A TR IR TR NP T TP RO S

JANISTERIO DE INDUSIRIA ¥ ERERGIA

Registro de la Propieded Industrial

PATENTE DE INVENCION

m NUMERO @ A‘l
B8 8 40608 ©

FECHA DE PRESENTACION

16.5.79

®@

Concedido el Reglstro de acuerdd
con hoe cue figura- I nros
1 M ny i eons

tenido ax ia Memorie edjunia,

PRIORIDADES:
@NUMERO

2163/78

@ FECHA
17.5.78

@FEGHA DE PUBLICIDAD

PATZNTE DE LA QUE ES DIV SIONARIA

VL] T

@Tmu.o DE LA INVENCION ».\ _ &iﬁ . ) 4
"UN MzTODO P:\.I%'\ FRODUCIR ANTISUBEROS O ANTICUERPOS CONTRA "ULiA
GLICOFROTEINA ASOCIADA CON I, CANCER"Y

@ BOLICITARTE (3)

A/S ALFRED BENZON

DOMICILIC DEL BOLICITANTE

Halmtorvet 29, DK-1700 Copenhague V, Dinamarca

INVENTOR (KL

Kurt Beekgaard Osther y Kurt Frimann Berg

v

@ TITULAR (ED

@ REPRESENTANTE

D. FERKANDO D& ELZABUE{U MARQUEZ

(P 71.989)

UNE A=~ 4 MOD, 3106

UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA

" ifg



W h A et S i b 2t A

P~ 71.989

10

15

20

25

,30

b

Hojn nam, 1

La presente invencién concierte a un método para
la preparacidén de antisueros o anticuerﬁos contra una gli-
coproteina asociada con el céncer. ’

La patente de Estados Unidos nimero 4.13%2.769
(que corresponde a la solicitud de patente alemana nimero
P 25 48 636.6) describe una proteina asociada con el cin-
cer, denominada Cl IAC. La Cl1 IAC se describe como una gli|
cbproteina asoclada con el cénger, que muestra actividad
inactivadora de C1 (actividad inhibidora-de la esterasa
Cl) y que tiene un peso molecular de 110.000-130.000 Dal-
tons, determinada mediante filtracidén por gel, y una cons-
tante de Swedberg de 6,28, de%erminada mediante ultracentr
fugacidén. La Cl IAC sérencontré en los fluidos de la pleur
¥ de las ascitis de los pacientes de céncer, en el suero
procedente de pacientes de céncer y en otro fluidos fisio-
légicos procedentes de pacientes de cédncer y, también. ed
medics de cultivo de células cancerosas humanas cultivadas.

De acuerdo con la presente invencidn, se ha en-
contrado qué una proteina purificada, que muestra los mis-
mos determinantes inmunolégicos que la Cl IAC (en otras pal
labras, que es capaz de precipitar con anticuerpos, tal com
se describe en la patente de Estados Unidos nimero
4.132.769, dirigidos especificamente contra la Cl IAC y cal
paz de inmunizar animales no humanos especificamente inmun
.zables, tales como cerdos de la raza Danish Landrace y ovgl
jas, para producir anticuerpos especificos para la Cl IAC,
tal como se describe en la patente de Estados Unidos nimer
4,132.769) puede obtenerse, haciendo pasar una solucidén qu

contiene la Cl TAC, a través de una columna de cromatogra-

fia de afinidad de anticuerpos, que comprende anticuerpos (i

movilizados en matriz, dirigidos éspecificamente contra la

TP
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_C1 IAC, y eluyendo la colurma por medio de un detergente.

Ia proteina purificada eluida de esta mancra (de-

nominada en lo gue sigue CaDet) puede caracterizarse, por-

que precipita con inmunoglobulinas dirigidas especificamen~

te contra el inactivador C1 asociado con el cancer, C1 IAC,

que se define en la patente de Estados Unidos nimero

4,132,769 arriba mencionada, y porque muestra, en un gel de
gradiente de e;ectroforesis por gel de poliacrilamida &‘&én
decilsulfato sddico (5DS PAGE), esencialmente s6l0 ung ban-
da bién definida, a unos 25.000 Daltons,

El hecho de que la proteina muestre esencialmente
s61o una banda bien definida en un gel de gradiente de SDS
PAGE (que corresponde a 95~-99 por ciento, usualoente por7ld
menos 98 por ciento, de la proteina total presente) ﬂe‘bén—
sidera, de acuerdo con los principios bioquimicos normales,
como una prucba de la obtencidn de una proteina purificade,
vy “el'peso molecular" particular encontrade en la SDS PAGE,
se’ considera como una "huella dactilar" caracteristica y ca
rente de ambigliieded, de la proteina en cuestidn,

Ia proteina purificada (denominada en lo que si-
gue CaDet) de la invencidn, que muestra determinanﬁes inmo-
nolézicos reactivos Unicamente con énticuerpos contra la C1
IAC, en otras paiabras, qué muestra determinantes inmunolé-
gicos caracteristicos de la C1 iAC, es extremadamente dtil
como antigeno para la inmunizacidn de animales especffica-
mente inmunizables, a fin de producir anticuerpos especifi-

cos dirigidos contra la C1 IAC (y, de manera inherente, di-

rigidos también contra la CaDet). En tal produccidn de anti

cuorpos dirigidos contra la C1 IAC, las ventsjes del uso de

la nueva proteina CaDet, son, en particular, gue, debido al
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- uso del antigeno purificado, se¢ obtlesns en la Ilnmunizaclion

una concentracién o titulo mucho mds alto del anticuerpo mo
noespecifico (espacifico para la C1 IAC y, de manera inhe-

rente, también para la CaDet). Por consiguiente, la nucva

proteina CaDet constituye un importante progreso en la pre-

paracién de cuerpos especificos para la C1 IAC, Tos anti-
cuerpos més especificos y més sensibles, que pueden obtenar
se cuando se utiliza CaDet para la inmunizacidn de animaies
espécificamente inmunizables, proporcionan ventajas conside
rables para el uso diagnésticorde la anti C1 IAC. Las mayo-
res especificidad'y sensibilidad (avidez) de las inmunoglo-
bulinas anti C1 IAC preparadas mediante la utilizacidn de
la CaDet como entizeno inmunizador, psrmiten la deteccidn
de concentraciones menores de C1 IAC en 1os sueros proceden
tes de pacientes cancerosos.

