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1lojn n\'unt‘l“"

R Las enfermedades cahcerosas, incluyendo tanto la
leucemia como las neoplasias malignas, 6cupan el tercer
lugar en lss causas de muerte de los seres humanos. La
progresién de las neoplasias en su invasidn del tejido sa-
no dependé principalmente de la tasz de creciﬁiento celu-
lar de las célulss neoplésicas. Aunque otros factores ta-
]
les como la localizacidn del tumor, el estado genersl de
salud del paciente y 1a resistencis inmunolbgica del. cuer-
po son significativos, la mslignidad de un tumor o de una
leucemia est3 afectada principalmente por la tasa de cre-
cimiento de sus células y es directsmente proporcionai a

dichas tasa de crecimiento. Hosta shors, el (nieco método

generalmente aceptado de detectar la mslignidad de célu-

‘|las tumorales ha sido por la observecién de su morfologia.

La morfologia celulasr indiferenciads y el apsrato nuclear
anormal son combnes a células que, anélogémente a las cé«

lulas embrionarias indiferenciadas, presentan una elevade

tass de crecimiento o de multipliecacién. El método "histo-
1égico" o morfoldgico cusutitativo hasta ahora utilizado: .
para ls diagnosis de ls malignidad.de un tumor no es com--
pletamente satisfactorio, debido a que su fishilidad resi-

de en la percepcidn visual por parte del patdlogo de signv‘
nos morfoldgicos mal definidos y al hecho de. gque, comﬁnmen;
te, se toman decisiones quirtGrgicss, de p:\?onés_’cico‘;y-de"~

otro tipo en base a la inspeccidn de unos pocos cientos de

|micras de msterisl sospechoso, Los exdmenes histoldgicos

pueden ser suplementados, por ejemplo por igualacién 0
apareamiento inmunolégico entre tumor y hudsped, sunque es-
te suplemento corroborativo, tanto si va acompailado 0 no

por ls stencidn a los signos clinicos, puede demostrar mu-




———

10

15

20

25

30
18128

_chas veces ser insuficiente o incluso clarasmente engarnoso.

'células cancerosas es atribuible sl fallo del adenosin-

l ) Haojn ru'un..2.-

Cusndo se reconoce que muchss decisiones terapéuticas, eco-
ndémicss y sociales, en el caso de pacientes que sufren
cdncer, estédn basadas enteramente en la disgnosis de la
malignidad de un cincer y el pronbdstico resultante, se apre-~
ciasrd que hays surgido la necesided de un verdadero método
preciso y.cuantitativo psra determinar los grados relativos
de melignidad o benignidad, basado en'la determinscibn de
la tssa de crecimiento celulsr. Esta necesidad es especisl-
mente sifnificativa en el caso de tumores, tales como los
pdlipos intestinales y los tumores de ovario y mamas, que
frecuentemente exhiben una gran tasa de crecimiento celulsry,
sunque parezcan ser morfoldgicsmente benignos. En tsles ca-
s0s, la evaluacién morfoldgics sola puede conducir s retra-
sos fatsles cuando deben tomsrse decisiones quirGrgicas.

La glicolisis serobis (la produccidn de &cide
ldetico a partir de glucosas en presencia de ox{geno) pare-
ce sér une csracteristics metsbdlice Gnics de las céluiss
cancerosss y embrionsriss. Los bioquimicos generalmente 25—
tén de acuerdo en que une elevads glicolisis sercbia ests
gsociada con asltos grados de indiferenciacién bioquimica,
y se ha aceptado generalmente que ls tass de glicolisis
aerobia en células tumorales estd expresamente correélacio-
nada con la tass de crecimiento celular.

. Yo he descubierto que la glicolisis aerobis en
trifosfeto (ATP) en inhibir la enzima glicolitics piruvato-
kinasa. En las células normsles, en presencia de okigeno,
él ATP genersdo por las mitocondriss inhibe esencialmente

de un modo completo y alostérico dos enzimss en la ruta
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.vfolégico, biolégico y clinico de la evolucidn de ls-enfer=~

imedad, se deduce un elevaio grado de correlscién. La Tsbla

Hoja nime 3=~

' metabbdlica de ls glucosa al ébido lactico, es decir, la
fosfofructokinasa y la piruvato-kinasa. Por consiguiente,
en tejido normal no ccurre‘glicolisis en presencis de oxi-
geno, 3in embargo, ahora paréce que en las células tumora-
les el ATP inhibe sb6lo parcialmente a la fosfofructoquino-
sa y que a la p}ruvato-kinasa la inhibe pafcialménte 0 no
la inhibe en-abéoluto. Pueden aplicarse métodos conocidos

