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. Te invencidm so refiere a un procedimiento para
e aglutinacidn de linfocitos de la sangre periférica en
10 que se refiers & su importancia o significado disgndsti

co péra la deteccidn de enformedades, que van acompafiadas
'dé una cépacidad modificada de aglutinacidn de Jos linfoci
505 |
o - EJJ. Field y E«A. Caspary comprobaron ;n 1370 en
Lancet ii, pagina 1337, un comportamiento electroforético
’ﬁoéificado de linfocitos de pacientes de cdncer despuds ge
fla adicibn de factor encefalitdgeno. Segin D. Sabolovic y
otros Br. J. Cancer, 1375, volumen 32, pdgines 28 a 32, 1of
linfocitos haﬁiﬁiestan una caga&idad de aglutinacidn dife-
rente después de adicién de histona F2A1, segin que se
empleen linfocitos de pacioniés con enfermedades malignas
0 de donantes sanos.
) Panto el factor encefalitdgeno como bembién las
frecoiones de histona no son compuestos definidos inequi
vocamente. Sus proPiedadés estan influidas por los proce-
dimientos para su preparacidn. '

En lo que se refiere a la importancia 0 signifi-
cado de la deteccidn de linfocitos modificados frente a la
norme se establece por 1o tanto la misidn de poder reali-
zar ol procedimiento para la aglutinacidn de linfocitos
con sustancias quimicas definidas. La cepacidad de aglu~

tinacidn de los linfocitos de la sangre ha de ser un cri-
\ .
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1 [-fterio o. indicaciln de la presencia de enfermedades malig-
nas. - _ |
Por parte de Sabolovic y otros (1975) se intontd
ya reemplazar hisfona por poli-L-arginina y por poli-I-li-
sina. Ta poli-L-lisina se menifestd como inadecuada, en
5 | las cbndiciones utilizadasg por Sabolovie, para aglutinar
linfocitoss ' | .
Segin la invencidn se ha hallado ahorae sorprender
temente que con poli-lisina o poli-ornitina no sbélo puede
conseguirse una aglutinacibn de linfocitos de la sangre
10 | periférica, sino que ademds de esto la aglutinacidn permi-
te una afirmacidn diagnéstica digna de confianza sobre la
presencia de enfermedades malignase.
Objeto de la invencidn es por consiguiente un prg
cedimiento para ia aglutinacibn de linfocitos, que se ca-

5 n1~L

15 | racteriza porque una dispersidn de 10 linfocitos en
un medio acuoso fisioldgicamente compatible se mezcla con
por lo menos 0,01 mg/ml de polilisina o con por Lo menos
0,1 /ng/ml de poli-ornitina y la mezcla se mantiene por lo
menos durante 20 minutos a 20 hasta 40°C, convenientemente
20 | en une atmosfera satureda con humedad.

Si durante un tiempo de incubacidn de 20 a 120
minutos aparece una aglutinacidn, ésta se valora como in-
dicacidén diagndstica dé la presencia de enfermedades malig
| nas.
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51 se emplea poli-lisina en el sentido de la inven-
¢idn, se‘prefiere una con un peso molecular de 1.00C a —
100.000, especialmente una poli-lisina con un-peso molecu~
lar de 1.000 a 4.000. S¢ emplea ventajosamente poli-~L-lisi
na que es obtenible como sal, por ejemplo como bromhidrato
o clorhidrato, en forma smpliamente estable. Si se emplea
poli-oruitina, se prefiere poli-L-ornitiua, especialmente
poli—L—ornitiné con un peso molecular compréndido entre
40.000 y 60.000, preferentemente 53.000.

Los linfocitos se aislgn de la sangre periférica
segin procedimientos conocidos en si. Dado que la suspen-
sion de linfocitos que se ha de emplear ha de estar lo més

libre posible de otros componentes particulares de la san-

gre, se recomienda el aislamiento sobre un gradiente.

La sangre obtenida de la persona'de ensayo se ha-
ce incoagulable tal como usualmente, por ejemplo por mé-
dio de adicién de una sustancia anticoagulante, fal como
heparina. A partir de esta sangre se obt;enen los iinfo—
citos seglin un procedimiento conocido. Por ejemplo, la -

muestra de sangre se vierte sobre una columna llena con

perlas de vidrio, sobre la gque permanecen adheridas célu-

las adherentes. A partir del eluato pueden obtenerse los
linfocitos mediante cemtrifugacidn en gradiente. Sin embar
g0, se puede renunciar también a la adsorcitém de las célu

las adherentes a perlas de vidrio y utilizarse iumediata-
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Fmente ls centrifugacidn en gradiente.

de linfocitos estén descritos por ejemplo en:
Johnson GeJe ¥y P.S. Russel, Nature 208, pagina 343, (1965) i
A.Boyum, Scand. J.Clin. Lab. Invest. Suppl. 77, (1966); J.
Je Oppenheimer, Be.G. Leventhal, E.M. Hersh, Journal Dmmuno
log. 101, pdginas 262 & 270, (1968); J«J. Twomey, O. Shar-
key, Journal Immunolog. 108, péginaes 984 a 990, (1972).