Aparte de sau wtilidad como antigeno, para la inmp
nizacién de animales, la CaDet puede atilizarse tembién pa~
ra la normalizacién de ensayos anti C1 IAG, y como reactivo
en ensayos de hemoéglufinacién, ¥ en ensayos rodioinmunold-
gicos.

Los anticuerpos cultivados contra la Calet, por
ejemplo en la oveja o en los cerdos, tal como se describe
en la patente de Estados Uhi@os ntmero 4,132,769 anterior-
nmente mencionada, pueden prejararse, para uso diagndstico,
de la misma manera que se ha descrito en dicha patente de
Estados Unidos ndmero 4.132.769. Asi, por ejémplo, los anti
cuefpos pueden ser incorporados a un gel de agarosa, con
orificios punzonados en el gel para la aplizacidén de mate-
rial del cual se soépeoha aue contiene C1 IAC (técnice de

Yenzini), Asimismo, por ejemplo, pueden efectuarse ensayos

s
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- RIA, utilizando bien ceca GaDet marcada con isdtopos radiong

"RT¥A. Asimismo, pueden untilizarse métodos de ensayo que uti-

Tojn nnm. 4_

tivos para la absorcion del.anticusrpo, o bien anticuerpo
marcado con isdtopo radiactivo pera la absorcidn de la

Calet, de acucrdd con 103 principibs convancionales del

lizan la ticnica de la hemoaglutinacién, de acuerdo con los
cualea se aplica la CaDst a hematies (o particulas de{légéx
o similares), y sz aplica el anticuerpo, Como se sabe aa‘un
modo gensral, es preferible efectuar los ensayos de hewo-

aglutinacién y las rcacciones andlogas, con antigeno o’an%i

cuerpo monoespecifico, puros, ‘

i

Otra utilidad de los anticuerpos cultivados éqni'
tra la proteina purificada CaDat de la presente inﬁeééiéh,
és para la administracion a ssres humanos con fines ﬁéf;é
péuticos de diversas enformedades cancerosas. Con es%éffin,
se cultivan los anticusrpos en cerdos, por ejemplo, én'cér—
dos de la raza Danish landrace, y el éntisuero obtenido del
cerdo inmunizado, se somste a un fraccionamisnto del suero,
para obtener su fraccidén de inmunoglobulina IgG sustancial-
nente pura, ya que se ha encontrado (véase la patente de £8
tados Unidos ndmero 4.132,769) gue las inmunoglobulinas Igd
del cerdo son to;éradas por los seres humanos, a causa de
que aguéllas no inmurnizan a los seres hurenos por adminis-
tracién parenteral, )

Una utilidad edicional de los anticuerpos cultiva
dos contra la CaDet, es como anticuerpos en la cromatogra-
fia de afinidad de anticﬁerpos para la preparacién de CaDet
a partir de flaidos que contienen C1 IAC,

Como se ha indicado arriﬁa, la Calet puede prepa-

rarse a partir de una solucidén que contiznme C1 IAC, madiante

»
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_una técnica de crcmatograiia de afinidad de anticuerpos, ¥

-deternminado por filtracidn por gel, cue se indica en ls pa-
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mediante elucidn con un detergente. F1 pe2so molacular 8UY
PAGE de avroximadanente 25,000 Daltons, difiere consilara-

blemente del peso moleéular de 110,080 a 130,000 Daltons,

tente de Zstados Unidos nimero 4,132.769, Sin embargo, el
hecho de que la proteina, una vez purificada, deja uneg ‘Loz
1lla dactilar" en un gel de gradiente de acrilamina SDS PAGE,

amerte

e

g un peso molecular particular, no implica neczsar
gue la pfoteina, en gsu forma nativa, tenga el misme peso mg
Jecular, N

El peso molscular de unos 25,000 Daltons que se
encuentra.en el zradiente SDS PAGE, coaparado con él piso
molecular de 110,060 a 130,0C0 Daitons, encontrado anterior
mente mediante filtracidn por gel de la proteina C1 IsC, po
dria indicar que la CaDet es un producto de descomposic.dn
del inzctivador C1 asociado con el céﬁcer, nativo (C1 I4C),
habiendo sido formado dicho producto de descomposiciba, por
ejemplo, a causa de tratamientos con detergente en la etapa
de elucidn y/o a causa del tratamisnto con SDS, y habiendo
retenido aguél los determinantes inmunoldgicos de la C1 TAG,
o bien podria indicar que la C1 IAG, tal como se describe
en la patente de Estzados Uhidos ndmero 4,132,769, no es una
proteina pura, sino que es nas bien un conglomerado de va-
rias proteinas que muestran un ofecto inhibidor de la este-
rasa C1.,

Una filtracidn por gsl de la C1 IAC cruda sobre
Sephacryl S-200, en Triton X~100 a2l 1 por ciento, tampdn de
fosfato, solucién salina (¥B3) (pH = 7,2), cloruro sddico