a la determinscidn del grado en elvque las enzimas en esta
ruts metebdlica son inhibidas por el ATP. Yo he descubier—
to un elevado grado de correlacidn entre, por ejemplo, el'
grado de inhibicibn por el ATP del piruvsto-kihasa en,cé%
lulss csncerosas y el efecto de Crabtrae y Pastéur exhibido
por estas célules. Ademds, cusndo el porcentaje de inhibi-
cibn por el ATP de ls pifuvato—kinasa en muestras-de délﬁ- |
las éometidas a énsayos se compafa con la malignidad o.ﬁew
nigniééd de los cénceres en los pacientes dé los que se ‘to-

meron lss célulss, segfin se determinas por el estudio mor-

I, entre otras cosss, compars ls malignidsd relativa de
los cénceres en pacientes de variass especies con el porcen4
‘taje de inhibicibn por ATP de la piruvato-kinasa en homo?i
geneizados de células cancerosas procedehtes de-dichos pa;'

cientes,




TEJIDO

Tejido normsl
Higasdo normal
Fibrosdenoma

mamaris

Ependonoms ce
rebral

Tumor sscites
de Erhlich (ceps
Rome)

Leucemia limfoblés

tica aguda
Leucemia P-P3%88

Carcisasrcoms de
leter

Carcinoms mg=-
mario

Leucemis 1210
Glioma

Carcinoms
ovsrio

Glioma mul-
tiforme

Ascites de
Erhlich (ceps
de Paris) -

TABLA I

ESPECIE

Rata
Humana

Rata
Humana

Ratbn
Humsna_

Ratbn
Rata

Humsna

Ratén
Humana

Humana
Humana

Ratbén

ﬁ D% INHIBICION
MAXIMA DE L& PIRU

VATO-XINASA POR ATP

MALIGNIDAD

99%

99%

49%

4L0%

4%

Ningln crecimien-
to celular

Ningln crecimicn-
to celular

Muy benigno

Benigno

Baja tasa de cre-
cimiento.

Moderadamente
maligno

Maligno
Maligno

Maligno'

Muy malwgno
Maligro.
Maligno

'Muy maligno

Tasa de creci-
miento muy ele-
vada.
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[foju nﬁm‘.'s—

La evidencis experimentsl sdicbnal para el pro-

R

nuncisdo efecto de la inhibicién por ATP de la piruvato-
kinasa extraids de células cancerosss estd descrita por
M. Gosdlvez, ¥y otros en la publicacidn Cancer Resesrch
38, 142-148, (1978).

/

' .
/

DESCRIPCION DETALLADA DL INVENTO

La degradscibn escalonads de la glucoss s dcido
purtvico transcurre de acuerdo con ls ruts bien conocida de

Embden-Myerhof, e incluye ls resccidn:

@
§

ADP ATP
0 - 0]
0 \/ 0 b
\céc \C(‘)‘GH
| 2T o 'Ya 5
0 (Piruvato-kinasa)
Piruvato
Fosfoenolpiruvato

en donde ADP y ATP son respectivamente sdenosin-difosfato
y asdenosin-trifosfato. En las células sanas esta reaccidn
estd suprimids medisnte la inhibiecidn por el ATP de ls en-

zima piruvato~-kinasa. Yo he descubierto, como he indicado

‘anteriormente, que en las célulss cancerosas ls reaccidn

trenscurre en un grado mayor o menor, dorrelaciona@o con
el grado de malignidsd, en proporcidn a la extensidn me-
diante la cual el ATP deja de inhibir 13 actividad de la

pirubsto~kinasa. Asi, un ensayo preferido implics la de-~
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| terminacidn del desarrollo de la resccidn anterior en pre-
sencia de diversos niveles de ATP, calculsdos para revelar
ls extensibn, si es que existe, mediante la cusl la activi-y
dad de la piruvato-kinasa deriveds de una muestra ests me~
distizads por el ATP. La extensién de tal medistizacién
puede caracterizarse en una escals relativa porcentual pa-
rs la reaccidn anteriér, tomando el 0% como ninguna inhi-
bicién; y el 100% como inhibicibn total, y 1la "inhibicidn
porcentusl méxima de la activided de la piruvasto-kinsss"
como el punto da la escala después del cual ls adicibn de
m3s ATP dejs esencialmente de afectar adicionalmente al
progreso de ls reaccidn.