' Todos los linfocitos obtenidos y purificados de
esta manera pueden llevarse a la aglutinacidn con poli-I-
ligina en las condiciones del procedimiento mencionado an-
teriormente.

En el laboratorio diagndstico se recomienda la
realizecibn de la aglutinacidn de linfoeitos en una llama-
da placa de ensayo. Esta congstituye por lo general una plg
ca fabricada a base de material sintético, que tiens una o
varias filas de cavidades. Si en tales cavidades se mezclay
suspengiones de linfocitos con poli-lisina, puede oObservar
se la sglutinacidn por microscdpio.

Debido a la mejor posibilidad de comprobacién mi
croscépica se recomienda el empleo de placas de ensayo de
material s;ntético Spticamente irreprochable, por ejemplo
poliestireno transparente, en el que el fondo de las cavi-
dades estd estructurado como placa lisa. Las placas estén

 destinadas por lo general para un sdlo uso. En un tamafio de

- Ofros procedimientos adecuados para la obtendién‘
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1 aproximadamente 60 x 80 mm tales placas de ensayo tienen
' aprox&madamente 60 cavidades.

Suspensiones de linfocitds mezcladas con di-

ferentes conceﬁtraciones de poli-lisina o poli—L—orgiti~

na permiten una diferenciacidén en el diagndéstico median-

\n

te la iniciacién mis precoz o mis tardia de la aglutina-

i cidn. Si se mezclan 5 X 105 -5x 107 linfocitos con 0,01

'a 0,1, preferentemente con 0,05 mg/ml de una poli-lisina,

preferentemente de una poli-L-lisina de peso molecular
10 1.000 a 4.000, por término medio de 3.400, y se mantiene
durante 30 a 60 minutos a 30 hasta 4090, durante el tiem
po de observacidn solamente se aglutinan linfocitos de
pacientes con enfermedades malignas, tales como tumor
bronquial, carcinoma de colon, carcinoma de recto, tumor
15 de i;s glédndulas tiroides, carcinoma de estdmago, carcing
ma de méma, carcinoma de pincreas, linfoma maligno y de
portadores de enfermedades ﬁalignas comparables. Lo mismo
;%‘} " ocurre, Si 5 x 107 - 5 x 107 linfocitos se mezclan con

- w;' 0,001 a 0,1, preferentemente con 0,01 mg/ml de una poli-
20 -ornitina, preferentemente de una poli-I~ornitina de peso
c malecular 40.000 a 60.000, por término medio de 53.000, ¥y
o se mantiene durante 30 a 60 minutos a 30 hasta 409C.

e — Las aglutinaciones que estdn fuera de estos
tiempos y condiciones indicados no. se valoran como las '

25, que son debidas a enfermedades malignas. Es evidente
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ejemplo por cada une de las cavidades una solucién de po-

mediente edicidn de la dispersidn de linfocitos.
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 que no existe una seguridad de 100 % de la indicacibn diag
nbstica. Tal como se conoce para cada procedimiento’ diag-
nbstico existen también en ésté resultados erréneo—pOSiti~
vos 0 erroneo-negativos. Sin embérgo, estdn por lo general
en el margen de en cada ¢aso 2 a 3 '

El procediniento de ‘la aglutinﬁcién de linfoei-
tos_puédé realizarse de memera especialmente simple, si la
poli@lisina‘o polifornitiha ests presente ya en el reci-
piente de prueba y los linfocitos en la suspensién acuosa
se afiaden a le poli-lisina o poli-ornitina previamehte dis
puesta. DPara esto es adecuado un llamedo sistema de ensa-
y0, que consta de las placas de ensayo de meterial sintéti
co, mencionadas anteriormente, en las cuales esté presente
poli-lisina en una cantided de 0,1 a 1 /ug o poli-ornitina
en una cantidad de 0,001 & 1 /08 en cadé una de las cavi-
dadeé. ' '

Para la preparacidn de tales placas de enseayo,

li-lisina o de la poli-ornitina en agua destilada, de ma~-
nera que degpués del secado queda la cantidad mencionada

anteriormente de la poli-lisina 0 de la poli-ornitina por
cada una de las cavidades. E1 procedimiento de aglutina-

cidn puede realizarse tal como estd descrito anteriormente

gue contiene la poli~lisina o poli-ornitina, se vierte por'
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I Una place de ensayo de material sintético con ez

-vidades, en 1a que estén contenidos por cada unma de las cal.

vidades 0,1 a 1 /gg de una'poli~1isina de peso molecular
1.000 a 4.000, por término medio de 3.400, 6 0,001 a 1 g
de una poli-I-ornitina de peso molecular 40.000 a 60.C00,
por término medio de 53.000, en cada caso en forma seca,
constituye especialmente el objeto de la presente inven-

cibn. De manera similar a la poli-lisina o0 poli-ornitina

/!
propiamente dichas, tales placas de ensayo cargadas con
i \

poli-lisina o poli-ornitina se almacenan convenientemente
a temperetures inferiores a 02C con exclusidn de humedad.
En los ejemplos siguiontes se explica mds deta-
lladamente la invencidn. Se manifiesta a modo de ejemplo
la preparacidn de linfocitos adecuédos y la realizaciodn

del procedimiento de aglutinacidn.

