mg de fibrindgeno bovine liofiliszado, recién preparado a la
diluoidn de 0,474 para la fibrinolisis por difusién y al O,ui para
le olectroforesis gobre fibrina-sgarost.

Neursminidesa -
Prooedente de Vibrio cholérae y contemiendo 500 unidedes

" por miy (suministrada por Behringwerke).

Irmunoel sotroforenis ~
ge utiliza un gel de indubiose A 37 Agerome (suminigtrado

por la Industria Bioquimiva Francesa).

Tsmpones ~
Se utiliza el tampén Diemal, &l pH 8,G, con une fuerse ifni-
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ca de 0,02, Bl tampdn salado con barbital estd compuestio por bar-
bital 0,025 M y olorurc de sodio 0,125 ¥ & un pH 7,5 (Ratneif,
OesDey Davie, E.fi., et Nallet, Studies on the Action of Hageman
raetor ¢ Evidence that Activated Hageman rFactor in Twrn Activatses
Plasma Thromboplastin Antecedent., d. Clin. Invest. 40:803, 1963).
Al tompdn Véronsl al pH 7,3=7,4 se afiade Mgﬁlz, - 6H20 ¥ Ca(:lz,
2{{20.

€1 humane -~

Se prepara la Cl-esterasa a partir de la fracecidn de euglow
btulines por cromatografis ssbre DEAE-ceclulosa utilizendo tempén
de Lepow conteniendo Na HEDTA como lo describe Bing. Se reagrupan
las fraccioues conteniendo las soluciones brutas de Clg, Clr ¥y
Clm y ne efectfin su didlisis contra log temponecs de fosfato de
modio, conteniendo 0,006 ¥, al pH 7,4, 0,015 M en EDT4, y s lio-
filiza.

Clorhidrato del ester metilico de la Ne-acetilwi~-arginina
(AME), Se disuelve AMME (de Uyclo Chemicel Corp., los Angeles,
celifornia), a la concentracidn de 0,015 M en tampén salino fosw
fateds y se ajusta al pH 7,4 mediente la adicién de hidrdxido de
sodio 0,15 M.

EA =

S8 utiliea sungre de esrnere en wa volvmen iguel de solucidn
de Algevers, conmervado a 48 G,, y uwn emboceptor (hemolisina),
congervede & =200 C, (suministrado por el Serum Institute, Copehna
gen), v se esptandardizan por espectrofotometria como describe Ma~-
yer (Meyer, MM, Complement and Complement Fixetion in Experimental
Immunochemiatry, E. A. Kebet & M4 Mayer, %de. Springfield, Illie
nois, Cherles C. TBomas, 28 odicidn, P. 133, 1961).

BACY

Se prepara este cemplejo entre EA y Clg, Clr y Cle, & partir
de BACT,

Se mantiene la concentracién en Ca't a 10”M. Se determina
la actividad de este complejo mediendo la importancia de la hemow
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lisie producida por una digeolucién spropiada de guerp humano con-
teniends 16 x 10~ de Na,JgEDTA para quelatar Ca’™* bloguesndo la
eceidn posterior de C1, pero pexmitiendo la reaceidn de €2, G4,
e5C,

~ Expsrimentos

~ Inmunooletroforesin -~

So efectia una inmunoelectroforesis cuantitativa en agarosa
el 1 conteniendo un antiocuerpo (esp2sor 1,5 mm) utilizando waa
corriente da 2,5 V/cem durante 18 & 20 horas a 208 C. (Laurell C.B,,
Quantitative Egtimation of Proteins by Ilectrophorenis in Agarose
Gel Contning Antibodiess Ann,. Biochem. 15:45 - 52, 19¢6). Se
efsotia la inmunocletroforesis cualitativa seglin la técnica de
Grabar & Schsidegger. Se efactlda la electroforesis cruzade antie
geno-anticuerpo segin Freeman (Claxke, H.C. & ireeman, T. 4 Quan~
titative Inmunoelectrophoresis Msthod (Xaurell Elcotraphoresis),
Pes 303 =~ 509 in Protides of the Biological Fluidg. Vol, 14, Elpo=
vier, Ampterdem, 19063 Isurell, C.B. Antigen-antibody Croseed
Electrophoresis. Ann. Biochem. 10:358 - 361, 1905),

Se efesctde una separacidn inicial por electrofioresia sobre
agarosa con una corricnte de 10 v/om dursnte 13 horas a 209 .
Dempuds de haber gizrado el campo eléctrico en 902, g efectia unae
electroforeais en un gel de agaropa contaniendo &l anticuerpo, con
wae corriente de 2,5 V/om durante 18 a 20 horas a 209 C.

Inmanodifugibn =

Se opers con agarose &l 1% sgegin la téenica de difusién gobre
gel de Ouchterlony (Ouchierlony, O. Progr. Allergy, 0130, 1902),
se efectia la difusidn a temperatura normel durente 3 dfes.

Inmunoeletroforeals cruzade en tandem =

ge opora sepfin Kryll (Xxyll, J. Tesdap-cropsed Immunoelotro-
phoresis, cn A Manuel of Quantitative Inmunocelectrophoresis (Bds.
Axelgen, NH, Krgll, J., Weeke, B.) Univereitetsforlaget, Oslo,
19735 p. 57=59)+ I prinecipio consipte en efectusr una electrofo-
repia inioial de dos muemtras de antfgeno en la misms separaciéa
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con vn gel de agarosa utilizando wna corriemte de 10 V/em, duran~

te 1} horas. Despuls de haber girado sl campo eléctrico de 909, ge

afeotda una eleotroforesis en un gel conteniendo un aanticusrpe,

con una corriente de 2,5 V/em durante 18 a 20 horas, a 208 O.
ectroforesis sobre gel de fibrina~egaropa

5o utilize wna modificacidn de la téenica de electroforesis
sobre gel de fibrina descrita por Heimburger N. y col.

e prepars wne solucién de fibrinfgeno bowino al 0,47 en
wa solucién salina al 0,9%. Se afiaden 9 partes de un fibrindgeno
al 0,49 a 2 partes de 03(521’04)2, H,0 de 0,1 N. Se incuba la so-
1ucidn de fivrindgeno a 379 ¢. para volverla totalmente viscosa
sin que contenga fibwindgeno no diluido. Se afiaden 2 partes de
agarogs al 1% diluide en teapén diemal, y se mentiene la wolucidn
a 492 ¢. hagta gue se cmplee. Se echa ¢l gel sobre microléminas,
se congula o temparatura normsl, despuds debe calentarse en bafio
marda a 802 C, durante 60 mimutos. S coloven las muestras en loe
agujeros de ls placa de clectroforenis con flbrina-ugarosa y se
utiliza e corriente de 160 V durente 1% horas, & temperatura
embicate, Despuds de la sleotroforesis, se Colocan log reactivos
indicados en lag renurag, Se efectdn la difusidn a 372 C. durante
una noche. 5e mentiene meguidamente el gol de fibrins-sgarosa en
wae solucidn galads 8l 0,97 en baflo marf{s a temperatura normel,
durante 24 horas despuéa pe lavae durante 1 hora con agua destile~
du. Se colorean las léminas con agul brillente Coomsale.

« Propiedades bicldgicas de la C1 IAC

1) Inhibiocidn del efecto de hidrSlisis de la C1 coterasa.

s6 regenera la C1 ccberasa a partir de fracciones brutas
dialimsdes y liofilisadms de Clg, Cir y Cle, y se vuelve a poner
en suspensidn & una concentracidn correspondiente a cerca de 5
mg/mlc Se utilige como fuente de ca'’ para 1a regenernciéu 0,1 ml
de ca(aaro 4).3 0,033 U por ml.

Se determing la inhibicidn de las propiedades eaterol{ticas
de 1a C1 epterasa incubando 0,5 ml de C1 osterass con 0,25 ml
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de C1 XA o de C1 IAC (teniendo wna concentracién e proteinas de
10 mg/ml) o como testigo del tampdn fomfato de wodio, teniendo
una fuersa idnica de 0,15, & wn pK d& 7,49. Sa afisden 0,75 ml del
Yampén antes mencionsde, & todoa loe tubos. Se inouban los tubom
a temperaturs ambiente duranto 15 minutos.

Se utiliza como subatratc 1 ml. de AAME (clorhidrato del
eptey a;etiliuo de la Ne~acetil~I~arginine) con la concentracidén
de 0,015 ¥, que we sfinde & todos los tubos, antes de incubar du-
rante 60 minutos a 370 ¢,

Inmedintamente despuds de la adicidn del AAME y 60 minutos
despuds, se macan porciones de 1 ml. que ge mesclan con 1 ml de
formaldenfdo al 377, Se mide lm acidex valorable de la muestra
inieial y de la muestra incubada durante 60 minutos, afiadiendo
hidréxido de sodie 0,095 N hasta un pH de 7,8,

Se afectian las determinaciones utilizende un medidor de pH
26 Radiometer (Radiometer, Copenhegen).

La hidréligie de le AAME eg paroisimente inhibida por cantie
dades tan dbejma como 0,25 unidad/ml de C1 IAC, estos resultados
son Comparables al efecto de inhibicidn de la O1 IA que distintos
autores indicsn en la literaturs,

2) Bfecto de inhibicidn de la C1 JAC sobre la sotivacidn de
C4 por C1, puesto en evidencia por la inhibicidn de la hemolisis
en pregencia de complemento. '

Se recuren eritrocitos de cayners, con smboceptor y con el
primer componente purificadc del complemento humano, megin la
téenica d¢ Ruddy y Col. Se utilise el suero supernatante, deppro-
visto de C1, como fuente des los Componenteas de C2 a €9 del compo~

‘nente, Se utiligan eritrocitos de caernero & una concemtracién del

2% en tempén de veronal pddico min gelatine., 3¢ utiliva el ambo-
ceptor an la dilucidn de 1/400, determineda por titulacidn de la
hemolisina, Se titula el complemento efectusndo diluciones en
perie en plecas deo miorptitulacidn.

50 memclan 100 mioroclitros de EACT (la concentracidn de G
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corresponde al voldmen de origen y me diluye en gerie Como pe
hace para ol euers), 100 microlitres de suero desprovisto de 04
que ae diluye en serie, y 50 microlitros de tempén veronal sédico
(VB3) conteniendo 3 mg de C1 IAC & 50 microlitros de tempdn vero-
nel sddico como %estizo y se incuba a 37¢ C. durants 30 minutom.
Se leca la hemolisig utilizende vn espectrofotémetrs IWQ II de
Carl Zeigs, & le longitud Qe cnda de 541 xm, en microcubss de
cunrzo. Se doetamins C4, 03 y C1 IAC de lag diluciones en serie
por inmunceleatroforegis de $ipo "huso". Como se puede ver por
la Ffigurs 8, les soluciones centeniendo la Ct1 IAC presenten una
inhibicidn de 1a hemoligis en comparacidn con las soluciones gue
no tontienan €1 IAC.

3) Augeneia de ofectos de lm €1 I4 y de la C1 IAC gobre el
tiompo de coaguleribn del plasma.

Se deternina el efecto de la CT1 I y de la €1 IAC purifice~
das, sobre el tiempp de coagulacidn de la sangre segin uns modi~
ficnoifn ds la téenica §escrita por Ratnoff y col. (Ratnoff, 0.
D.y Copoly, J.E. & Pritchard, J.A. The blood Clotting Wechaniem
during Nermal Parturition, J. Lab, Clin. Med. 44/408, 1954).