El ensayo pars la actividad de piruvato-kinasa
derivado de una muestra puede comenzarse en cualquier mo.
mento antes de 1a conversidn al fosfoenol-piruvato en la
ruta de Embden-Meyerhof (como puede verse por ejemplo er

Ja D.'Watson, Molecular Biology of the Gene pp. 34-35,

(3rd ed. 1977) W.A. Benjemin, Inc., Publ., Menlo Pasrk, Cs.)
siempre que se suministren al medio de ehsayo los sustra=
tos, cofactores, enzimas y coenzimas necesarios. (Tal como
se emplea en la presente memoria, la expresiﬁn "medio de
enssyo de piruveto-kinssa" se refiere s uns solucidn que
contiene los ingredientes activos necessrios paralel énsa~
yo de sctividad, distintas de ls solucibn de ATP posteridr—
mente sfiadida). Sin embargo, preferiblemente, la reaccién
de fosfoenolpiruvato es controlada directamente suministran
do el fosfoenolpiruvsto y ADP a ls piruvafo~kinasa derivada
de la muestra, y siguiendo espectrofotométricamenté la
feeccién resultante. |

Un método especiaslmente preferido de espectro-
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| fotometrias implica un ensayo dptico compuesto, en el cual
se vigila la influencia de la reaceibn que se estudia so-
bre una reacceidn secundsria con wn producto final observa- |
ble. Véase Pelu, FEBS Letters 50, 334 (1975) y Bucher, T.

y otros., en Methods in Enzymology, Vol. I (S.P. Colowick

and N. O, Ksplan, eds.) Academic Press,_N.Y. p.‘455; As{,

en la reaccidn compuesta:

fosfoenolpiruvato en
exceso + ADP ATP

Piruvato kinasa

‘Deshidrogenssa 1écticé en

NaDE + BV T -'excesb, afiadide antes s la
h piruvato-kinasa ’ 7
lactato &

NAD +

la actividsd de la piruvato~kinssa puede vigilarse obser~-
vando la tese de dessparicién de la»ban&a (a 340'9&) del - -
donante de hidrbégeno NADH (dinucledtido de nicotinamida~

'édenina, reducido). Lss repeticiones sucesivas del enéai@i
con centidsdes diferentes de ATP afladido, estableceridn el

punto mds alld del cusl la sdicibn de ATP deja de fﬁflueh~
ciar ls'tasa de desspsricidén del donante de hidrbgeno. Asi,
por ejemplo, en una comparacidn grifics de 13 disminucién
de la'absorbaﬁcia en ausencia del ATP y con varias_conceﬁ—
tracionesAde ATP, el méximo punto de inhibicibn slostérica

ocurrird en el punto de inflexidn de la gréfica bifésica
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' Holn nam. "8-'

;pesultante.
Iss muestras para el ensayo pueden obtenerse co-
mo un tejido entero (por ejemplo 1-10 mm5) en el caso de
tumores sospechosos, por intrabiopsis operatoris o por unas
biopsias con sgujss. En el caso de malignidades ssnguineas
gsospechadas, serd suficiente ls recogids de leucocitos por
centrifugscibén diferencial. Las muestras se conservan en
hielo dursnte la prepsracién de los homogeneizados adecus-
dos parg el ensayo. lLa homogeneizacién libers la piruvaeto-
10 kinass contenids en las células psra el ensajo e implica
la ruptura de células por técnicas convencionales que evi-
ten, en un grado Gtil, ls destruccién de los nficleos, las
mitocondrias y otras particulas celulares. Tipicamente,

la muestra puede ser colocsda en un homogeneizador msnasl
15 que estd provisto con el equipo de ensayo, en una solucidn
Jlisotbénics tamponada, y homogeneizads con diversos golpes de
un mortero. Se emplea preferiblemente desde 0,1 3 1 nl de
solucién tamponada, dependiendo del tsmafio de la muestra.
Como uno de los muchos tampones apropiados puede mencionar-
20 se una solucibn que comprende 50 milimoles de tris-HCl, pl
7,0, 0,1 milimoles de EDTA y 0,5 milimoles de ditioceritri--
ts. En la reslizscidn preferida el homogeneizado se centri-
fugs a continuacidn, como por ejemplo a aproximadamenfe
5.000 - 10,000 rpm en un tubo cfntrifugo cbébnico dursnte
25 . |10 minutos, y el liquido sobrenadsnte se dislizs frente a
égua (pér ejemplo, 2 horss s sproximadsmente 2-42C), des-
pués de lo cusl el contenido de la bolsa de dislisis se
t;ansfiere a un tubo sumergido en hielo. En el caso de mues-
fras meyores, las etapas de centrifugacidén y dislisis pue-~

%0 ~fen omitirse como se aprecisrd por los expertos en la téc-

18128
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‘Imoles de imidazol HCL, pH 7,0, 0,1 mol de KCl, 5 milimoles

lde deshidrogenass lictica., Una pequeila muestra de homogeneiyt

Hojn nnmv9-

lnica. Preferiblemente, sin embsrgo, uns bolsa de dislisis
serd suministrada con el equipo de ensayo.. Tal como se em—
plea en‘la presente memoria, el término "homogeneizado" se
refiere a un producto de homogeneizacidén que contiene en-
éima libre,itanto si va aCOmpaﬁado como no de otros restos
celulsres.