Ejemplo 1 : )
6 ml de sangre venosa mezclada con heperina se diluyen & 1
2 con solucién de Hank y se splican sobre un gradiente de
dosAcapas, constando cada una de ellas de 5 ml de solucidn
de diferente densidad.

 Ia capa A (arriba) consta de las sales sbdica,
célcica, magnésica y metilglucaminica del 4cido metrizoico

RONPACON(R) (Cilag~Chemie GmbH, Alsbach) y de uwn copolime~

. ro, de alto peso molecular, de sacarosa y epiclorohidrina
\
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valoran con microscopio.
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FICOLL(R) (Pharma01a, Uppsale) con la densidad de l 077,

-Ta capa B (abajo) consta de las sustancias men-—
ciohadas anteriormente, pero con la densidad de 1,119.

L; diluciodn- de la sangre, aplicada sobre el gra-
diente, se centrifuga durante 20 minutos con 800 g (g =
fuerza de la gravedad). El anillo de linfocitos que se ep
cuentra sobre A se sifona, se lava tres veces en solucidn
de Hank y el mimero de linfocitos se ajusta a 6 x 1o§/m1.

Ia poli-L-lisina (peso molecular 3.400, Sigma,
Munich) se disuelve en 0,145 moles/litro de NaCl, PH 7,0,
(0,05 mg/ml). 10 /ul de esta solucidn se incuban con el
mismo volumen de la suspensién de linfocitos en placas pa
ra ensayo microscédpico (Greiner, Nirtingen) durante 30 mi
mitos a-37eC en atmdsfera himeda y'a contimuacidn se valo-

ran con microscopio.

Ejemplo 2:

Se preﬁara una suspensidn de linfocitos, tal cam
en el ejemplo 1. PoliaL—ornitina'(peso molecular 53.000,
Sigma, Mupich) se disuelve en 0,145 moles/litro de NaCl,
rH 7, 0, (0,01 ng/m1). 10 /ul de esta solucidn se incuban
con el mlsmo volumen de la suspensidén de linfocitos en pla

cas para ensayo microscopico (Greiner, Nurtln gen) durente

30 minutos a 372C en atmbsfera himeda y a continuacidn se |
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~ REIVINDICAC IONES .~

Los puntos de invencion propia y nueva, que--
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa~
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son 1los que
se recogen en las reivindicacione; siguieﬁtes:

12,- Procedimiento para la aglutinacién de |
linfocitoé, que &e caracteriza porque una dispefsién de, 
por lo menos 10°w1"1 linfocitos en un medio acuoso £isio=
logicament ¢ compatible, se mezclan con por lo menos 0,01
ng/ml de peli~lisina o con for lo menos 0,1 Pg/ml de poli-
-~ornitina y la mezela se mantiene @ 20 hasta 402C durante
por 1o menos 20 minutos.

2&,~ Procedimiento segin la reivindicacién
12, que se caracteriza porque se emplea poli-lisina con un
peso molecular de 1.000 a 100.000.

3&,- Procedimiento segin la reivindicacién
12, que se caracteriza porque se emplea poli-ornitina con
un peso molecular de 1.000 a 100,000. -

48,~ Procedimiento segin la reivindicacion

- 12, que se caracleriza porque se emplea poli-L-ornitina

con un peso molecular de 40.000 a 60.000.

5%,~ Procedimiento segin la reivindicacion
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-'ia, que se caracteriza porque 5 x 10 a 5x 107 linfoci
;tos/ml de un medio acuoso, fisioldgicamente compatible,
se/mezclan con 0,05 mg/ml de una poli-lisina de peso mo
lecular 1.000 a 4.000 y se mantienen a 30 hasta 402C du-
rante 30 a 60 minutos. ” :

68.- Procedimiento segin la reivindicacién 18,
que se caracteriza porque 5 x 10° - 5 % 107 1linfocitos/m
de un medio acuosolfisiolégicamente compatible se mezclan’
con 0,001 a 1 mg/ml de poli-L~ornitina da peso molecular
40.0C0 a 66.000 vy se mantienen a 30 hasta 40&C durante
30 a 60 minutos. "

7&.- Dispositivo pare la reailizacidn del
procedimiento segun la reivindicacidn 1%, que se caracteri-
%a por una placa de ensayo, usual en el comercio, fabrica-~
da de material sintético transparentes; que contiéne por
cada una de las cavidades 0,1 a 1 18 de poli-lisina o
0,001 a 1 pg de poli-L-ornitina.

8¢,- PROCEDIMIENTO Y DISPOSiTIVO-PARA LA
AGLUTINACION DE.LINFOCITOS.

Tal y como se ha descrito en la liemoria que an-
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~tecede y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de once hojas escritas a

maquina por una sola cara.

Madrid,gq j1.1978

5 P.A BSCO d lzaburu

for Pofle
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