Sa mezola Con 1 ym de plasma citratado teniendo wna concen-
tracién de foefato do enloie de 0,025 ¥ en tubos de polistireno,
C1 A y C1 IAC, & 1a contentracién de 10 mg por ml con wn tempén
destige (tempdn fomfato 0,005 M). Se afiaden simultdncemente a los
tubos 200 microlitros de C1 IA, C1 IAC o de tempén.

ge incuban las mesclas & 372 C en befo mari{a. K1 tienpo Qe
coagulucién eg ol perfodo gque tremescurre entre la inoubacidn y
la conglacidn.

" La C1 Ia y 1la 01 IAC, & la concentracidn de 1 mg/ml, no pro~
ducen efecto sobre el tiempo de coagulacidn del plamma recaleifie
cado, pobre en plagnetas, ¢uende ge opera an tubos de polistireno
(Cuadre I).
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CUADRO Y

~Efecto d6 1a C1 IA y C1 IAC sobre la compulecidn de la .

pengre -

mmuumumnummmm:&mnmu - &
Inactivedor de C1
por catt {imero)

Plasma regenerado

e K2

Tiempo de coegulecifén

ninutos + segundos

Donsnte Ne 16697 1 1AC

N " " den
" " 2] c't IAGl

woor n Tempén

" " " ¢t 1 AG;.

1] L Twnp&n.

w i e C1 IAC

L] 4 " Tmpsn

L B ¢1 IA {donamte)
o » L] Twpsn

" " " c1 IAcxm
] L ] gmpén

" " " Cc1 IAGm
" f " Mpan

. e C1 TACy,
" " uw g_\ampdn

{quido pleursl
fquido pleural

{ouido antitis

(4010) 4
4
(4011) 4
4
(4014) 4

3
1fquido aseitis' 4019} 3

-

2
(4021) 3

3

(4023) 3
3

(4025) 3
3
(4026) 4
3

(4]
15
15
15

0
45
45
45
45
45
45
30
30
15

4]
45

El mistema 46 regeneracisn estd cempuoeto por 0,5 ml de plasme

con Ca(HaPD4)2 0.025 ¥

" EFl tempén es tempdn fomfato 0,05 M, PH 7.4,
. Se mantienen aproximademente constantem las concentraciones de

C1 IAC y de C1 IA, a pariir de la concentracidn determinade por

inmmumoal ectroforeais de tipo "rocked” y &el peso seco de la

protefna purificada.
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Por 1o ‘tanto, ¢l tiempo do Cosgulacidn pere plesma adicio-
nado de C1 IAC o de C1 IA ssf que para un plasma Con un Conte-
nido de ©1 IA de cerca de 30 mg/100 ml, varia de 60 megundon
gin diferencis significative entrs los plasmas & loa cualsow
ge ha mezclado Gt IAC o C1 IA y log plasmas & los cuslos Bo
@ge hen mezclado epton compuestos. La media del tiempo de coa=
gulacién en esto sistoma corresponde a la media del tiempo de
coagulacidn encontrada por Ratuoff y col., en la referencia
mencionede,

4) Efecto do inkibicidn de C1 IAC pobre la fibrinoligis.

5¢ eotudin ¢l efooto de inhibicidén de C1 IAC sobre un pige
tema regenerado compuesto por plame receleificado por fosfato
da ealeio.

Se pesan los codgulos entea de provocar su lisis por
100 000 waidndes/ml de estreptoquinass (Streptase, 20 microgra-
mos). Se anote el poso do los cofgulos individuales después de
6 horas ds incubacidén (en tubos sellados) a 37 2 C. y so Compe~
ran o los peses originalep de log ¢odgulos individunleg antes
de su ligin. Antes de ofectuar le lisis, so afiade al plasma
coagulado G1 IAG o C1 IA en la concentracidn de 10 mg/ml o
tampén como testisze. Los resiltsdos vienom presentados en el
Cuadre II, en la pégine signiente.
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CUADRO 1T
« Egtudio de la limlis de loa Codgulos -

B3 E SSINAT O ST NS TR IS PATE £ EIIHRD 0 A% TR 1A S RETRAS A S RERN SRR LR S DX LT SRS KL KT 8 S0 LS ST ARR I SR IT A DI SIRRAE N

Plasma vegenorado N2 del (1 IAC Pogo del codrulo Iigis Pemo del

por ca** o del C1 1A/ watep de la i~ por codgulo 6
teapén oig Strep~ horas
(g) tase después
(micro~ de lisie

gremos) (2)

Donemte N2 16697 4011 0,368 20 0,039

moow % Tawpén 0,371 20 0,026

LI B 4014 0,365 20 0,047

" "N Tampén 0,163 20 0,033

b " b 4015 0, 361 20 0,047

" n i Tampén 04 37 20 0,025

LU 4021 (C1 I4) 0,367 20 0,038

" " w Tamp6n 04365 20 0,025

" w hd 4023 0,360 20 0,030

" w8 Tappdn 0,361 20 0,029

i o bt 4025 0, 364 20 0,044

v v v Tgwpdn 0, 265 20 0,036

b o " 4026 0,363 20 0,043

" " " Tampdn 0, 361 20 0,034

Fl gistoma regensrado estd compucets por plasma y (:t.(HZPO 4)2.

Se utilisa para la li:zis una cantidad de Streptase correspondien-
te a 100 000 unidedes de emsireptoquinase por ml. Se mantiene préc-
ticamente constante la concentracidn de C1 IAC o de C1 IA 8 padw
tir de log resultndos de la immunoelectroforesis de tipo "rooket"
¥y del peso meco de ia proteina purificada.

Como muegira ol Cusdro IT le lisis de los codgulos cs inhi-

‘bida hasta eierto punto por la C1 IAC.

5) Bfecto de inhidbicidn de la C1 IAC mobre el sistema fibri-
nolftico del plesma puesbo en evidencia por alectroforesis sobre
fibrina-agseroot.
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Se utiliza o1 método de operar que e destribe detallademenw
te o continuacidn. Las materias colocades en los egujeros o en las
renures figuran en ol Cvadyo IXX, aebajo.

CUADRO III

-~ Combinacién esiudiada por clectroforepis sobre fibrinoe

BZarogae

i

reyforacionen

Ranures

Suero Humano, no diluido

Estreptoquinasa 10000 wnid/ml

Suerc hmano, no diluido

Batreptoquinasa 10000 wnidedes/ml +
en 1a concentracidn de 1 mg/ml

Plagma contaniends 40 uni-
dades de setrepdoquinasa/

ml

nti-profibrinelinine

Plasma contendendo 40 uni-
dades de estreptoquinass/
2

¢1 IAC en la concantracida
de 1 mg/ml

Sueroc humanho, no diluide

Plaams contaniende 40 unidades
de egtraptoquimsa/ml

Suers humeno, no éiluido,
conteniendo 1 mg/ml de
Ct IAC

oy
>

Flamme conteniendo 40 unideden
de Egtreptoquinasa/ml

e

Tl catudio de las mewclas de C1 IAC y de plaama humaho 2l
que se afiadié eetreptoquinass, muestra que la ¢1 IAC 8 la concen-
Yracidn final de 1 mg/ml inhibe la ectividad de la fibrinolisina.
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Le fibrineligis entd puesta en evidencias por una gona clara fore
mada en la red de {ibrina. Se verifiea que la zena clara formada
con el suero meselado al C1 IAC es mds poguetis gque la gone clara
chtenida con el guero testizo 8l que se afiadis tempén.

El estudid por clectroforesis @1 un gel de fibrina y de
agarose de wn plb.m{a al gue ge siadid estreptoquinasa con enti-
profibrinclising on wnae raturs y 1 IAC aa la atra ronura mucge
tra wna zona de inhibicidn del consumo de la fibrina en una reo-
Zidn correspondiente sl predipitado de profibrinclisina y o la
ranura conteniendo la C1 TAC,

Tap prucbag de clectroforenis mobro gel de fibrinas-aszorosa
efectusdos sobre suere humeno mesclado cen C1 IAC em la concon
tracidn de 1 mg/nl, inmodiatemmba después de la ndicién do ege
troptoquinesa en las ranuraes, muestran le suscnoia de consumo e
a8l gel de fibring~-agarogs y musstran Congumo PAra pa suero no
conteniendo Ct IAC, _

6) Bfecto del pH sobre la inhibicidn del efecto de hidrolie
sip de la C1 epterasa por la C1 IAC.

ge optudia ¢l efeoto del pH mobre la activided bicldgica
de 1s C1 IAC en la gema de pH da 3 & 11, Se diluye C1 TAC puri~
ficada 5 une concontracidn de cerca de 30 mgi. Se estudisn pox-
ciones de 2,0 ml de la solueidn de C1 IAC llevéndolas al pH dew
geado medimnte deido clorhfdrico 0,15 N o hidrdxido de modio 0,15
¥, Se mantienen las wezelss @ 42 C, durante 18 horas y después
oo Yleva €1 pH a 7,4%0,1. So aleva ¢l volimen de cada mezela a
340 nl sfindiendo cloruro de aodio 0,15 W y finmlmente a 4,0 ml

-con 1,0 ml de fosfato de nodic, 8l pi 4,7 teniendo una fuerza
ifnica de 0,15. Se snoan ocentidafes do 0,25 y 0,5 ml de cada
mezcla pava doterminar en estag ¢l efecto inhibidor de la C1 TAC.
¥ prineipio de 1 determinmeién de emta inhibicidn es ol blegueo
del efecto ephardaico de C1 mobre €1 AMME,

Ta aotividad de 1la C1 JAC dieminnye progresivamente por
debajo de 9l 5,5 y por ancima de pH 10,5.
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7) Efecto del celor mobrs la inhibicidn del efecto de hidro-
lisig de la C1 sstorasa por la C1 Iac.

so determine la estmbilidad de la C1 A€ inoubando C1 IAC
parificada =n olerury de sodio 0,15 ¥ mantenido a vm pi de 7,1
durante 30 mimiton a distintas temperatures oscilando entre 0 y
60¢ C. S detemina la actividad bicldgica evaluande el efecto
inhibidor de ia C1 IAC sobre la hidrélisins del AAME por la C1
egterasa. S¢ opera sobre muestras de 0,5 ml, Constatemos que 1la
sovividad de la C1 TAC dimminuye considarablemente despuds do la
ineubneidn e temperatures qua sobrepsssn lss 568 C.

- Propiedades immunoldgicaa de las C1 IAC

8) Immunoeclsctroforesis segin Grabar-scheidegger

Cuendo s¢ efeotda une irmunosleéctroforaesis sesfn Grabare
Seheldegger con o) anti-C1 IA humeno de consjo, 82 obtiene para
1a C1 IA un precipitado en ele da gaviota misntras gue la C1 IAC
no proporciona precipitacidn en ala de gaviota (Figurs 9). (R
precipitade en mla de gaviota fud descrito por Hirachfeld (1960)).

Tl precipitade de C1 TAC so extionge en ls wona /j’ cuends 86
efectia la immmooleciroforesis en presencia de lmctato de calelo
(véage 1la Figura 9).

9) Inmunoeloctroforssis de tipe "rocket" gegin Lonvell
(o de husada)

Por immumoelectroforesis és tipo “rotket" pegfn laurell con
el enti-Ct1 IA mano de conejo, e observa una ligera diferoncia
e lo configuracidn de las imégenes on forma de husadns (rockets),
gque- gon uw paco mids embotadas para 1z C1 IAC que pera 1a C1 1A,
gproximadsmente como ilustra is Figura 7.

10) Inmunoelectroforesis cruzads en tandem megin Krgll

Utilizando el anti~C1 IA humenc de conejo, ge conghata por
inmunoelectroforesis cruvads en tandem una identidad Yotad ontre
Ct IA y C1 TAC, como lo muestran las Figuras 11 y 12.

