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PATENTE DE INVENCION

POR VEINTE ARNOS
EN ESPARNA
A favor de Dr. Thomas Tallberg, de nacionalidad finlandesa,
con domicilio en HELSINKI 20 (Finlandia) Kataja-harjuntie,
16 A,
’ por
" PROCEDIMIENTO PARA.LA GBTENCION DE UN PREPARADO POR MEDIO
.DEL CUAL PUEDEN DETECTARSE CANTIDADES FISIOLDGICAS DE UN
ANTIGEND ® s
»%é%&%&%&ﬁ&ﬁ&i&f&%&ﬁ&;&ﬁ&f&%&;&;&ﬁ&%&ﬁ&;&ﬂ&f&;&%&ﬁ&%&%&%&%&%

- HEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn comprende una composicién
basada en particulas polimer proteir-anticuerpo-activas en
la que puedsn detectarse cantidades fisioldgicas de un an-
tigenc en una solucidén y una descripcidn de como puede pro-
-ducirses dicho preparado,

Pruebas inmunolégicas, son usadas bastante ex—

‘tensqmante, para éfectoé de diagndstico, en la moderna -
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préctica médica, Usando metodos inmunologicos, ss pusden -

_ =mgdir, por ejomplo, cantidades fisiologicas de difarentes

subgtancias antigenicas, tales como hormonas, encimas y di
ferentes proteinas de 10s sueros o de los tajidos. Estos -
metodos estan basados en el uso da particulas portantes a

' las cuales han gido adheridos diferentes antigenos o tam-

bien anticuerpos. Ds esta manera, se obtienen particulas =

- indicadoras sensitizadas, que pueden ser utilizadas en di--

ferentos reacciones inmunoldgicas. Por ejemplo, podriamos
mencionar tests inminolégicos mediante los cusles un esta-
do de prefiez puede sor demosirado en sus primeras fases, ~
Estos tests ectan basados en el hecho do que la hormona an
tigenica ™ human chorionic gonadotrophine * (HCG), que es
producida por la placenta durante la primerz fass de 13 --
prefiez, ha sido absorbida o conjugadn quimicmmente a parti
culae portantes, consistentes en celulas sanguineas rojas,
espocialmente tratadas o particulas latex. Cuando un anti-
suerc es afiadido a HCG, estasmrticulas indicedoras, sensi
bilizadas, son aglutinadas, Poro, si una gota ds orina de
una mujer prefiada, qua contione HCG, esmezclads con una ~

‘gota de suero anti-HCG, en dilucién correcta y la mezela .

gse deja reaccionsr durante un cierpo tiempo, cuando las -
particulas indicadoras son affiadidas entonces a la suspen~
sidn, la sglutinacién es inhidida. Un tests correspondien
te, realizado con 1 orina de una mujer no prefiads, no =
afecta la concentracion anti-HCG 10 que explica por que ~

. en este caso la aglutinacidn no es inhbida.

En lugar de antigenos, ha sido poesible ligar an
ticuerpos especificos a particular portantes, especlal- -
monte preparadsas y talea inrumombsorbentes mnticuerpo-ace
tivos, han sido usados, por éjemplo, para medir el nivel
ds insulina en el suero de parzonas norzales y diabeticas.

En estos metodos inmunoldgicos previamsnts co-
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1izada usando etll-cloroforminto o como se descridbe en - -

nocidoe y clinicmnté utiligadoe se han usado siempre par
ticulas portantes, a las cuales, o aobre‘ las curles, han -
sido adheridos diferentes antigenos o anticuerpos, absorbi
doo o quimicamente conjugados. La presente invencidén estd
basada en el uso de particulas rolimer-proteinas-anticuer
po-activas insolubles en mgua, hechas de antisueros especi
ficos. Tales particulas polimero proteines pueden ser pro-

. ducidaa usando por ejemplo, la técnica presentada en J.Biol,

Chem. 1367, 242,1651~, en la que la polimerizacién fue’rag

® Ismunochemistry, 1969, 6, 53-, usando gluteraldeido como
agents polimerizante. Se obtiensen as{ patas polimericas =—-

- que retienen una cierta centidnd de la zctividad anticuer-

o especifica, Estas pastas polimericms, sor desspues, nus-
vazente tratadas, usando homogeneizacién mecanica y ultra-
gonica, en una forma que ha side descrita anteriorments por
ml, Ann. Med.exp.Biol.Penn.1967,45,477-y '
. De esta forma, se obtienen partfculas polimero-
proteinas anticuerpo-activas, extromadamente pequeidas, de

-un tipo que se representa esquomaticamente en el dibujo de

la fig. 1, en gque el antigeno ™ human placental lactogen *
u hormona, ha sido usado como ejemplo. Estas particulas son
aproximadamente, del mismo tamafo o menores que las bacte-

. rias pequefias, y pueden ser claranente vistas con el miww

croscoplo olectronico. Una gota ds esta suspensidn inmuno
logica de particulms especificas, colocada sobre una placa .