1 M, dio como resultado la elucidn de tres picos gue precipi
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una solucidn. gque contiene un componente que precipita con an
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dos Unidos nutmero 4.132.769, correspondiendo un pico a un
peso molzcular de 90.000 a 100,000 Daltons, correspondien-
do otro a 50,000~55,000 Daltons, y correspondiendo un ter-—
cero a 25.000-30,000. Esta filtracidn por gel se describe
con mayor detalle en la seccidn experimental. El peso mole
cular encSntrado nediante esta filtracidén por gel, parsce-
ria ajustarse a la presuncidén de que la C1 IAC es un céh;
glomerado & varias unidades, L

/’ Sin embargo, independientemsnte del carécter‘qxag
to de la relacién quimico-proteica entre la C1 IAC y la
Calet, se ha encontrado que la Cabet, tal como se ha ékﬁli—
cado arriba, es un antigeno extremadamente velioso béﬁé:ﬁrg
ducir anticuerpos monosspecificos de alto titulo cont?é;iav
1 IAC, mgstrando tales anticuerpos la misme utilidad Qué
la anti C1 IAC descrita en la patente de Estados Unides ad-
mero 4.132,769, pero con la ventaja adicional de su mayor
titulo y de su cardcter altamente monoespecifiéo. '

Ia presente invencién se refiere tembidn a un mé-
todo para preparar una proteina (CaDet) que precipita con
anticuerpos espscificos para la C1 IAC (tal como se descri-
be en la patente de Estados Ynidos nimero 4,132,769) vy cue
muestra el modslo de gel de gradiente de acrilamida SDS PAGE
arriba mencionado, aparecisndo del 95 al 99%, usualmente por
lo menos el 98%, de la proteina, como una banda inica & unos

25,000 Daltons, comprendiendo dicho procedimiento someter

ticuerpos dirigidos especificamente contra la C1 IAC, a una
cromatosrafia de afinidad de anticuerpos, utilizando anti=-

cuerpos inmovilizados en matriz dirigidos especificamente




10

15

20

25

30
08069

HHo)n niine 7

€

_contra la Cl1 IAC, ¥ eluyendé la Calet unida al anticuerpo.

Esta cromatoszrafia de afinidad de anticuerpo se efectda ade
cuadamente, utilizando una columng de los anticueroos inmo-
vilizados en metriz, de una manera en si conocida., Ia pre-
sencia de la CaDet en el eluato puede demostrarse por medio
de la antgriorménte mencionada electroforesis con gel de
gradiente‘SDS FAGE sobre el eluato, de ecuerdo, por ejamp;o,
con el método dsscrito en la siguienie seccidn experiméntal,
y la vigilancia de la elucidén ds la Calet se efectia adscug
i . .
damonte;mediante espeetrofotometria, para determinar la pre
sencia de proteina en el eluato, Ia actividad de ¢1 IAC de

las fracciones de eluato se determina, adecuadamante, me-

diante ensayos de inmunoprecipitacidn, vor ejemplo, midien.-

‘do el didmetro del anillo de precipitacién en un ensayo Lian

zini, wtilizando enti C1 IAC tal como se describe en ia pa-
tente de Estados Unidos ndmero 4.132.769 arriba mencionada,
Se establecen unas condiciones adecuadas para la
carga de la columna, de acuerdo con los princiéios-muy conp
cidos de la crometosrafia de afinidad de anticuerpos, y un
e jenplo de condiciones adecuadas aparece en la seccidn expe
rimental siguiente. Ias condiciones para eluir la columna

estdn destinadas a eluir la proteins CaDet, fal como se ha

caracterizado arriba se ha enconiraBo que un tampdén ade-
. s q L

cuado es aquel gue contiene 0,1% de Triton X—100,'cloruro
gédico 1 M y PBS de pH 7,2. No existe ningune razdn para
creer que el Triton X-100 sea el Unico detergente que es ca
‘paz de eluir la C1 TAC desde la columna, sin destruir el an
tigeno (o la columna de anticuerpo), ¥y se halle dentro del

alcance de esta invencidn, el utilizar otros detsrgentes de

tipo idnico, tales como el dodscilsulfato sddico (SDS) o de
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1 L. $ipo no i6nico, para la elucidn de la Calet desde la colum-
na. '
Ia solacidn aplicada a la columna y que contiene
un componente que precipita con anticusrpos contra la C1
5 TIAC, puede ser una preparacidn cruda qus contiens €1 IAC
tal como fluido de pleura o de ascitia procedente de pacien
tes cancerosbs, o medio de cultivo procedente del cul*ivc
de ce¢lulas cancerosas humanag, ambos tal como se descfiﬁén
en la patente de Estados Unidos nimero 4.132.769,'arrigé4
10 mencionada, 0 bizcn puede ser, adecuadamente, una prevera~
cidn parcialmente purificada de la misma, tal como lévbfé—
paracién purificada por cualquiera de los métodos de éaéog
éién y de filtracidn por gel, descritos en dicha pétéﬁié;
de Lstados Unidos ndmero 4,132.769, preferiblemente, ﬁﬁ‘prg
15 dueto preparado por el mitodo ”Sephadex"(R) A50M), déscrito
en la patente de Estados Unidos nimero 4,132,769, el cual
nétodo comprende adsorber el material que contiene la C1 IAQ
con un cambiador. de anioﬁes (por ejemplo, "Sephadex" (R)
A50") y precipitar el msterial que contiene C1 IAC proceden
20 te del eluato, desde el cambiador de aniones, dializer el
precipiﬁado, disolverlo en solucién de cloruro sédico, ¥y
liofilizarlo, Otros materiales de partida que contienen C1
I4C, que son adecuados para utilizarlos en la prepargcién
de la Calet, son el fluido de placenta y los fluidos rela;
25 cionados con la placenta, Se ha encontrado en la placenta
una alta concentracidn de C1 IAC, y dado que la placenta es
una fuente de proteinas humanas, de la que se dispone sin
ninguna clase de restricciones legales o dticas, la prepara
¢ibn de anticusrpos contra C1 IAC, utilizando, como entige-

30 no, la C1 IAC derivade de la placenta, preferiblemente, la
08069 )
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_ CaDet preparada a partir de placenta, constituye un impor-
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res de enzimas o destructores de enzimas, inmovilizados, pu
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tante aspecto de la presente invencidn. E1 hecho de que la

[0

lacenta contenga G1 TAC, dsbe ser tomado en consideracidn
, .