11) Inmuneelectroforenin eruzafa segin Froemen
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Utilisando entiproteinas sérices tetales humsnas de conejo,
pe obtiene por inmmoeleotroforesis crigada pesin Praeman con
C1 1A purificads y C1 YAC purificadm, procipitados idénticon (tee
niendo un sepecte parecide sl que ilugtra la Figure 14, 22 pico).

12) Bfects de la nsuraminidass sobre las propisdedes ivmunos
légicen de la C1 IAC ,

ge inoube 1T ml de €1 IAC purificade con una concentracién
de cerca de 1,0 mg/ml ton 0,2 ml de neursminidase de Vilrio chow
levee (V.0.N.) correspondiente a 100 unidades de neuraminidasa
(une unided de neureminidass es la centided de enrima euficiente
para liberar 1 ng de deido Neacetil newremfnico & partir de una

S wtlicoprotelns humana) .

Se agita la mescla y se inouba & 370 C, durante 15 minutos.

El testigo contiene 0,2 ml de tempén fosfato 0,09 H.

Se somete la C1 TAC purificsde, tratada de cote modo, a unm
inmunoclectroforesis crurade en tendem con anti-Ci TA humano de
conejo; ge obtiene una gola curve (Pig. 13) correspondionte a la
C1 IAC; la C1 IAC tratada por la neursminidassa no ¢s capaz de forw
mar precipitado. (Ia curve es muy dlevada debids a8 lan concentra~
cidn excapiva del anti«C1 IA humano de conejo, en relatidn con
la C1 IAC en egte experimento conereto).

Por inmmoelettroforesis aspln Grabar-sScheidegger con el
anti-C1 IA humano de oonejo, se verifica gque la C1 IAC tratada
por la nenraminidese, como e ha desgcrito antoriormente no de
precipitado (véase la Flgura 10).

13) Tnmunodifueidn megfin Ouchterlony con un antisuero oligo~

egpecifico
Tn prucbas de inmmodifusidn segin Ouchtorlony utilizando

un entieuero producids con cerdes "Dansk Landrase® o "Yorkshire

race® megolado con "Dangk Landrace" o mobre carneros de Tipo
"Jyak Hedersce®, o de cameros de rage Oxford Down, gue se han
vacunado con vacuna contsniendo C1 YAC y C1 TA como son las va~
cunas de tipo 1 § 2 que se degoriben bajo el titulo “Vacunacidn
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de los onimales hmégpedes®, o un antisuerc provenients de otro
snimal capaz de cotablecer la diferencis antre C1 IAC y C1 IA

¥ que se haya vatunado Con vatunas conteniendo C1 IAC y C1 IA

ea cantided suficieante parm que se obtenge una reaccién de ipmue~
nizaeidng la C1 IAC proporeions wn precipitedo diferente del de
la C1 IA. Por ojemplo, el suero de un paciente cancercgo da dos
precipitados distintos, mientras que el suero de donantes sanos
(o de pacientes con efetciones no meligmas) sclamente da un pro-
cipitado, que es sl precipitadec de €1 IA, Uno do los precipito-
dos del suero de los pecientes canoerogos Corvesponde al preci-
pitado de C1 IA del suere de loo patientes cancerosons. la Pigue
ra 3 ilugtra wna inmmodifusién de este tipo. En log dos agujow
ros centrales, pe introduce antisucro oligospecifice y en log
agujeros de la circunfeorencia se intyoeduce suero de donantes sance
{"DONANTE") y de varios pacicntes., Se introduce el suero corrop-
pondiente B cada muestra en dos agujervs opuestos. En el caso
ilugtrado, 6l entisuero ilustrads provenia de un carncro vacunado
con una vacunz de tipo 1 {véage mfs sdelente "Vacunacién de los
animales huégpeden”).

Ia Figura 3 muestra la fommeacidén d¢ un precipitede interior
importante idéntico para ¢l donsnte y pars todos los pacientes.
Eo ¢l precipitado de C1 IA, 5in embargo, ¢l suero del paciante
3 (ocdncer confimeds) de un precipitado complementario fdoil de
distinguir del precipitado de C1 XA, Bp el precipitado de C1 IAC.
Igunimente, bodos loa suercs dem un preeipitado exterior més dé- '
bil, que es el precipitado de¢ orosomucoide,

En evidente que ge pusde fécilmente distinguir el precipi-
tado formado por la C1 IAC dal precipiteds formaedo por ia C1 IA.
Ia inmunodifusidn ilustrada por la Figura 3 corresponde @ oXpew
riencias efectuadas o objeto de diagmdetiod; se han puesto de
menificate otros dipos do precipitacidn andlogos con mezcles de
¢1 Ia pura y de C1 JAC, vy hay que dsoir que la téenice de Ouchber
lony os solamente un ejemple de lag téonicas ivmunclégicas de
identificacidn o de determinacidn (se podrfan igualmente memcio=-
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nar las téenices de Leuroll, Mencini y otros) que permite diferen-
clar C1 Ia y C1 IAC utilizando wn sntisvers aligosspecifice.

- Otras propiedsdes de la 01 TAC

14) Detorminacidn del peso molecular de la C1 IAC negin la
téenicn de filtracidn gobre gel,

Se equilibra una columna de filtracidn mobre gel Sephadex
G200 (Pharmacia K 25/50) con tampdn Trim, & un pH de 8,6, se in-
troduce en la columns wnae solucién de C1 IAC-Sephadex G75 Super-
fine, albumina humana purificada (que se ha cromatografiado ¥
cuya puress fué comprobada por inmunosletroforssis), hemoglobine
(preparada por hemolisis de eritrocitos y rurificada, cuya puresa
se ha comprobado) e IgG purificada (oon un peso molecular de
130 000 «~ 150 000) y se emtudia el efluente por andlipis eppectro-
fotométrico, confirmendo la identidad de loms picos por inmunoelec-
troforesis., Kl primer pico estd compuesto de IgG, y antes de que
haya dessparscido por completo, un segundo pico (C1 TAC) comienza
a4 BPRrecer.

Cuando hays pasado el pico de la C1 IAC, se notan numerosas
fraceiones précticamente vacfas y aparece el pico siguiente, dee
bido a la albuming. Casi inmedistements después del pico de la
selbumina, aparece el pico de hemoglobina,

A partir del registro espectrofotométrico, es evidente que
el pego molecular de la C1 TAC debe mer superior &l peso moleou-
lar de la albumina, el cual es de 60 000, y justsmente inferior
al peso moleoular de la IgG. El pemo molecular de Igh se determi-
na solo aproximademente entre 130 Q00 & 150 000, la misma impre-
cisifn se aplica a la evaluscidn del peso molecular de la C1 IAC,

61 cual es de un vklor entre 110 000 « 130 000, tomando como base

la pomicidn del pico correspondiente al G1 IAC,
15) Conatante de sedimentascidn de la C1 IAC determinada a
partir de la velocidad de pedimentacidn en ultracentrifugscidn.
Condiciones experimentales:



1495 = Ultracentrifugadora s wltracentrifugadora analftica Mk2
de MYE, dispoasitivo dptico: Schlieren.

- C€lulas de Ultracentri- : células de 10 mm con doble sector de
doble separacidén sintética y con re-
booadero.
¢1 TAC pura, proveniente de un culti-
vo de célulag de carcinoma de mama de
origen humano en el medio RPMI.
- Velocidad de rotecidn : 18 experiencia: 60 000 rp.m.

1500 - Muestra

-8

28 experiencia: 60 010 r.pim.
1509 =« Temperatura t 18 experisncia: 19,72 C.
2% experiencia: 20,2% C.
- Andlisis de la solucidn 1 18 experiencias K F0,, 0,02 M,

274
NaCl, 0,1 H, &1
pH 7400,
1510 . 28 experiencia: KH,FO,, 0402 M,
: NaCl, Oy1 M, &1
p 7400
= Resultados
« 1% Experiencia (¢ = 0,55%) =
p— e R E T T R R AR S H S A S AL AR R TR SRR
1515 Foto Tiempo tremseurrido después (s)) = 15 VALE R
n¢ de mantencr la velocidad ¢’ apre W At
4 10 geg. 5,89 8
5 210 meg. : 4494 5
6 410 seg, ' 4,82 5
1520 (i 610 seg. 4,88 5
8 810 seg. 4457 5
S ———— S ——

-

-

los resultados de la 18 experiencis vienen ilustradoe por
el gréfico 1, de la Figura 15.

Por extrapolacidn (regresién lineer (e valores) el menisco
1525 (Ppq )y se obtiene el siguiente resultado (véase el Gréfico 1) :
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¢
S¢ * 549,7 se1, * 3020 S

» 28 DIxperiencie (¢ = 0,94%) -

ARMNAC LS X M TR R TP JSRE X Lo LI ECER XM 157 M T 20 SNCARE 205 S8 DI DR 55T I B0 N 2N SAUS BENS SR AESE BRI 08
1 nr

Foto Tiempo transcurrido después (s.) = AL;—-

ne de mantener ls velocidad e’apr. © 52 7

T 0 seg. 5,00 s

8 201 meg. 4,71 8

9 402 sog. 5,06 8

10 603 seg. 5,06 §

11 804 wmeg. 5,01 S

12 1005 weg. 4,86 5
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Los regultados de la 28 Experiencia estén ilustrsdos on el
Gréfico 2, de la Pigurs 15, .

Por exirapolacidn (ragresidn linesr de lom valeres al menig~
co (rT }s 86 cbtiens el miguiente remultado (véame el Grifico 2):

]

&

- Conversiones a las condiciones estandar:
+ 1% Ixperiencia (¢ = 0,55%) =

Sgo,uol.,qz,s%,'?,sol. % §13,7,801 5,28 x 1,01 8
1*20'5011

SSOQ\'%SSG'GQI. x_gﬁﬁﬂ&: 5,28 x 1,01 x 1,03 = 31435
20,w

L 580,2' 80l. » 4’97 Be

. 88 Experiencia (¢ = 0,94%) -

Sgo’aalﬁ\vj 850'2’3010 b 4 W% 4’97 X 0'995 S
,SOlI

s80,w 2 580, 801, x 22028822 14,07 x 0,005 x 1,03 = 5,003
qao,“
Conviene tener prasente que la converseidn en condiciones
egtandar, no se tiene en cuenta la correccidn de densided, ni la
correccidn del voldmen eppecf{fico parcial de C1 IAC.
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Tl factor ée correccidn correspondients estd probablemente
muy cerca de 1.

Extrapolecidn a ¢ = 0. Véame el Grdfico 3, Pigura 15.

El Gréfico 3 muestra que:

s;o,w & 6,2 5,
FILCUICS TR IR SR AR

las Figuras 16 y 17 corrsesponien a lag fotos Nes, 4, 6 y 8
de la 18 Experiencia, y 7, 9 y 11 de la 2% Experiencia.

Ademés, la Figura 18 muestra dos fotos a €4 Oseg (tomzda
durante la aceleracién a 30 000 r.p.m.) e igualmente a t = 1206
y 1608 secgundos, respectivmizente.

~DEMOSTRACION DE IA ASOCIACION DE IA C1 IAC al CANCER

las materias y los métodon utilizades en opta experiemcia
gon aquellos que se describen a continuavidn.

Exudados pleurales o ascitis proveniontes de paciemtes que
sufren de carcinomas sdelantsdos, éirvm de fuenteg para reali-
gay el cultive de cflnlas de carcinomas. Se excluyen los flufdos
conteminadon. Los cultivos celulares ¢reados en frascos Roux ¥y
en frascos de pldatico de Faleon, son rapartidos entre un creci-
miento en colonias y un degarrollo més difuso.