En la realizacibn mis preferida, el equipo de
ensayo o diagnéstico; incluye un medio de ensayo de piru-
vato-kinass que, cusndo se diluye cinco a diez veces con

agua destilada, tendrd ls composicién siguiente: 50 mili-

de MgGl,, 0,15 milimoles de NADH, 1 milimol de Mg ADP, 2

milimoles de fosfoenclpiruvato y'una unidad por mililitro

zado se siiade, por ¢jemplo, a 3 ml de medio de ensayo ed’
una cubets, a2 la cusl también se afiade ATP desdé ung ter;
cera szlucién para las determinsciones de ls sbsorbancia 1
del NADH a 340 @p. En determinacionesrsuqesivas se obtieyeh
diferentes concentraciones iniéiales de ATP en. 1la gubetég'
por ejemplo 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4# y 5 milimoles. Una reprec-
Sentacibn grifica de ls disminucién de ls abéorbancia fren-
te a la concenbracidn-de ATP propofcionada, en el caso de
una muestra cancerosa, el méximo porcentsje de inhibiaién
del piruvato-kinasa por el ATP. Alternativamente, como los
expertos en la técnica aprecisrén de la descrlpclén snte-
rlor, un resultado "51-no" puede determinarse comparando

la 1nh1blclén de la piruvato-kinasa a uns concentraclén
particular y 6ptima de ATP con valores previamente determiu
nados & esa concentracién con muestrss de malignidad cono-

cida, de cada tipo diferente de céncer que se somete a en-~
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En su aspecto mds amplio, mi invento reside en

el reconocimiento de que la susceptibilidad de 1la piruvato-
kinesa procedente de células a la inhibicidbn por el ATP,
estd correlacionads con la tasa de crecimiento celular re-
lativa y el grado de indiferenciacibn, y por tanto la ma-
lignidad, de las células de las que procede ls enzimg. El
invent6 proporciona por consiguiente un método vioquinmico
cusntitativo psra la diasgnosis y prondstico de enfermedades
csncerosas. 3¢ aprecisrd que el principio anterior encuen=-
tra aplicadién en diversss realizaciones ademéds de los es-
quemas preferidos sntes descritos. Por consiguiente, el in=-
vento no estd limitsdo a dichss reslizaciones, sino que so-
lsmente lo estd por el slcance legsl de las reivindicacioneg

que siguen a continuscibn.
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| presentan para gue sean objeto de esta solicitud de Paten-

| repetir las operaciones b) a d) variando la cantidad de l

| nosin-trifosfato cesa esencialmente en afectar al régimeu

fosfato afiadido.

Hojs nim. ll

L |  REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

te de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes: ‘
1.~ Un.métodovpara determinar biosintesis anor+
males en un medio bioldégico, que comprende: a) preparar ung
muestra homogeneizada de células qué contienen piruvato-
kinasa; b) afiadir una parte de la muestra a un medio de en
bsayo de piruvato—kinasa que comprende fosfoenolpiruvafo,
adenosin-difosfato, deshidrogenasa léactica, y un donante
de hidrdgeno; c¢) afiadir una cantidad especificada de adeno+
sin-trifosfato; d) determinar por métodos.aﬁaliticos ins~
trumentales el régimen de desaparicién del donante de ni-

drégego, en la‘mezcla resultante de la etapa "e¢"; ¥y é)

adenosin-~-trifosfato afiadido, hasta que se determina un

punto mds alld del cual la adicidén de mis cantidad de ace-

“de desaparicién del donante de hidrégeno.

22,- Método seglin la reivindicacién 12, en el
que se determina también el régimen dé desaparicidn def a0
nante de hidrégeno en ausencia de cualquier adenosin-tri-

) 32.- Método seglin la reivindiéacién 12, en el
que se determina la mixima extensién en la que es inhibi-
da la piruvato-kinasa por adenosin-trifosfato.

48,- Método segln la reivindicacibén 12, en el

que la determinacidén analitica instrumental se realizar por
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tojan m’mf'."la"'

| espectrofotometris,

58.- Método segln la reivindicacién 12, en el
que la determinacidn snalitics instrumentsl se realiza por
un ensayo Optico.

‘6é.~ Método segln las reivindicaciones preceden-
tes, en el que el donante de hidrbgeno, es dinucledtido de
nicotinsmids~adenins reducido (NADH).

72 ,~ Un método pars determinar biosintesis snor-
males en un medio biolégico.

Tal y como se hs descrito en la Memoris que sn-
tecede y péré los fines que se han especificado.

Esta Memoris consta de doce hojas escritas a

méquina por una sola de sus caras.

26.DIC.1978

Madrid,
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