7

para interpretar el ensayo diamédstico de mmestras proce-

dentes de mujeres embarazadas, por medio de anti €1 TAC cul

tivada copira C1 IAC o CaDet, pero no estd en desacuerdo

con el cardcter anieriormente descrito ds la €1 IAC cemo

una proteina asociada a varios tipos de cdancer, en lOo abe

la C1 IAC protege lau células car ncerosas qus crecen Como

’

para51tg n el tzjido humano, dg ser destruidas por ei

sistera inmunitario humano, De una manera completamente si

milar, la G1 IAC puede ser la proteina neutralizadora del
sistema inmunitario, que hace que el fzto sea capaz de fi-
jarse al dtero, y de crecer

en 61, sin ser atacado por el

sistema inmunitario de la madre.

41 igual gque cuslssguiera otras mezclas bioldgi-
cas, a partir de las cuales ha de aislarss una proteina que
estd presente en proporcioncs pequefias o relativamente pe-
quefias, las soluciones de partida, que contienen C1 IAC,
wtilizades para la preparacidn ée la CaDet, que se Gescri-
ben en esta memoria, se tratan preferiblemente para sepa-
rar, nsutralizar o destruir la actividad proteolitica exis-
tents en ellas,foor ejemplo, mediante la adicién de un des-
tructor do enzimag o inhibidor de enzimas, tales como inhi-
0 Trasylol(R), 0

bidor de tripsina d= soja, poli~-L-lisina,

haciendo pasar la solucidén a través de columnas de inhibidg

diendo tratarse las inmunoglobulinas anti €1 IAC, utilize-
das en lz columna de afinidad de anticuerpos, también, antes

ds su inmovilizacidn o uso, para eliminar de ellas cual qulcr
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-actividad proteolitica, mediante tratamisnto de la misma ma

nera, proferiblomente, hacidndolas pasar-a través de una co
lumna de inhibidor dz enzivas o destr&ctor de enzimes, inmp
vilizados en matriz,

Ias inmunoglobulinas anti €1 TAC utilizadas en la
columna dg cromatosrafia de afinidad de anticusrpos, pusden
ser inmunoglobulinas cultivadas de una manera en si ccnoci-

-

da, contra C1 IAC, tal como se describe en la patente aelEg
tados Unidos ndmero 4,132,769, arriba mencionada, ¥, éﬁgfe—
: : o

riblemeéte, si es necesario, pueden ser absorbidas, de'mang
ra que se aumente su espzcificidad, o pueden ser inmuh5gio~
bulings caltivadas conira CaDet., La inmovilizecién de las
inmunoglobulinas en una matriz, seefectia adecdadaméﬁﬁég‘fi
jando las inmunozlobulinas, covalentewenie, a una mat?ig;
tal como agerosa reticulada, por ejemplo "Sepharose(R)4B“,
dz acunerdo con principios muy conocidos, Preferiblemente}
log anticuerpos se fijan hasta tal punto qua la cantidadvtg
tal de anticuerpo fijada covalentenmente a la‘métriz, corres
ponda a, como mdximo, el 85% de las inmunoglobulinas utili-
zadas en la etape de fijacidn covalente., De manera andloza
a 1o que se ha descrito en la revista Scand., J. Inmunel. 6,
77 - 86 (1977); esto da como resultade la méxima recupera-
cidén desde la columna. N v

Pers el almacenamiento (preferiblementela ~709C o

a +4°C) y uso posterior, el eluato qus contiene Calet 'se

concentra adecuadamente hasta un pequedo volumen, que tiene

una concentracidn de proteinas del orden de 10 gammas por

m) o superior, Esta operacidn de concentracidén puede efec-

tuarse, por ejemplo, mediante conductos de dialisis y saca-

rosa, o mediente una célula de concentracién (por ejemplo,

D
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- ifillipore) que tiene un filtro con una froccidn de peso no-
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Plogre oy

e

|
|
j

Iecular ds 1C.C00 Daltons. Ia presencia de un detergente en|
el eluato, cstabiliza la Calet, la cual, de otro modo, comoi
cualquier proteina purs en ung solucidn acuosa, tenderiz o |
ser inestable. Otros estabilizadores adecuados gue pueden
ser utilizados, son el $D3 (por ejemplo solucidn al 0,1 ol
0,2%), la alblmine de suero bovino (B3A) (por ejemplo »n mo
lucidn al 1¢¥) u otras protefnas o péptidos, no humanos, ade
cuados, que no interficran con ¢l uso & que se Qesting la
CaDet. Alternativamente, puede utilizarse la adicién de
aproximadanente un 255 en volumen de etilenglicol. :

Parva ser utilizada como un antfgeno para la inuu-
nizacidn de animales, se combina adecuadamente la CaDet,
preferiblemente estabilizada con, por ejemplo, Triton X-100
o 3D, con un portador, subsiguientsmente a ura didlisis
versus, por ejemplo, tampén de fosfato (PB) 20 mmolar, 0,1/
Triton ¥-100. El portador puede ser, por ejemplo, Blue Dex-
tran 2000 (dextranc de peso molscular aproximadamente
2.000.000, gl cuzl ha sido fijado covalentemente Cibacron
F3 GA) ¥y materiales macromoleculares similares, a los que
estd unido un 1igéndo que Tija proteinas, de acuerdo con el
mismo mecenismo que para el Cibacron F3 GA. Asimismo, es
util una combinacién{con coadyuvante de Freund (completo o
incompleto). Para ser wtilizada en la inmmizacién, la
CaDet puede fijarse también a otros diversos portadores en
s{ conocidos, con fines de inmunizacidn, por'ejemplo, PRD,
alblmina procedente de las esPeéies animales inmunizadas,
ete. |