La morfologfa de las colonias presenta una polimorffe de
nfcleon y de eélwlas, un nucleclo grande o varios nucleclos, mue
chas oélulas 6on varios nfolecs. Se eprecizn mmorosas mitosis,
Endre estas mitosis, varias son stfpicas. Ias ¢élulss estdn su~
ficientomente adheridrs al pléstico y al oriatal.

27 de los 37 cultivos de cercinomss humenos son sub-cultiva-
dog 40 1 & 4 vecens. Esto hace un promedic de 1,8 sub~cultivos de
27 cultivos. Se cultivan entonces lineas de células y se utili-
zen estas pars producir C1 IAC durante un perfedo que ostila
entre 2 y 5 meses. 10 cultives de cflulan de carcinomas no son
pometidos & un sub-cultive, ¥y son luego utilizados para producir
C1 IAC durante cereas da3 2 mesese
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La C1 IAC desprovists de oélulam om recoglida sproximadsmente
una veg a la pemana, y liberads altemativamente en un medio MEM
conteniendo 15¢ do suero de vaca fetal insetivado y en un medio
emino doido RPMI. So puoden de este modo sfectuar 4 retolecciones
8l nes 3 partir de un miemo cultivo de células.

En total, me efeotdmn 235 akklemieontos de C1 IAC, Entre es-
ton sislemionton, mo ofeotdan 37 a partir de liguido plsurel y de
ancitia deaprevistos do células.

So efeotlan 101 aislemientos a partir éel medio ¥IM conte~
niendo 157 de emero do vata fetel inactivedo y 97 aiglamiemtos
8 partir del medio RKPMI. Sobre cada uno de los cultivos de cfluw-
las de carcinome, se aisla la C1 IAC entre 2 y 14 vecen, Esto ham
ce un promedio de 5,4 operaciones de aislemiento por cultive ce-
lular. Durente @l perfodo de erecimiento en el medio RPMI, el do-
garrollo celular se ve dimminufde, mientras que durante el pe~
riodo de crecimients en el medio M@ contaniendo el suero de vacs
fotal insctivado, lag oélulas recupersn su eiclo de crecimiento
normal in vitro. ™ veardos cultives celulares eg necesavrio dejar
que el enltivo celular se desarrolle mén, entes de rentilizar el
medio RPMI. Se mantiene wna gantidad dptima de cflulas cn un cule
tive de cerca da 2::105 c&lulas por frasce Roux. Se controla coun-
tinuadements los ocultivos celulares pars examinar el desarrollo
de los distintom tipos de células. los tipos de odlulas prove~
nientes de la pleurs y de la sgcitis consisten en células de
cavoinomag, en fibroblastos y oélulas mesoteliales. En frasCos
con orecimientp colonial de oélules de carcinomas, no se hace
dificil esteblecer uyna oontidad aproximade de estas cflules. Iin

,::mbarga en los cultivos celulares de erecimiento relativamente

difupo, o mds dificil determinar la caniidad sproximada de las
c&lulay de carcinomas. la cantided Je c&lulas produciends le

C1 IAC eptd ngociada a la cantidad de oflulas revestidas de

¢1 IAC, el como se encuentra por medio de la citofotometria, a

partir de lfness de cultivos celulares idénticos.
ge utilizs wn total de 37 pacientes en calidad de donentes.
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1a edad de log pacientes opté comprendida emtre los 33 ¥ los 80
ofioy, Hay 34 hembras y 3 varoneg. los 37 paclentes son tratadon
en ol hospital em ¢l cual me les £liminan los 1fguidos pleurales
¥y sseitis. Todos los enfermos presentan cartinomas muy avanzados
de varios orfgenss. Todow ellow y2 han gido svometidos, durante su
enfexmedsd a de 1 a 3 tratamiontos por radiscidn. Tedos los enfer~
moa fueron tratadog con citostdticos y cortisona o prednisona, 25
paciantes mon tratedosm con cortisena o prednisona durante el pee
r{odo en que han saervido 'de denantes.

Cultivoa tembigo de cflulss mmanas ~

Trasudados pleursles y ascitis provanientes de pacientes
que wufren de enfermodad no neopléstica sirven de fuente de cé-
lulas no maligmasg, Feta formme de fuente de cdlulas para un culti-
vo in vitrs ha prebado aer yns fuente suficiente. Ia fijecidn gl
frasto Falcon es suficients, min embargoe se hace mis dificil so-
bre log frascos de criastal del tips Roux. Ia experiencia muestra
que have falta un porfodo mis largy de tiempo pera obitener una
cantided gufiociente de ¢&lulas para la produccién de proteinas,
comparables & aquellas que se obtienen en un cultive de células
nalignas. No a2 obtiene ningin desarrollo tolonidal; todos loe
cultivos de oélulas se desarrsllen ée nods fifuno.

Tas c¢élulan que hemoa encontradse sobre los freacos son fiew
broblastos vy ¢élulay megoteliales, En total, se hacen 28 aiglaw
mientos testigo de proteinas para detectar una prateina parceida
a las C1 IA o & 13 €1 IAC,. .

Al igual que para los cultives de oélules de carcinomas, se
recoge la proteina desprovista de ¢élules aproximadsmente una
vez o la semena, y s8¢ dejs alternativemente en un medio MIM con=-
taniendo 157 de suerc de vaca fetel inactivado y en un medio 4ci=
do amino RPMI. Ademds se examinan ocultivos eelulares testizo, por
inmunoflucreacencie y citofotometrfa para btuscar la presencia de
depSeito de inactivador €1, como indicaremos mds adelante.

Citofotometria por inmunofluorestencia
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Lan medidea cltofotométricas son efectuadss sobre 36 cultie
vos celulavss primarios provenientes de pscientes portadores de
carcinomas y ascbre 10 cultives de ¢flulas de control provenien-
tes de linesms cclulsres no malignss.

3e utilisa un total de 25 eultivoe secundarios provenisntes
de lfneen celulsres de¢ carcinomss pare realizar las medida~ citoe
fotométrican, o fin de eptablecer lm capa de C1 IAC sobre lng
lfneas de célulag de carcinomes sub-cultivadas. Le capa de C1 IAC
eptd asotiada 2 una mombrana, tal vy somo lo muestran las fotos
de c¢élulas presentsndo vna immunofluorescencia pogitive,

Entre las liners de ¢élules primariss de carcinomas, un
promedio del 51,3 de células muestrs una lmmuncfluorescencia
especifica con el anti-C} TA~FIT, $al como se mide por citofo-
tometrfa. Las distribuciones medies de medidas de inmunocfluores-
cencia sobrs cultives de células de cercinemas vienen indicadas
en 1a Figura 19. Se estima que lon valores inferiorss a 40 u.p.
corregponden & gefinles no especifioss,

Un promedio del 58,47 de les cflulss provenientem de las
lineas de célulsa smb-cultivadas muestyra uns inmmunofluvorescencia
enspecifica, Cuando ge comparen las células de carcinomas cultivade
de forme vrimsria con las lfnsas de ¢ultive sub-cultivades, la
cantidad de ¢dlulas que pregenten wn depdeito de C1 IAC verfa de
un modo eignificativo.

n alpunag de las lineas de ¢8lulas sub~cultivadas, la can~
tidad de células cubiertan de 1 IAC ep superior a asguella que
encontramos en su enltive de origen,

Cusndo se efectfa una inmunoflivoreascencia sspecifica de
control, como la gue vesligomos con pressturacidn del cultive
celular con snti~C1 IA no marcado, meguide de una incubacidn con
anti-C1 IA-I'ITC ¥ anti-Cl IA~FITC neutralizede (con C1 IA purie
ficado), no verificamos velores gque excedieran de la lfnea ée
separacidén, y por lo tanto no epeantramos una dnice célule que
mogtrara uwna inmunofluvorestencis especifican. Los cultivos de cbe
lulag de control (oélulag no melignes), exemivadas por citofoto-
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metrfa, no prosantan ninsdn capa de inaetivador de Gi. Los valge
ropg determinados respecto & entsa ¢flulaw gon todos inferiores a
40 u.p. los valoresm de lon cultivog de cdlulns de controsl son
dlatribufdon en bruto cemo los valoves obtenifos . el control
de la sspecificidad de la inmumofluorescencin. ia regularidad

de los remultados obtenides con leg cultives de c&lulns de con-
trol es de por lo menos v 63%, v ex deo por lo menos un 907 can
los cultivon de eflulas malignas. Ia diferenciam mignificativa

¢n inferior a 0,002 (prucba exacta de Fischer).Medios de control
HMEY conteniendo 157% de emero de vaca fstel inactivads y medios
de contyol EPMI (que no son utilisados para el cultive celular)
son somatidon 2 una irmuncelectroforesis antes y despule de wma
glucidén sobre Dowex, Los medios sstudisdos no revelen la progene
¢ia de lfneas de precipitacién frente sl sntisuere anti~Ct IA hue
mano de conejo, Las vnicas 1iness de precipitacién detectadas son
obtenidas frente sl antisusro de albumine sntihumana proveniente
del conejo. Epime experiencims testigo prusban pue que los moe
dios utilizedos para roalizer &l cultive de ¢élulag no contienen
proteinas capaces de reacsionar con ¢l suti~Ci IA mtes de ser
utilizades para el cultivo de cédluleag.

Los madiop MM y log mediog RIMI redogides a partir de 1f-
nens de ¢flulas no malignes y sometidos 2 vna inmunoslectroforee
sim, no revelan ninguna linee do preeipitecidn en presencia de
antisuere enti-C1 IA humano del Concjo.

En la prueba de immunedifusidn Ouchterlony, no exigten nine

~ gunas linesg de precipitacidn en presenvie do antisverc C1 IA hue

meno proveniente del consjo.

De ello resulia gque log cultivom testigo de células no maw
lignes no liberan une cantidad deteoteble de O1 IA en lom me-
diom, cuendo la deteceidn es efectuads por inmunoelectroforesis
& lmmunodifumidn.

« PURITICACION DE L&A C1 IAG/C1 PROVENIENTE DE FIUIDO FIFURAL/
ASCITIS CANCEROSOS

Se centrifuga mediante la técnica deserita anteriomente e

ol apartado "Preparacién de la C1 IAC", fitido pleural o sscitico
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procedente de enfermos afeotados de wn cédncer con metastasin en
la pleurs y/o ancitis, y me transfiora al precipitedo hacia cule
tivos do células canceroses, tomo se describe més arriba. se deja
cosgular espontdnesmente dursnte 2 horas s tempsratura smbiente
el 1fquido supernatante, eventualmente después de un almacenaw
miento a =200 C¢. (véase mds erriba). Sesnidemente, me dejr ropoe
gar duante toda una noche en un refrizerador para obtener uns
coagulacidn esponténea completa, Se catrifuga de muevo el lfguie
do supernatante s fin de eliminar la fibrina y se congela s ~209
Ce hagta la prixima fase de purificacidn,

Se mepelan 2 ml de fluido pleural/ascitico tratado de eate
modo con 2,5 g de cambiador de aniones Séphadex ASQ DFAR que fué
precalentado & 1002 C. durmate 30 minutos y degpuds enfriado a
tanperatura ambiente. So agita la mestla a 8¢ C, durante 1 hora.
Seguidamente, ae soloca 1o mezela en yna columme y se lave con
5 vecen 40 ml de Hall 0,15 ¥ establecisundo wna aspiracidn en la
parte inferior de la coluwmna, La materia proteinica C1 IAC/C1 IA
eg absorbida en el camblador de lones. Ss lava 1 materia cembiee
dora de iones, on la columna, con 20 ml de Hall, 2 M, y oitrato
trisédico, 0,01 M, pH 7,0.