Ta inmmizacidén de animales especificamente inmu~

nizables, por ejemplo, cerdos, se efectia, adecuadamente,
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. de la misme manera gue sc¢ ha descrito’sn la patente de Eo-

tadog Unidos nimero 4.132.7€9 arriba meacionada, ¥y, como
ejenplo, se puede inmunizar un cerdo mediante cuatro inyec

'3

ciones e¢n el cuello, con wn intervalo de wnos 14 dias, uti

‘ligando, pore cada inycccidn, una cantidad tan pequefia co-

no 2 gamnas de CaDet, en solucidn acuoza estabilizada, por
éjomplo, con 0,1% de Triton X-10C, combinada con una partd
igual en volumen de coadyuvantc &e Freund., ILa vigilanc{éj

del desarrollo de la recogida de antisuero desde el aﬁiﬁél,
pucde eféctuarse de acuerdo con los métodos descritos en lé

.....

feriblemente CaDet como antigence para vigilar el titulb:de?
anticuerpo., S

Aungue se ha descrito arriba la cromatografi$ de
afinidad de enticuerpo, utilizondo una columna, es evﬁdehte
gue se puede utilizar para los fines de la presente inwven-
cién,-cualquier otro método de cromatdgrafia de afinidad de
anficuerpo, utilizendo anticuerpo inmovilizado, por ejem-
plo, una operacidn discontinua o la ejecucién de la cromato
grafia en centrifugas, de una manera en gi conocida, y ta-
les equivalentes evidentes se cncuentran dentro del alcance
de laApresente invencidn. '

Como alternativa de la cromatografia de afinidad

de anticuerpos, se pueden utilizar otros mecanismos de cro-

matozrafia de afinidad, de una menera similer, utilizando
en todos los cesos, como material inmovilizado on matriz,
wn material por el cual tienen afinidad la C1 IAC y la
CeDet, por ejemplo, enzimas que son inhibidos por la C1‘IAC
en particular, proteasas taies como plasmina y esterasa C1
activada, y otros materiales por los cuesles tiene afinidad

e
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_la C1 TAC, por ejemplo, lecitinas, talss como Con 4, ligrn
dos hidréfobos, Bluc Dextren y otros materiales gue contis
nen un ligando del tipo del Cibacron I3 GA, cic.

SECCION EXL BRI SR PATs

‘Filiracién por gol. ’

Con el fin de caracterizar adicionalmentec la C1
iAC cruda, determirando un peso molecular o sus pesos molg
culares en un detergente suave, ¥y comparando éste con el
peso molescalar de la CaDet, se efectud una filtracién por
gel en “Sephacryl G-200" (un gel preparado por reticula~
cién covalente de alildextrano con N,N'-metileno-big-acri-
lamida, margen de exclusién 5.000 & 200.000 Talbons). El
tampén del. gel fue cloruro sédico 1M, tompén de fosfato
20 milimolar (PB), pH 7,2, que contiene 1 por cilento de
Triton ¥~1C0. Debe presunirse gque los pesos moleculares de
terminadoa de esta manera, son aproximadamente similares a
los pesos moleculares de las formas n&tlvas de la C1 IAC
cruda.

El experimento s¢ efectud de la maners. siguiente

Se rellend wna columna Pharmecia K: 2,6/1CC, con
Sephacryl G-200 (didmetro de la columna 2,6 cm, longitud

100 em) por medio de 2 a 6 vollmenes de lecho de tampbn del

gel. Despuds de afiadir otros.tres volumenes de lecho de ‘tam

pén del gel, se estabilizé la columna. Después, se calibrd
la columna por medio de 5 mercadores moleculares conocidos,
que tenizn pesos moleculares de 12.400, 17. oCC 25.0CC,
45.000 ¥ 67.0C00, disolviéndose los mercadores en 5 ml de
tampén'del gel. Desppés Ge la aplicacidn de los mercedores,
se lavé lz columna con tampén del gel. Se recogieron froe-—

ciones de 5,3 ml y se determinzron los correspondientes va

e
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~lores de densidad dptica a 230 nm, por medio de una cubsia
de paso, para equilibrar la columra. En 5 ml de tampdn del
gel se disolvid una empolla de €1 IAC semipurificada y lio-
filizada (preparada com§ se¢ ha descrito en la patente de T

tddos Unidos ndmero 4.132.769, columna 31, arriba menciona-
da). Despuds de la aplicscidn de esta muestra, se recogie-

ron fracciones del eluato y se efectusron medidas de le den
gidad déptica a 230 nm, como ze ha descritc arriba. Estolaio
como resultado una curva de elucidn de proteina como sé;i-
muestra eh la figura 3. Para separar el exceso de Triton

Lt . . : > 0 . - !
X=-100, las fracciones 16 a 60 se "dializaron" individualmen

agarosa), que fucron czlibradas previamente en O,1ﬁ'd¢fifi-
ton X=-100 + tampén fosfato 2C milimolar ("tampdn de diﬁli?
sig"), de la siguiente monera: primerasente, se cargafpﬁ"
las fracciones individuvales en las columnas G-10. ﬁesﬁués,

se efectud un lavado con entre aproximadasente 2 y 3,5 ml

Ias muestras eluidas (“dializadas") se sometieron directe-
mente & un ensayo de Manzini anti C1 IAC (véese la patente
de Estados Unidos ntmero 4.132.769), correspondiendo cada
una de las muestras dializadas a la fraccidén de la filtra-
cidn por gel que se aplicaba a un orificio perforado en la
placa de Fanzini. Al cabo de 48 horas, se determiné el did-
metro del anillo de precipitecidn. Los resultados se repre-
sentan graficamente en la figura 3. '

Como se ve en la figure 3, hay un pico peguefio pa
ra 90,000 a 100,000 D=ltons, y un pico elaro (el mayor) pa-
ra 50,000 a 55,000 Daltons, seguidos por un hombro para

25.000-30.000 Daltons. Una comparacién de estos resultados

s

.
N3

te, por medio de colwmszs pequefes de G-10 Sephadex (gel dé}

de‘"tampén de didlisis", dependiendo del volumen de entrada.
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con el modelo de la SD3 PAGT de la Calet Jugtifice la pre-

suncidn de que la CsDet (iddntica o casi iddntics a la C1
I4C pura) muestra un peso molecular complejo o pesos molecy
lares ccuplejos. en detergente no i6nico. Los complejos de
C1 IAC pueden haber gido formados por las espccies de
25.000 Daltons, puesto que en la Ffiltracidn por zel arrida
mencionada, pedian cbscrvarse especies tanto de 25.0COgrcu—
mo de 5C.0C0 y.de 100,000 Daltons. Cusrde se efectud la
ma filtra C1én por gel, sin detergente, so ohservéd wn pice
ancho en el margen de T75.C00 a 125.000 Daltons.

Preparacidén de la CaDet.

10 ol de anti C1 IAC (absorbida) cultivada en cer

do, ¥ prejarada y absorbida como se¢ describe en la patente
de Estados Unidos ntmero 4.132.769, se mezclaron con 10 il
de bicarboneto sédico (C,1 molser), que contenien clowrure b
dico 0,5 moler, pH 8,3, Se suspaniieron ¥ se lavaron 2 g de
zel seco de "Sepharose 4B! activado por CEBR (2garosa reti-
cuiada) en decido clorhidrico 10'3 molar (en total 400 ml).
Despuds de filtracidn (embudo Blichmer), se mezcld el gel
con la solucién de anticuerpo arriba mencionada, a 1a tempg
ratura ambiente, j con °”ltq0L6n lenta durante 2 horas. Des
pués de la copulacibn con el anticucrpo, se lavé el gel con
tampén de carga {acetato sédico 0,1 molar, pH 7,2) que con-
tenfa un 15 de etanolamina. Se eéga& ficd el gel bajo va-
cio, ¥ se cargd en una columna de cromatogralfia K9/10 Phar~
ﬁacia, v se lavbé con 10 volimenes de lecho dc.ﬁampén'de cer

ga v, despuds, con 10 voldmenes de lecho de tampén eluyente

{cloruro sédico 1 molar) + 0,15 de Triton X-1CC, solucidn de

tampén de fosfato (FBS - pH 7,2). Bste ciclo de lavado se

-

efectud 5 veces. Despuds,. la columngz estaba lista para la
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|_aplicacién de material qus conticne proteinas reactivas con

mo material liofilizado gue contenia C1 IAC, que se utiliszd
para la Tiltracidn por ﬁel arviba descrita, EL material 1lio
filizado se disolvid en 5 ml del tempén de carsa arriba ded
erito. Lo columna se lavé con tampén de carga, hasta que sé
hubo arrastrado por lavado la brotoina no fijada a la colum
na. Todas lns fracciones arrastrades por lavado deade ié'ég
lwsna, ¥ registradas en espectrofotdmetro con cubeta dé:ﬁé-
50, =e désignaron como "lavados", Después; se eluyd la'és—!

lumia mediante el tampén de elucién arriba mencionado, en !

Se reunieron los eluatos y se concentraron pbffmg
dio de conductds de didlisis/sacarosa, hesta un volumeh'dé
wios 2 ml. Esto se denomina "eluato". Se efectud la misma
operacidén de concentracién desde 40 ml hasta unos 2 mli,ebn

los "lavados" arriba mencionados. La proteina cruda que con

La carga, el lavado ¥ la elucibn se cfectuaron a 49C,

Ie "entrada", el "lavado y el "eluato", se ensaya
ron para Geterminar la presencia de fijacién de proteina a
la anti C1 IAC, descrita en la patente de Estados Unidos ny
mero 4.132.769. Esta deterﬁinacién se efectud utilizando
placas de gel de agarosa de lanzini, coladas, gque contenian
antisusro porcino, En los orificios perforados en la placa,
de 5 microlitros, se aplicaron muestras de ventradat, "lava
do" y "eluato". Se observé una precipitacién en los tres ca
508, ia cual tenfa un aspecto similar a las precipitaciones
gque se ven en la figura 2.

En la tabla siguiente, se relacionan los resulfa-

>

fracciones de 5 ml. B

tenfa C1 IAC, aplicada a la columa, se determind "entradal,

anticuerpos contra C1 IAC. En este caso, se ubilizd el mis-
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TABLA T
Experimento Precipitacidn en volumen Zona de preci
ne 465 con anti-C1 TAC pitacidn :
entrada 3,0 positiva 10 ym ?
Concentra élavado 1,0 positiva 10 rm
do de eluato 1,0 nositiva 14 mm

I2s zonas de precipitacidn indicadas en la tabla

antefior, son-log didmetros de lz precipitacidn, determina-
dos mediante la téenica de Ienzini (SRID), -

- De esto se deduce que se encontrd actividad ée o1
IAC en la "entrada", en el "lavedo" y en el "eluato". En
otro experimento (ndmero 471), se encontrd lo mismo.