1 fltimo eluato contemiondo C1 IAG/C1 IA se meszcla con sule
fato de mmonio saturado (pill ajustado a 7,0 con NaOH hasta obtener
una saturacidn del 507 & 82 C, en wne hora. Seguidsmants, se
efectda una centrifugecidn {10 minutes & 30007r.pa. 8 temperatura
ambiente); deppuda se sfiade el ligquido supernatente sulfato de

. smonio (como ge indied sntes & vn pH da 7,0), heeta obboner una

paturacidn del 657 a 8% C. en una hora. De nuevo, pe efectla una
centrifuzacidn (10 minutes a 3000 r.pam. & temperatura embieatae),
seguldamente se efzotia &l didlisie del precipitado contenkendo
el C1 IAG/C1 TA durente 16 horas on presoncis de ague destilada
de 4 a 6% C, y deppuds oo vuelve a digolver an NaCl 9,15 M. 3e
liefilizs la solucidn, bien por wna liofilivacidn en coquilla, o
bien por wma liofiligacidn bajo vacfo con calsfaccién extorior,
tal como na degeribo en el apartsde con &l titulo “Preparacidn
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de la C1 IAQw,

El producto, que & partir de shors llamaremos "G1 IAG/C1 IA
DEAE séphadex A 50", entd listo para ser utilizado en vacunas, o
en mezcla con el producte C1 IAC/C1 IA, D 21-15, Zn 3 3 OTOSOMU-
coide, o molo, perse la preparacién de antisuero para ser ugado en
diagndsticon,

- PURIFICACION DE LA €1 IA/C1 IAC CONTENIENDO OROSOMUCOIDE,
q 2HS GLICOPROTEIRA y Zn /'% 3 GLICOPROTEINA A PARTIR DE
PILUIDO PLEURAL/ASCITIS.

Se cantrifuga del molo que se destribe arriba en el spartads
"Preparacidn de ia €1 TAC", fiuldoe pleursl ¢ agcftico procedente
de enfermon portadores de cdncer con metastasis en la plewrs y/o
ascitis y mo transplante ol precipitede hacis cultivoe de célules
canterogas Como las que pe han descrito més erriba, Se deja el
liquido eupernatante, eventualmente deppués de un almaccnamiento
8 «202 O, comsgular durante dog horas & temperatura embiente. Se
paca o) codaulo y oo recentrifuge el fluido a 1200 r.p.m. & tem-
peratura ambiente durante 10 minutos. Despuls se relarge el
fluido pars hacer pretipitar las protefnas contaminantes, esto-
bleciendo por ejemplc una paturscidn al 404 con ia ayuda de sule
fato de emonio saturado a 0% C. bajo ugitacidn, En ssguids, la
continuacidn de lag oporaciones se ofectdn de la mismmn forme y
en las mismag condicionss que aguellas que ge deseriben despubs
dsl "relargage’ demerits en el epartady aryiba “Preperacién del
¢1 TACY, sub-tftulo "Alslemiento de la C1 XACY, utilizende une
tolumns cambiandora deo anionep de ¢eluloga Whatman DE-52 para la
purificasidn £inal,

Ia Figurs 14 ilustra un sjemploe de una inmunoeleotroforesis
cruzada Freemen frente ol suero sntiprotefna humens entero. El
“Pico 1" ep obtenide antes del tratemiento del fluldo pleural,
mientras quo el "Pice 2" ey olbtenido gobre une fraccién rica en
C1 IA + C1 IAC procedente de una posada pobre Dowex. Sobre la
immmnoelectroforesis del “Plco 1", vemos que el pivto que repreo-
genta C1 IAC 4 O1 IA cstd relotivamente clevado en relacién e la
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meyoria de lag otras proteines (el pico muy alto es 8l de la
@bumine), do cunl indica el estado danceroso. Eu la parte del
"Pico 2% podemos tembidn deteotar picos correspondientes a la
crosomuooide y & la g Hs glicoprotedina, aungue eate wea d6bil
(la identidnd de la protefns en ecads uno 4o los picos ge deter-
nina de un modo seguro por inmuncelettroforesis crusads paralela
frente @)l antiguero especifico).

ILa Figura 20 muestra wa ejemplo ds umna grédfica de primera
glueidn sobre Whatmen UE«52, Ia columne ¢s una Phemmmeia K 26/70,
ton un volimen de lecho de 2,6 x 70 om, ¢guipada con una Colew
xidn de depaglie. El pice correspondiente al C1 IAC + C1 IA em
el pieo 6.

Tas fracciones ricas en €1 IA/C1 IAC y las tres otras pro-
tofnas mencionadas srride {(cuye nsturslera pe determina por ine
manoslectroforesin Jlemada de "huseds” (rocket) y Crabar -Schei~
degeor utilisando antisueros disponibles en el mercado frente a
la B\ S glicoproteina, ls 7n 9 3 glicoproteina y ol orosomu~
coide, y el anti~C1 IA lummno de conejo (un ejemplo de le inmue
noeleotroforegis de husede frente sl mntiorosomutoide viene ilue-
trado en la Flgurs 21), son reunides, dielizadas y liofilizadas
tomo ne desoyibe mis arrids.

¥l producto resultante lo denominerecmom "C1 IAC/C1 IA, 9 HSs

Zn 3)3 oroaom”, Epte products epté listo para ser utilizado como
agente immmogénico en une vacuna gue es sdecunda pare vacunacio-
nes de referencia (2% y 3% vacunsciones de lop enimaleg méspes
den), de preferensia en mezcle ¢on otras protefnas deseritas e
el presente trabajo.

= VACUNACION DE ANIMALES HUESPEDES

Se pueden elegly varios animeles para vecunarlos con las

" yaounag conteniendo el producto que se degoribe arriba en calie

ded de mgente inmunogénico para producir sntigueros.
Hemos comprobado que los cerdos de la “Dansk Lendrace" o
de una mezela de raga Yorkeshire y de Dangk Londrace y los carne-
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rog de la rage "Jysk Hederace" y de la raza Oxford bowm facilitan
la egpecificided dptima de anticuerpos frente & lag proteinas que
degcribimon syriba, .

Log cerdos son melecoionsdos & la .edad de 4§ meseom; se les
hacs una primera vacunacidn subeutdnea en un lado del cuello,
despuls so vigila eu resccidn a le vacunacién, Cusndo la reacchdén
ep correcta, les sitios de vacunacidn quedan hinchados y ocasio-
nalmente ylceredops (como hepridas), al igusl que en une respuestsa
positiva 8 la vacunacidn contra la viruela,

Ademds, la determinacién del contenide y la determinacién
de la Igh sobre el suerc del oerdos me hacen el siguiente modo:

- Contenido ge anti-CT IA: Se somote un esuero humano esten-
dar teniendo wua concentyacidn conceida de C1 IA (30 mg/mlil0f)

8 una inmunoclectroforesis de busada frente al 27 de enti-C1 IA
hmeno de conejo (2 mg/ml) en el gel. Las husndas obtenidas de
ento modo se congideran plandsrd y sirven ashora de referencia
Somparades con las husadas de immunoclectroforesgis de suere humes
no eptandar frente a dilutiones de sntisuero de cerdo en gels. Ie
dilucidn de sntisuero de cerdo que proporcions la misma alture
de huseds que el gol contentends 2% de anti-C1 IA humano de cone-
jo, contiene pues 2 mg/ml de anti~C1 IA humeno de oerdo, y multie
plicendo por el factor de correccién correspondiente a la dilu-
cifn, ge¢ caleuwla €l contenide de anti~G1 IA humano de cexdo,

~ Contenido de anti~C1 IAC: 5e pigue &l mismo método, esta
ves utilizando wne solucién estendar de 1 IAC Séphedex G75 Su~
perfine e lugar del suere humane estander. Se atribuye un con-
tentdo de 2 mg/ml & wna dilucidn de gel de susroe de cerdo propor-
cionando la misma sltura de hugeda gue los 2% e enti~C1 IA de
conejo y s¢ corrige ol resultade para tener en cuenta la ailueidn.

- 150 la concentrocidn medie de Iz eu el suero de cerdo
gse determins por immmoclectroforesie dé husads del modo que dep=
eribimos arriba, con un gel conteniendo el 4% de anti-IgG humeno
de conejo.
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3 aemanas después de la primera vacunacidn, e adminisirs
por via subcutdnen wn dogls de llamada de vacune del otro lado
del cuello. Se exeminen seguidemente lom cerdon y se estudia em
guero del modo qus pe ha deperito erriba.

Una gegunds donle de llomada se adminigtra en el lomo, en
parte por via intramusoular profurda y e parte por vie subcuw
tdnen, 4 semanes dospude de ls primera vecunacidn de llemada,

6 dian despuls de la gegunda vacunacidn de llemadn se controlan
de nuevn log eordos de acuerds don las indicacionas facilitadas -
srriba y se lep determina ol contenido de enticuerpe sengufneo

¥ la especificided. Ios valorea medics normales después de la
segunde llamads son de cerca de 2 mg/ml de anti-Cl1 IA, 2 mg/ml
ds anti~C1 IAC y alredodoy de 1200 mgl de IgG.

De 9 a 14 dfas despubs de 1x Wltims vecunscidn, se degue-
llan los cexrdos despuls de una descargs cléctrica en un matadero
sanitario omo md desoribe mds adelunte.

Iog Carnaros son vacunados @ el cuello del miammo modo que
se indied ocuando tratamos de los cerdos. Egtos animales pueden
aervir de donantes por drenage y pueden ventejosemente volver
a mor vacunados y yvolver & scrvir verisa veces. Los valores de
contenido normal promedios, obtenidom wn el carnero {(determinge
dows de un modo andlogo sogin los métodos degoritos mde arriva),
gon de cerca de 1 mg/ml de anti~C1 IA, 3 mg/ml de anti-C1 IAC,
¥y de cerea de 1500 ng’ de IgG6.

+ Ejemplom de vmcunas preforidas

- Tipo 1

La primera vacunacidn se efectds con uns cantidad todal de 20 mg
de protefna €1 IAC aglomerada + C1 IAC Séphadex G75 Superiina,
disuelta en 1 ml de Natl 0,15 ¥, y puents en forma de emlsidn
acuosa en aceite con un volfmen igwal de copdyuvante completo

de I'reund.

Para hacer 1la dosis de llemadns, go megelen 20 mg de pro-
tefna C1 IAC sglomerada + C1 IAC Séphedex 75 Superfine, con
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20 mg de C1 TAC/C1 IA DEAR Séphadex AS0 y 20 mg de C1 IAC/C1 IA,
a\zﬁs, n 3t orosomucoide. Se pone la mezcla en sugpensidn en
1 ml de Fall 0,15 ¥ y se lleva a la forma de emnleién en agus en

aceite con un voldmen isual d¢ cosdyuvante completo de Freund.

Egte producto de llemada ep adocuado como dosis de primera
¥ segunde llemadas pars log coxdos y los Carneron.

= Tipo 2

1a protelna O1 IAC eglutineds + C1 IAC Séphadex G75 Superfine
se edminigtra como products de vacunacidn inicial & animeles de
produceidn del tipo del carnero o gerdo, utilizablesm para le pre-
paracién de antisuero a objeto de diagnéstico o de terapfutica.

Ia dosis de llamada estd constitufda por C1 IAC/C1 IA DEA
géphadex AS50 puesta en puspensién en 1 ml de NaCl 0,15 M, puesto
bajo forme de emulpidn egua en aceite con la ayuda de un voldmen
izual de coadyuvante completo de Freund. Este vacuns puede servir
para la domig de llemada.

Se deguellan los cerdos del modo siguiente. Primero se somew
ten a una descarga eléctrics, despuds de la cual se encuentran en
un egtado de inocosciencia y son sangrados poX medio de tubos en
forms de embudos hacia botellas de Pyrex emtériles de 5 1 conte-
niendo 1 1 de citrato del tipo ACD como agente anticoagulante.
sSerfe posible emplear otrom agentes anticoagulantes, por ejemplo
la hoeparina, pere como le sangre del cerdo tiene una tendencia
muy pronunciade a coagularse, preferimos utiliger el ACD. Despuds,
ge congserva la sangre en condiciones de baje temperatura, hasta
el momento en que se utiliea,

En el momento del tratemiento de la sangre, se hace la cen-
trifugacidn del plasma en una centrifugadora refrigerada MSE Mis-
tral 5L girando & 4000 r.p.m. El plasma ey inmediatemente conge-
lado a =202 C. y se conmerva & esta temperatura hasta el momento
en el cual se efectia el fraccionamiento en inmuoglobulina.
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Anteg de efectunr ¢l fracoionsmiento de las inmunoglobulinas,
el plasma del cerdo es filtrade de modo estéril, por ejemplo con
le ayuda de un filtro Milliyore, cuys dimensidn de poro disminuye
hasta 0,22 u.

Uomo método para la preparacidn de inmunoglobulina que con-
tenga IGP, o inmunoglobuline que contenga ¢ualquier otra de las
diversas irmunoglotmlinag se requieren diversos principios como
precipitade de (NH4) 2 9bgy precipitado de Rivanecl.

Para la preparecidn de immunoglobulinas con la especificidmd
degeade contra lom tipos de sntfgenos deseritos y sin agregacidn
de inmunoglobulinas, deben ssleccionarse los métodos, & f£in de
obtener lom Sptimos resultsdos y una soncentracién sdecusda de
inmunoglobulina.
~ SISTEMAS DIAGNOSTICOS
Para obtener un sistema de diagndstice dtil y seguro que pemmita
eptablecer wn dimgndstico diferencial entre enfermedades malignas
¥ Do malignas y seguir la svoluciln de una enfermedad maligna, &
mismo tiempo respecto & estado no tratado y en funcidn de diferen~
tas tratemientos y durante el perfode de positratamiento (esta ¥l-
tima para saber si existe una recafda dal céncer), un sistema
diagnéstico de acuerdo con 1s presente invencién es preferento-
mente un mistema con los signientes requisitoa:

12 incluye 6l anti-C1 IAC humano o su producto de modilice~
eién o derivado activo bajo el punto de viasta 1rmmoldgico,” eatd
concebido y utilizado de tal modo que la reaccidn inmunoldgica
con la C1 IAC en una muestra. ep fdoilmente dimtinguible de toda
reppuegta &l C1 14 en 1l muestra. Esto es una necesidaed funda~

‘mental que debe verificarse en todoa lom sistemas diagndsticos

de aocuerdo con la invencidn,.en la medida en que es la presencia
de la C1 IAC en la muegira procedente del paciente que indica
pin ambigleded que el enfermo sufre de un céncer.

29 da una indicecidn del nivel totel de C1 inactivador
(G1 IA + C1 IAC) en la muegtra, ¥y
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3¢ da una indicamcidn del nivel de G4 en la muestra.

Al igual que hemos explicado arriba, los niveles de suero
de inaetivador C1 (C1 IA + C1 IAC) y C4 constituyen indicadiones
ftiles respecto a la evolucidn de cducer provade y la evolucidn
en el curso del perfodo de postratamiento, y ademés, un elevado ni
vel de inactivador C1 muestra la presencia de un céncer, véase la
Yigura 2. Sin embargo, la presencis de ung tsga elevada de inac-
tivador C1 no constituye una prueba souncluyente de una enfermedad
cancerosas, porque, del miemo modo clentas afeociones viricas pue-
den provocar una fuerte elevacidn de los niveles de inactivador
C1y que, ademés, pueden ner acompafiedos por niveles de C4 elevados
En el caso de dichag enfermedades por virug no malignog, €l nivel
de inaetivador C1, aunque elevedo, no incluirfa C1 IAC, por temto
es un sigtema de dimgndstico que suministra una distincidén segura
mtre tales enfermedades no malignas y ol cdneer, al mostrar de
modo selectivo la pregencia de C1 IAC en la muentra.

La Pigura 4 ilustra un sistema diegndstico preferido de
acuerdo con la inveneidn susceptible de cumplir las tres condi-
cioneg anteriorea. Tl sistema incluye una placs de vidrio u otre
goporte adecuado 1 sobre el cual se colocan tres secciones de
capas de gel (2, 3 y 4) con digtintos antisueros. En las capas
de gel, se efectfan amjeros 5 con el portae objetos o con la ayu=
da de otra téenica adecuads. Tn la seceidn 2 de gel, se incorpora
una gsubstencis conteniendo anti-C1 DAC humano. Esta substancia
puede ser un suerc oligoespecffico que sea senmible, =l mismo
tiempo & la C1 IAC y a la 01 IA, pero que las distinga {por ejem~
plo, un muero preparedo 8 partir de carnerc utilizando una vacuns
de tipo 2 como aquella que pe desoribe en el apartado "Vacunacién
de los Animaleg Huspedea™); en este oassc, wna muestra de sueroe
procedente de un donente con buena zalud o de un enfermo que su-
fra de una enfermedad no maligns, solemente dard luger & un eni-
llo de precipltacién, mientras que un sueroc procedente de enfere
mos eancerosos proporcionerd dos snillos de precipitacién.
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Be preferible, no obatante, que la wateria conteniendo el
anti~C1 JAC humano incorporade en el gel de la gesoidn 2, nes
una maberis anti-C1 IAC humeno moncespecifico, por ejemplo pre-
parsda por la absorcién de anticuerpos frente & cualguier otra
protefne del suero humano a partir de wae materie conteniendo
anti-~C1 JAC humano por ineubscidén con el suero glebal procedente
de donantes en perfecta salud, seguida de una sepuracién como la
que deacribimos abajo.

Tn el cago en que la secoidn 2 incluys una t21 substancia
monoeppecifice en C1 IAC humeno, 18 reaceidn a une muestra de
puery de enformo canceroso en la seccidn 2 gerd un anillo simple
alrededor del orificio an el cusl la muestra fué aplicads, miene
tras que con un donante de buena galud, o que sufra de una enfore
medad no maligna, se verificard unz asugencia total de enillos de
precipitaeidn mlrededor del orificio en el cuel se aplicd la
muestra. Se considera que eata es la resccién més caracterictios
¥ 1a mamos ambigiia que ae puede cbtener, En la ¥igure & "¥FS INAY
indics wna trl materia conteniende snti~C1 IAC humanc monosspecf-
fico, preparado por absoreidn & pariir de un sntieusro producido
e el carnero.

n 1 seceidn 3, una materia conteniende enti~C4 humane ep-
t4 incorporades en sl gel, por ejemole wn anti~C4 humano de cone=
Jo, induetrisl. En la geceidn 4, se incorpora em el gel un "inace
tivador C1' antihumanc; es por ajemple el enti~C1 IA humeno del
conejo, el cual, como =& he descrito enteriommente, no eg capss
de diatinguir la C1 IAC de la €1 IA y que por lo tanto 44 lugar
& la precipitacidn con la totalidad de la C1 IA y con O1 IAC (=i

-eatd prepente) en la muentra de smers eplicada. Evidentemente que,

on las geceionea 3 ¥y 4, izunlmente la meteria con actividad immue
noldgice prementando ia resccidn buscada pnede ser une modifice~
eién o un derivade del enticuerpo natural, con la condiciln de
que prepente las remcciones inmunoldgicas, caracterfsticas con
C4 y ¢1 IA, respevtivemente. Las secciones 3 y 4 sirven para cale
culsr cusntitativemente los niveles de C4 y de inactivador C1,
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regpectivamente.,

Como se puede ver en la Figura 4, la sangre que proviene de
utt donante de buena salud no da ningin anille de precipitecién en
la gececidn FS INA, mientras que se ven anillos de precipitacidn
de didmetros roletivemente pequefios en las meCeiones anti~Cd y
anti-C1 IA, correspondiendo a valores normales reducides de C§ y
C1 IA. El suerc del eafermo N2 1 da un anillo de precipitacién
en la geccidn ¥S INA, lo cual demuestra que el paciente gufre
de un c¢dnesr. En la seccidn enti-C4, el anel de precipitacidn
presente un gran didmeiro e indica elevados niveles de C4 en el
suero, y tembién pe aprecia en la seceidn anti~C1 IA un gran ani-
1llo de precipitacidn que muestra que la tasa de inactivador C1
(C1 IA + C1 IAC) en el guero del paciente es elevada. Fl suero
del paciente N¢ 2 proporciona grandes anillos de precipitacidn
én lass gecciones anti-C4 y anti-C1 IA, y en cambio ne proporcio-
ns ningin anillo de precipitacién en la seceidn ¥S INA. Esto
muestra que el paciente no suire de un ¢dncer, sino que presenta
niveles de inactivador C1 y de G4 anormalmente elevades, lo cusal
puede ger debido; por ejamplo, & uns infecoidn virice.

Se prepara del modo siguiente un sistema diagnéstico prefe-
rido del tipo ilustrado por la Figura 4: ge calienta 1§ deo agaro=
ga en tampdn diemal, pH 8,6 hasta que se encuentre fluida (otros
gela, como 6l agar y otrom tampones pueden tembiln ser utiliszados,
pero le agsociecidn indicads en el presente proporcions exceleates
repultedon). Seguidemente se enfria el gel a 45¢ C. ¥y se le afade
el antisuero. Un anitisuerc adetusdo para la seccidn anti-C4 eptd
compuesto por el anti~C4 humano de conejo empleado preforentemen~
te en la proporeidn del 1%, Pars la seccidn enti-Ci IA, el anti-
C1 IA humano de conejo proporciona excelentes resultados cuando
se utiliza vna cantidad preferentemente del 13, Para la seccidn
anti~C1 IAC, la materia preferide (dando wn anillo de precipite~
cidn vnicemente en el caso de cédncer) em el anti~C1 IAC humano
de carnero (absorbido si em necesario), afisdido en la proporcidn
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del 0,237 (la preparacifn del anti-01 IAU humano ds carners
(sbsorbide) viens deserite detelladmmente mda adelante),

Cuando ge haye adadide el anticuerpo o el antisuero, se
echa cada poreidn diptints de gel megln la configuracidn deseadas
en @l soporte, despubn dejmmos que ¢l gel se solidifique a tomw
peratura ambiente. Cuende el gol esté s6lido, se practicen agu~
Jjeras en lg cantidad y de scuerdo ton wn modalo buscado, por
ejentplo come ol gque se mueptra en el diaelio, y seo marcan las
gocciones de gol de modo apropiado, nl se deges. Se embalen cow
rrectemcnte log sipbenes diegnduticos y se leg provee de un modo
de emples acempededo de fotografiss indicande lag respucstas ca-
rastoriptines, ssl como ourvas de greduscidn estandar permiticne
do determinar el nivel en el guero de C4 y de inactivador C1 o
portir del didmetro del snillo de precipitacidén formado.