La "entrada", el "lavado" y el "eluato" se sone-
tieron a electroforesis $D3 PAGE (longitud 15 cm, gradiente
8 a 20%, espesor 0,75 mnm, seleccionado como un método ade-
cuzdo). Fl resultado de los experimentos resglizados con la
“eﬁﬁrada", el "lavado"™ y el "eluvato" en l2as condiciones an-
teriorez, se ven en la figufa'1, Se observa gua del 95 al
99¢% de la fraccién de proteinaz asociada con el cdncer, some
tida a tratamiento.en estas condiciones, aparece como una
benda (véase figura 1, nfimeros 5 y 9, eluatos reunides de
la fraccién de proteina asocisda con el edncer. Basdndose
en cdlenlos con los marcadores moieeulares de 12.400, 17.ECC
25.CCC ¥ 45.000,.tal como se ve en la figuras 1, nimsro 1,
ndmero 6 y ndmero 10, se observa que el peso ﬁolecular de
la fraccién de proteina agociade con ol cémeer, tiene un veg
lor de éprqximadamente 25,000 en eate sisteme (en condicio-
nes no reductoraé, es deciy, sin ﬁercapﬁo stanol).

Inmnizocidn de cerdos
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- Para la inmunizacidn de ccrdos, se disuelven de 1

o
Tlogn faom 10

a 5 gammas de Calet, con 0,1 de Triton X%-100, en 1 ml de
solucidn salina, y se mezcla la solucién con 1 ml de coadyu
vante de Freund (complefo o incompleto).

Ia operacidn de inyecctar al cordo ¥y la rzcozida
del antiszuero, etc., se lleva a cabo como se describe en la
patente de Tstados Unidos numero 4.132.769, arriba menciong
da. Después de 3 a 5 inyecciones, con intervalos de 2 ééié—
nas, se¢ observa en ¢l cerdo un anticuerpo especifico, f@f;

{
[ . - o .. . A
mando el enticuerpo especifico un precipitado bien definido

-

/
frente a la C1 IAC oruda y frente a la C1 IAC, preparada co

mo se deseribe en la patente de Estados Unidos amterior.
Sin embargo, como se comprueba por el tammrio ie'los'aﬁiiibs
de precipitacién en la téenica de Manzini, el anticuerbé'ég
pecifico cultivedo frente a CaDet, parece tener un tifulo
que es aproximadamente 10 veces mayor que el titulo oﬁteﬁi—
do cuando se inmuniza la C1 IAC, como se describe en la pa—
tente de Estados Unidos ndrero 4,132,769 arribe nmencionada.
41 ipgual que los anticuerpos cultivados frente a CH IAC,
los enticuerpos cultivados frente a la CaDet, reaccionan
por precipitacién contra la proteina C1 IAC asociada con el
céncer, preparade como se describe en la patente de Estados
Unidos ntmero 4.132.769 erribzs mencionads, y contra la CaDet
purificada mediante la téenica de elucidn descrita en la
presente memoria, asi como contra los sueros ¥ los fluidos
fisiolbgicos procedentes de pacientes de cdncer, utiliz;n—
do, por ejemplo, la téenica de Manzini deserita en la paten
te de Estados Unidos ntmerc 4.132.769. Un cjemplo de una
placa de Manzini adecuada (con un aumento de unas tres ve-

ces) se ve en la figura 2. Los sueros procedentes de hembras
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de wn cdncer clinicamente dstectable) no musstraon precipitn

i

cidn, ni frente zl enticucrpo, preparedo de scuerdo con la

patente de Estados Unidos nfiero 4,132,769, ni frente al o
ticuerpo cultivado frente a la Calet. lediante la técnica
de Ouchterlony, se encuentra una identidad entre el amtisue
fo anti-C1 IAC, como ae describe en la patente de Egtados

4

Unidos nlmaro 4.132.769, ¥ la anti~-CaDel.

Otras carscteriszticas de la oroteina asocicda con

el céncer

To muestra de C1 y AC liofilizada, utilizeda como
materizl de partida en el nétodo de Tiltracidn por gel érpi_
ba descrito, se sometib a carscterizacidn en lo que'réspeé~
ta a la sensibilidad de sus propicdades antigenss frenfe al
pll. Se obtuvisrcn los siguientes resultados:
Sensibilidod frente =21 pH en lo que respecta 2 las propicda

des antizenas de la C1 TIAC.

pH Precipitacidn con entisuvero anti-C1 IAC
2,5 | ninguna

3,5 ' ninguna

4,0 , positiva

5,5 ' ‘ ' _positiva

9,5 positiva

10,0 ninguna

Se observard que las propiedades antigenas se des
truyen a un'pH 3,5 e inFerior, y a wn pH de 10,0 y superio-
res.

Se investiéé la sengibilidad de la misma prepara-

cién de C1 IAC en lo que respecta a la sensibilidad de sus

R

PO
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Productos quinicos

ant{genas frente a diversds
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nroductos quimicos.

tabla siguiente:

Precivitacidn con anti

suero anti-C1 IAC
N OKSCHI " ninguna
31 urea (inecl. 0,47 etanolamina) positiva
124 SD3 + 10; Berol itiva
5¢ 3D3 positiva | .
164 8D3 4 107% Triton X~100 "positiva ..
0,15 Triton X-100 positiva (anillo-ia-,
yor™)
R
3 KSCH (inel. 1Y etanolesmina) positiva (anlljc e~
nor™)
M urea positiva . .
811 uvea, 2 minutos de calentamiento
a 96¢C negative
81 urea + 0,45 mercaeptostanol positiva -
81 urea + 0,49 mercaptoetanol, 2 mi
nutos de culcnt smiento a 969 negativa

0,2¢ SDS

0,2¢ SD3, 2 minutos de calentamien-
to & 962C

0,2 3D3 + 0,4% mercaptoetanol

0,2¢ SDS + 0,45 mercaptoetanol, 2

mlnutos de calentamlento a 9690

0,2 Triton X-100

0,2¢ Triton X-100 + 0,4¢! mercapto-
etanol 2 minutos de calcntamlento
2 96°C

positiva (anillo ma-
yor®)

negativa

positiva

negativa

positiva

negativa

%) Ia razén de la prec¢oltu016n cn forma <e anillo mayor,
gue indica Teyores antigsnicidades, podflw ser que estos

productos quimicos disuelven los agregedos de

proteinas

asociadas con el capcer, del tipo presente.