Raturelmente que se pusden sfectusr varias modificacioncs
al proyecto y a las téenica zrribs mencionadosm. Por ejemplo, se
puede poner cade uno de loe zels sobre un soporte separado, y
ge pueden utilizar varics otros modeles ademds del que viene in-
dicado en el disello. Z¢ trate de modificaciones insignificantes
y obving paras el experto. Asiminmo, =¢ puedsn utilizar otros mo~
portes que no meen 21 gel deporito més arriba. Sin embargo, la
puesta an préctica que deeoribimos arribe pemmite obtener resulw
toden extclentes ¥ sin embiptiedsd en lao prictica.

se prepara el anti~C1 IAC humane del ecsrnero (absorbido),
utilizedo en la téenica arriba indicade, del medo siguiente: se
afiaden & 10 ml de anti~C1 IAC humano de cernero, preparado tel

¥y como me deseribe en el epartsde "Vacunscidn de los Animeles
- Hufapedes”, (con la ayuda de 1z vacune del tipo 2) y teniendo

une concentracidn de irmuwoglobuline de 1300 mgl de Igl y un
contenido en anticuerpo espreffico de 3 mg/3 ml, sc afluden 400
nicrolitros de suerc de donente humeno (el cusl evidentemsute
no fué inastivade en ealiente); se incubs la mezcla a 372 C. due
rante 30 minmutos. Seguidemente, se efcctia una centrifugecidn o
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3000 r.pums ¥ ge incuba 2l 3fquids supernatente a 42 €. y se vuelw
vo a cantrifugar de nueve. Il lfguido supernmatante provedente de
la fltima centrifugzesidn girve de anti-C1 IAC hwmano del carnero
(abrorbide). ,

- DESBLOQUEQ EXTRACORPORAL ¥ DESENMASCARAMIFNTO DEL SUERO

DE UN GANCEROSO
B una central de desbloqueo utiligsndo anticuerpos IRA

inmovilizades, se eliminen las protefnag blogueantes y de depen~
mascaramiento del sierc de un tanceroso por una inmunoadherencia
8 log antiouerpon. De acuerdo con los aspecton preferidos de la
presonte invencidn, los anticuerpos immovilizados incluyen genee
ralmente por lo manos anticuerpos freénte & la C1 IAC, eventunl-
mente tembidn frente a C1 IA y prefercntomente iguslmente entie
cuerpos frente a la orosomcoide, & la JH2 glicoprotelna y a
la Zn 3 3 glicoprotelna, Aunque se pueda, de acuerdo con le invene
cidn, utilizar en calidad de anticuerpo inmovilizado frente a la
€1 IAC y & la ¢1 IA, un anticuerpo que Ro lan distinga, como es
el caso del anti«C1 IA humane de conejo, preferimos de un modo
muy eéspacial poner en prdetica los anticuerpos especificos frene
te a la C1 IAC y C1 IA preparadop del modo deserito en la presen~-
te y sobre animales huéppedes, de los cuales pebemos que ¢l sue-
ro ea mejor tolerado por los seres humanomy y hasta el momento
no exigte ninguns pruchz de que ol usd simulténeo de anticuerpos
frente a la orosomucoide, a ls q aﬁs glicoprotefna y a la Zn 3 3.

glicoproteins no mea ventajoso; ©s por este motivo que preferimos
utilizer un INA en ol tratemiento oxtracorporal del suero de un
cancerose, que presents la misme Somponicidn en snticusrpo que
2l INA preferide utiligado para la edministraecién por vie intra=
vehoad.

Se preparan de preferencia snticuerpos immoviligados en
matriz segin la prepeuto invencidn con la aywda de CNBreSépharose
4B, procedents de Pharmaoin. Ests substancia vieno descrita en ls

i
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publioscidn "Affinity Chweomatography, Principles and ¥ethods",
publicada por Pharmacia Pine Chemiosis, Uppsala, Sweden, Octubre
1914, an aspecial on las Pézinas 8-1%5 y 57-58, Evidentements que
#c pueden utilizar otras subastsnciap matricss gue permitsn irmo-
vilisar correctansute loy enticuerpos ain dailar s sotivided y
que prepenten buchss propledades de elucidn. Damos ahora un ojems

~ plo de inmovilixaeidn de INA por aseeiacidn s la CNBr-sépharose

4B y ds desblogueo y desemmascaremients del guero de un enfermo
posesdor de ¢énecer:

Se preparsn 30 mg de INA liofiliasmsdo y puseto en puaspensién,
praparedo gobre un gerdo con la ayuds de unas vecuns del tipo 1 de
scusrdo con el mode deascrito en 6l aparitado "Vacunacibn de los
Animales Hudwpedes"; os aplica este INA a la CNBEr-Sépharcse 4B de
acuerde con la tdenics de la publiescidn indicada en el pérrafo
antoriox.

La matris activada por la INA que me obtiene de este modo
se Colodn sn una ¢olumna Fharmacis K 15/29. Se equilibra la co~
lumna con wna solucidn tempdn Tris/HCL (0,27 pi 8) conteniendo
0,3 ¥ de RaCl.

Se envian en esta columna 10 ml do suero procedente de un
cancerosc y ee efectfa la elucifn con tesmpdn Tris/HCL 0,2 M, pH
8,0 y conteniendo 0,5 M de KaCl. Se cantrolan las fracciones
eluidas por via sapectrofotomdtrica y se recogen las fracciones
conteniendo lan pretefnan. La identificacién y ls determinecidén
cusntitativa de la relacidn C1 IAC/C1 IA son efectumdas por una
inmmoclectroforesis de tips “huseda” segin Leurell sobre el sue~
yo canceropo antes del tratamiento en le ¢oluma y sobre las
fracciones eluidag.

Se he comprobade qus ol contenido inicial de inactivador de
1 (01 YAC / C1 IA) en de 60 mgl en £l suero inicial y desciende

" aun velor de 15 a 20 mgt deaspuée del tratemiento. (Se efectésn

los célculom en law fracciones contenidas en el efluente de Trisg,
pero ge hace una Correccién para tener en ¢uenta la dilucidn).
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Degpuéy de la elucidn, pe prepars la Columna pera una nusva
pruebe mediante elucidn con uha solucidn do glicina/HCl (0,2 ¥,
pH 2,8) conteniends 0,5 ¥ de Faltl, y después haciendo paser una
polucidn eeling isoténics y equilibrando con tampdn Tris/HC1 0,2
¥ (pH 8,0) conteniendo 0,5 ¥ de NeCl.

En le terapla prdctics del odncer empleando el desbloqueo
extracorporal con la ayuda de anticucrpo INA irmovilizados, ae
efectla veninjosamente el tratemiento del sucro del paciente en
una central a la gque se envia el plasma del enfermo canceroso
degpudn de la plasmaferesis del pé.eimte. la Pigura 22 muestra
une unided o central 4e desbloguec de acuerdo ¢on la invencidn.
En esta figura 22, un ssco 7 Contieno ¢l plasms del paciente con
citrato (plasma ACD); se veofa en un depdsito de reculcificacidn
2 en ¢l cual la recalcificacidn es efectunda a 378 C,. durante 30
minutos. El guere atraviesa un £iltro 3 que retiene 21l coégulo
de fibrina y pase por ¢l conducto 4 hasta la columna 5 refrigera~
da & 8¢ C, por medio de un envolvente refyigerante. L& columna
contiene el INA ijmmovilizado en wie matrig, por ¢jemplo el INA
splicads mobrs una CHBe-Sépharose 4B cargada de INA del modo que
deseribimos mda arriba. Ya hemog sfiadido & la columna antibidti-
cor ¢n la cantidad adecusds. Se galoula la dimensidn de la columna
v la carga de INA de tal modo que la cslumna contenga un 9x0Eso
de anticuorpos irmovilizades en relacidn al contenido en antfge-
nos correspondientes en el pueros '

 Ie slueidn de la eoluma se efectda con la eywde de tompén
rrinAicl 0,2 ¥ (pH 8,0) contenjendo 0,5 M de NaCl, tel como ne
degtribe més arriba; &l cluato atraviesa una cubetn 6 y va hacia
un depbaito 7. 58 estudia el aluato atravesande la cubeta 6 por
medio Ge un empectrofotimetro 8 amociade @ wm aperato de registro
g. Cuando ¢l exfmen sgpectrofatométrics indica que todas 1las proe
tefnas dal suoro sstdn cluidas, se bombed el clunto del depdaito
7 por medio de ung bombe 10 y se le envis haclia un dislisador
tajo presidn 11, por ejemplo una unidad funcionando segfin el prine
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ciplo del rifidn, 1 suerc que sale del dislizador de preeién 11
pasa por un conduets 12 provisto de una vélvula 13 que pemmite
BRCET una mueatra y va havia un filtrs emt&ril 14; me la recogze
en este lugar s una Yolea estéril 15 para volver a inyactdrsels
al enfermo. Se estudian lss mussiras sacadas por la vdlvula 13
para deteminer ol contenido en €1 TAC/C1 XA y oromomucoide,

652113 glicoproteina y 2n 3 3 gicoproteina, por inmunoclectro
forssis y el contenido en impuresras por medio da técnicas adecus~
das como por ejemplo, la cromatografia e fmee gaseosa para cl
CNBr. Yo pueden asimismo efectusr oivoe andlisis de control mi-
milar en otras fases, Como por ejemplo una Oromatografis en fage
gnaeoga antes do dialigar bajo prepidn,. Ep preferible efootusr
todas las manipulaciones sobre ¢l susro antes dal filtro estéril,
siendo lss Unioas operacicnes efectuadas dempuls del filtro estée
ril el control de estorilidmd y la determinmoidn del contenide
de pirdgenc. Despude del posc del muaro, me regensra 1a Columns
5 con glicine/HCL y ge equilibra con el tempén Tris. El elusto
procedsnte dol tratemiento glicina/HCL y la puesta en equilibrio
es evacuado, por ejemplo por &l cendudto 16.

So efsolisn varios exémenes velasionados con el desblogueo.

Por ojamplo, pe controla le esberilided y se determina el coute-
nido & pirdgeno del plasma cuando sste llegs & 18 central, y gse
determina el eontenido en fibring y en productos de egeimidn de
la fibeine en el paciente. Iguslmente me comprueben los niveles
de C4 y de inmctivador do C1 en el suero en muestras sacadas del
enformo y se designan log linfotitos pera lop tipos B, T y O A
parte de esto, me efectdan lms prusbas eptendar de laboretoris,

~Gdel mismo modo que ex el tratamients Con lom eitostdticos.

Eg muy importente determinar e el pacients el factor de
coagulacién, en le modida en que una parte de los productos de
cosgulecidn ey oliwminada en la converesidn de plasma en suerc. Ko
obstante, los cancerosos presentan con frecuencie niveles impore
tanten de Tibrina. 3i elle es nepegario, ol factor de Coagulacidn
eg administrado sl enfarmo, por ejemplo por infusidén de plasma
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donante o oen forms de ILysofibrine (Novo).

Ia preasente invencidn se basa en €l descubrimiente de que
en lag pruebas de pregipitacidn immunolégics en loa sueros de los
paclietos empleande por ojumplo antisuere de ovejs (FS IRA) prow
pareds tal c¢omo se he indicade méds arriba, o preparado segin la
pequetla modificacidn deserita més ebaje, algunas muestras de guee
vo prasentsn sdemfe de 1la precipitseidn propia de C1 IAC, wia
pregipitacidn marcedemente digtinta del precipitado de €1 IAC, ¥
qua en une inmunceleotroforesis de¢l modeo deserito srriba, empleen-
doy danpuds de hecer girar ¢l campo eléoirics 902, primerc uvna
muastra de gel de agarose que contiene anti-C1 IA humano de cob.e-
jo, e inmediatemente (situmdo detrds del suti-Ci IA mumeno de
conejo) va gzel gue contiene anti-~-01 IAC/C1 IA hwmaho de cerdo, wn
precipitade digtinto ge degarrolla m €l gel que contiens anti-
susro de cerde, 1o cusl indics gque egbd pregente uns nueva proe
tefna junto conm el C1 IAC/C1 IA en la muestra pers no hebrd pre-
cipitado por &l anti-C1 IA humano de conejo,

Eates hallazgos indican la exightenciz de wn antigeno que bae
jo eiertes circunstanciag parece acompafisr a C1 IAC, y que denow-
ninsmog CAAC (complejo entfgenc asocindo &l cdncer). Una de las
dgiferencias fécilmente apreeiables entre C1 IAC y CAAC estd en
que mientres que €1 IAC pierde sus proplededes inmmmnolégicas (su
habilided pera precipiter con sun anticuerpos en las pruebas ine
munolézicas) al aer tratade témicemente (56% C. durante 30 minue
tos), CAAC retieme su habilidnd de precipitar con el anticuerpo
incluso despubn de ger calemtado a 608 C. durante 30 minutos,

Actunimente se hen comprobade loo siguientes datos referenw
tes & CAACH

] 1) Electroforesis en gel de agarocf.

En una electroforesis en gel de pgaropa, 1a posicién del pre-
cipitedo de CAAC, gueda totalmente dentro del &res (/. Fllo indi-
¢a que CAAC muestra una carge eléotriosn negstive relativemente
fuerte, y que no es uns irmwnoglobulina (el precipitade de inmuno-
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globulina egtd en ol érea [/ & /), y que 20 ep idéntico & 1 IAC/
C1 IA, Cuyo predipitade se encuentra en ¢l dree 7%

2) Inmuncelsctroforesis.

En ls pruchbe de inmuncelectrofovesis, CAAC precipita con msu
correspondiente enticuerpo incluso dempués de un ocalentsmiento
Previo m 602 C. durante 30 minutos, mientras que log precipitados
de C1 IAC y C1 IA parcce que depapevecen con un calentamiento ale
rededor de 562 C. durante 30 minutos,

3) Ciclom de temperaturs.

Se he comprobade que la resistencis de CAAC, respeoto a
C1 TAC eg puperior rempecto s repetidon tiocles de congelacién.,

4) Ultrscentrifugscidén prepsratoria.

Ro 1a preparscién por ultracentrifugecidn a 49 C. oon gravis
tacidn de 178, B80 G, CAAC estéd presente en el ’mmemtanta. pero
no ge sncuentra en le fraccidn de lipoproteina, Elle sucede en
los divernsos fluidos probados, Como suero del paciente, plamme
v fluidos pleurales o ssciticos.

5) E} tratemiento con neureminidesa parece que snula la ha-
bilidad de CAAC para pretipitar con su correspondliente anticuerpo.

CAAC retiens su habilided de formar preoipitado con su corresg
pondiente anticuerpo e las prucbas immunoldégicas, despuds de ex~
posicidn a velores de pH del orden de 7 8,6,

Fl hecho d# que ge ha Comprobsido que CAAC da lugar a preci-
pitados en las prucbas inmmoldgicas indicades demueetre que el
antisuero mmpleado e los experimentos tontenia anticuerpos capa-
cep de precipitar con CAAC. Ello indica que CAAC tiene que haber
satado presente en la vacune originarimmente administrade al anie
mal hubsped en cueatidn pars prepavar ol antisuerc., Puede asogu~
rarse que se ha localizedo CAAC empleando antisuero preparado tal
como oe ha deporito antes ompleando C1 JAC/C1 IA DEAE Séphadex
A50, mientras qus no em seguyo sf las vacunas gue noe contienen eg~
to material dan lugar a la formecidn de anticuerpos contra CAAC.
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Esbto por mu parte indica gue en la preparacidn de C1 IAC/CT IA
DEAE séphadex A50, ol CAAT migue a C1 IAC/C1 IA en log diversos
procenos e cambios de ionen y de mepsracidn de seles degcritos
en la geceidn "Purificacidn de C1 IAC/CT1 IA a partir de fluidoms
pleurales o sscfticon en los pacientes de cdncert,

Dado que la vacunz arriba degerita, muy & menudo se ha pre=-
parado amplaando cultivos de célulag cancercsas y fluidos pleuras
leg o sselticog de un reducide ndmero de pacientes, y como que
todos loa antisueros producides empleando C1 IAC/C1 IA DEAR
séphadex A50 ccmo parte de la vacuma se ha comprobado gue son
capaces de der el tipico precipiitade de CAAC (que inclusec apare-
c¢e degpués de calentar la mueghrs a 602 €. durante 30 minutos)
con mueatrag de suero de pacliente gue contienen CAAC, egto indi-
¢a que CAAC me halls siompre pregente en la vacuna, lo cusl a
su veg significa que CAAC eagtd précticamente prasente en una pro=
porcidn pignificativa en ¢l contenido de protefnag de fluidos
pleurales y/o asefticos.

Como se ha indicado antes no todas las muestras de suero de
pacientes canceropos presentan contenido do CAAC, o por lo menos
no todos los contenidos qus pueden ger demoatrados por log métoe
dos de prusbas inmmunollgicas conotidas hasta shors, pero basfndo
nos en las concluplones indicades, parsce ger que log fluidos de
pacientes canceropos tendrin con gran probabilided elevade pro-
poreidn de CAAC, Bgto hace probable gque el tejido de pacientes
de drezas o gonasg en gue ge han infiltrade células eanceroses,
contienen CAAC. Tembién puede indicar que cuanto mds activo es
el céncer mayor cantidad de CAAC se encuenira sn el suero de poe
cientes. Los hallazgos & que ge ha llegado actualmente confixmen
quet en inmunodifusidn comparative de Mangini un enillo de precie
pitecidn CAAC de smplio difmetrs, a menudo Coineide con un egha=
dio active de céneer.

Baséndonos en estos degcubrimientos, puede decirse que CAAC
on wn ant{zeno associado 8l cducer y se eatima que es wna protefna
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o una sustancia muy similer a uns proteins de baja entigenicided
en ol gigtema umano CAAC no es una immmoglobulina, pere no puo
de excluirse que CAAC mea wn ant{geno gue consista en una combie
nacidn do inmunoglobuling econ yma protefna o complejo de prcteint,'
como por ejemplo C1 @. Tembién en posible gque CAAC aoR uns sup-
tancis pracensors de C1 IAC. _

Como el tratsmionto por ealor (a 56¢ dursnte 30 minuton) de
una vaocuna preparads sin €l contenido imdivado de C1 IAC/C1 IA
DEAE Séphadex 450 d4 lugeyr s un producto gue no es capan de dar
ningin precipitade con el antisusro preparsdo de cardo u oveja,
empleando vacunas guc comprenden C1 TAC/Ct1 IA DEAE séphadex AS50,
mientras que el tratamientc por calor de tipos de wvacuna que con«
tienen ¢1 IAC/C1 IA DPRAE séphadex ASC 44 lugsr a un producto que
en cada caso individual parace capaz de dar precipitedo con anti~
susre prepsrads Cou unAa VACunk gue no ha sido calentada que cone
tiene C1 IAG/C1 IA DRAE Séphadex 450, esto congtituye otre indie
cativo de que eg el C1 IAC/C1 IA DPAE Sdphadex A50 parte de unm
vacuna que contienc una proporeidn significante de CAAC y dd lu-
gar a la formacidn de anticuerpos contra CAAC,

Pars la preparacidn de un antisucro oon especificided contra
CAAC, pero Do oontra C} IAC/C1 IA, se ha previsto emplear una
vaduna pars su sdministracidén a log animales huéspedes, gue hR
pidc preparada con incorporacidn de ¢1 IAC/C1 IA DEAE Séphadex
A50, pero gue antes de ger sdminietrada =1 animal huégped ha sie
do tratada 8 la temperatura y tiempos indicedos, gque como mo sabe
degtruyen la propiedad de precipiter de C1 TAG/C1 IA, por ejemplo
568 ¢, durante 30 minutos o biem 608 C. durante 30 minutos. Die
chos entisuercom o enticuerpos cen especificidad, oontra CAAC gew
rén valiosor materiales de dimgnéstico y pueden mer empleados on
varies prucbay descritas antep para log anticuerpoe de C1 IAC,
También se ha previsto que los anticuerpos con especificidad cone
tra CAAC serdn de utilidsd en la terapia del cdncer de modo andlo-
g0 a los antiouerpes C1 IAC deporitos en la Patente Principeal.
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1a pequefle modificacidén indiceda en el procedimiento de pro-
paracidén de antisueros y anticuerpos, objeto de egte Certificaedo
de Adicidén y de la Patsmte Principal correspondiente, consiste en
enplear como vacuna para 106 snimales hudspedes una protefna agre-
gada C1 TAD + C1 IAS/Ct IA DEAE Séphadex A5C.

Un Bétodo de dimgndstico gue actuslmente se ostima muy préce
tico &9 una irmunodifusidn Mangini comparative.

El antisuero eapleado para ¢llo corresponds o "PS INA® prepa~
rado con la modifiomeidn de vacuna que se ha indicado. El gel més
adecuado es Iitex HSA 222, (por ejemplo 2/ en un tampén diewmal)
aftadiendo bacteriostdticon, por ejemplo 0,17 de Scido de sodio.

Una distencia dptime entre los orificios precticados an el
gel es 2 pm. entre las periferies de oada orificio, ol didmetro de
los oyificios es de 5 mm.

51 segundo Cartificedo de Adieidn relativo a: "PERFECCIONA-
HIENTOS N EL OBJETO PE 1A PATENTE FRINCIFAL K¢ 451.109, por: ME~
TODO DE OBTENCION DE ANTISUEROS ¥ ANTICUERPOS FARA DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DEL CANOER", cuyo privileglo de explotacién en Espa~
fla ge molioita, deberd reunir las particularidades que me concre-
tan en las sigulentes,

REIVINDICACIONES
18.~ “PERPECCIONAMIINTOS ER EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL
K2 451,103, por; METODO DE OBTENCIOR DE ANTISUEROS Y ANTICUERPOS
PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER", caracterigsdos por
o1 heoho de que en prucbas de precipitaoidn inmuncldgica de sue-
ros (e pacientes ¢anosrosos, talas como gel que contiene anti-C1
TAG/C1 IA me produce un nuevo precipitado, que acompafia &l C1 TAC
y 81 que se designa como CAAC (complejo antfgeno asociado al cén-
cer) el cusl es una protefns que se diferencia de la C1 IAC por
gu faocultad de precipitar con el anticuerpo inoluao después de
ger calentado & GOR C., durante 30 minutos, y por poder estar ex-

_ puesto a pH del oxden do 7 - 8,6,

“n -

~
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28,.« YPERPECCIONAMIENTOS EN EL OBJETO DE L& PATENTE PRINCIPAL
N2 431.109, por:y METODO DE OBYENCION DE ANTISUEROS Y ANTICUERFOS
PARA DIAGROSTICO Y TRATAMIENTO DEL CANCER", carsoterisados por
el hecho de que para preparsr anticuerpos y antisusroas especf{fi-
s de CAAC se inmunisa & un saimal hudaped oon una vaouns que
oomprends una tantided suficiente ds CAAC, empleando para ello
01 IAS/01 XA Séphedex A50, insetivado por calentemiento a 36¢ C.

‘dursate 30 mimitos, y después 86 reovge el suero del snimal inmue

nisado que oontiene el anti (AAC empeoffioco.
38, "PERFECCIONAMIENTOS EN EL OBJETO DE LA PATENTE PRINCIPAL
N® 451.109, pox: METODO DE OBTENCION DE ANTISUEROY ¥ ANTICUERFO3
PARA DIAGHOSTICO Y TRATAMIFNTO DEL CANCER® .- Tel como se ha des~
erito y demoptrado en los dibujos adjuntom. '
Consta de setents y cinco hojes folisdan y mscanografiedas

POY UNB SOle ORYE. |

Barcelons a

PoAy de Dr. Kurt Backgaord OSTHER

D. Juan B. Renter Ridaura

P.P. (g //%;&;{/M%.&;.
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