#%) A pesar de la presencia deetanolamina al 19,
son algo reducidas

dades antigenas
¢cia de sulfocianuro poté51co 3.

>

Jas propie

debido & la presen~-




10

20

25

30
C6069

-~
Hogn ntun {:-1

4

- Se observaerd gque las propiedadcs antisenas se

pierden por la influencia del sulfocianuro notdsico 33 por
si solo, ¥y ouve lss vropiedades antizenas porecen conservar-
se en los oiros casos. 3in embarso, ¢l calentamiento destrn

il

ve slempre las propiedades antigenazs.

O

sateriel alternativo nara la inmunizacidn de animoles

En wn aspecto particular de la presente inveﬂcién,

se ha encontrado gue se pusde rezligzar una imunizacidn de

e nes o wen rarn +

|
!
i
'

animales, aunque con resultados menocs buenos gue los raiule-
] - «

tados oq%enidos con la Calet, cuando se utilisa un material
sobrenadante, preparado como se describe seguidanente: gélj
las de sarcoma ostedgeno de origen humano, se cultivaron en
nonocapa, en lLEXN de Eagle, éon cal de Hank y suero de,tgrng
ra fetal al 5%, con glutamiﬁa afiadida, como se describe en
la péiente de Estados Unidos niumero 4.132.769 arriba mencigc
nada, Despuds, las células mds el 1liquido de cultivo, se
congelaron a -3oéc v, seguidamente; se centrifuzd la mezcla
resultente, y se utilizd el material sobrenadante para inmu
nigar cerdog, de la migma manera gue se ha descrito arriba.
e cree gque ia congelacién produce como resultado la citoli
sis o destruccibn ZJe laslcélulas, para liberar las proteinas
incluido un antigeno.

| Es de seiialar gue este material'sob:enadﬂnte, des
puds de mezelarlo con coadyuvante de Freund, podria ser uti
lizado directamente para immunizar cerdos. En este inmuniza
¢idn, los cerdos producen un anticuerpo especificemente reag
tivo con la CGaDet ¥ con la G1 IAC, v con los sueros de cén-
cer humsno o con los fluidos Tisioldégicos procedentes de pa
cientes de cdncer. Despuds de someter las células cancero-

sas humanas a las técnicas arriba descritas de cultivo y de
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congelacidn, se puede efectuar cualguier purificabion desed
da de las mismas, poi ejemplo, utilizando el método descri-
to arriba para la preparacién de la CaDet a partir de un ngl
terial crudo que contiene C1 LAC.

De acuerdo con los principios descritos en la pa-
tente de Estados Unidos nlmero 4.1%2.769, los anti%ﬁexpps
cultivados frente a Cl IAC pueden ser sometidos a ﬁodifica—
cién o fragmentacién, de manera que se obtengan fr;gmgéébs
0 modificaciones de los mismos, con diversas final&dades,
de una manera muy semejante a la descrita en la pateﬁéé“ae

Estados Unldos.

Pava una mejor comprensidén de los dlbuaos regla—
- i B
mentarlos hay que sefialar que: L

L

"En la Figura 1. Los ntmeros situados encima 'de la

raya se ré;ieren a los/ug cargados. El significado de los

nimeros situados debajo de la raya es : 1 = marcadores ;

2 = Cl IACQbruto; 3 = "Lavado" N9V465 y 4= - ;'5 = Eluato
ne 465 reuﬁido ; 6 = Marcadores ; 7 = "Lavado" n@ 471 ;
8 = - 3 9 = Eluato n2 471 reunido ; 10 = marcadores.

: En la Figura 2. 1 = gel de agarosa ; 2 = Agujero

perforado y 3 = anillo de precipitacién.

Em la Figura 3. A = Proteinas ; B = Ensayo de

K

Manzini; Eae vertical izquierdo = Log Mv ; Eje vertical de-
recho ; Ensayo de Manzini, en mm.,EJe horizontal = NQ de

las fracc1oneo.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de paten-
te de invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son 1os cue se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

la.- Un método para producir antisueros o anti-
cuerpos contra una glicoproteina asociada con el céncer
que presenta actividad inactivadora de Cl (actividad inhi
bidora de la esterasa Cl), mééodo que comprende inmunizar
un animal no humano, especificamente inmunizable,'coﬁ una
proteina (CaDet) que precipita con inmunoglobulinas diri-
gidas especificamente contra dicho inactivador de Cl éso—
ciado con el clncer y que en un gel de gradiente de acri~
lamida 8DS PAGE muestra esencialmente solo una banda bien
definida a 25.000 Daltons, y recoger suero procedente del
animal inmunizado.

22.- Un método segin la reivindicacidn 12, en el
que la proteina CaDet se combina con un material inmunogé
nico.

32,- Un método segun las reivindicaciones 12 y
228, en el que el animal inmunizado es un cerdo.

4a,- Un método segin la reivindicacidn 32, en el
que se aislan inmﬁnoglobulinas IgG de cerdo sustancialmen
te puras del suero recogido del cerdo. ‘

a&.~ Un método para producir antisueros o anti-
cuerpos contra una glicoproteina asociada con el cAncer.

Tal y como se ha descrito en la memoria que an-
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—tecede, representado en los dibujos que se acompafian y
para los fines que se han especifj:cado.
Esta memoria consta de veinticuatro hojas escri
tas a maquina por una sola cara.
Magziq, §HFF-1980
P.A.

" ando de EVZOY
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