- de vidrio, aparsce como una suspensidn opalescents hoxmogd

nea. Esta suspensidn honmogeneizada em estable. la adicidn

de una solucidn amortiguadora, fisiologica, no origina una
precipitacion o una aglutinacién no especifica, incluso si+
la wolucién contiene diferentes proteinas extralias o subg -
tanclias heterogeneas antigenicas. Poro si, una cantidad -

. equivalente del antigeno homologo, es afiadida en una solu
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cidén estabilizadora, 'fieiologica, a las particulas en sug'
pensidn, aparece una reaccidn aglutinante, tal como yo he
demostrado en el estudio arriba mencionado. Con ciertos -
antigenoe llamados débiles, esta reaccién aglutinacidn vi

" sible, no es demostrable. Como ejemplos de tales antigge=w .
" nos g8 podria mencionar el placental lactogen humano — ~

(BPL) * gonodotropin corionico humane * (HCG) y la insuli
ns., : . . .

’ Sin embargo, yo he descubierto que a pesar de -
esta falta de aglutinacidu reaccién clara, las particulas
anticuerpo .activas, han tomado especificamente su antige-
no homologo de reaccidn cruzada, y por consiguients, se =
han hecho inmuno{ogicamenta‘ revestidas por el antigeno, -
El principio de una partfcule tal, inmunologicamente rebes

 tida, se muestra en la fig. 2. Una incubacidn comparativa

mente lerga, o sea de 1-3 dias es favorable, ya que el =
antigenn tiens tiaempo, entonces, de unirse mas cfectiva-u-:

> mente & los puntos ligantes asnticuerpo-activos. Para con-
- peguir este revestimiento dptim=o, ee usan favorablemente,

cantidades inmunologicamante equivalentes o guizas canti-
dades ligeramente menores del antigeno. Solamente muy pe=-

- quefias cantidades de antigeno, son necesarias para conse-

guir un revestiniento completo y lapmreparacién antigeno -
no tiens que ser completamente pura. Ia incudacidn tiene
lugar en una solucidn fisiologica y ¢l resultado puede =
ser mejorado por la presencia de una pequedia cantidad de

" un detergente, es decir, un detergonta de nomdbre comer—-

cial "Pagen 20* (un polioxidalcile-nederivado-sorbitan—-
monolaurat) en concentracion de un 0,2%.

Despuds de 1z incubacién, las particules son -
lavadas 1 -« 3 veces con una solucidn de fosfato fisiologi
¢ y son entonces vueltas ar éuspender. Lap partfculas ob~
tenides de esta mangra reaccionan inmunologicamente, de—
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bido al hecho de que las moleculas antigenos, que se pegan
a la partfculs, pueden resccionar adn con anticusrpos homg
logos o de reaccidn cruzada, si estos son efiadidos en dilu
ciones ‘ptimae. Como resultado de esto, las particulas pue
den ser usadas como particulas indicadoras, directamzente -
para demostrar anticuerpos especificos, o usando la llama-
da técnice de inhibicidén eglutinacidn, tambien para demos-
trar antigenos especificos. :

Las particulas indicador tienen una tendencia —-
a no mostrar claramente visible aglutinacién alguna, si el
antisuero aglutinante, ee usado en una forwa demasiado con
centrada. Con particulas polimeros insunologicamsnte reves
tidas, este falsamente negativo o tambien llamado * fenoze
no-prozona”, puedd slcanzar & diluciones de 1:160 del anti
susro, mientras que las concentracion realmente aglutinan-
ten del mismo suero, pueden apsrecer entra 131320 - 1:1600.

Este fenomeno-prozona ss utiliza en la presente
invencién para obtener un reactivo, que hace posible de--
mootrar y tambien medir cantidades fisiologicas y peque~
fias de un antigeno, utilizando una simple suspensidn reac
tiva. _

Para conseguir esto, hey que realizar series de
teots con las particulas polimercs inmunologlcamente re—-
vestidag, contra el antisuero homologo, en zeries de doble
dilucién, esto es 1:20 - 1:320, para determinar la regidn

. prozona para la reacecidn antigeno-anticuerpo. Basandose -

. an egtos tests e aflade a la suspensidn polimera el anti-
suero, en una concentracidn convenients, por ejempdo = «=
1:20 - 1:40 y se obtienc de esta forma uns suspensidn ho-
mogeneo~-reactiva * falso-negativa ", Esta contiene peque~
fias partfculas polimeras, conteniends un nmicleo deo poli--
meroa proteino-anticuerso-activos, rodeados por antigenos
inmunologicanente adherentes a laa particulas anticuerpo-
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activas. Por encima de esto, los otros determinantes anti
gonos de las moleculas antigenos, aun libres para reaccig
nar, son saturados por una capa exterior de moleculas an-

: ticuerpo efactivas. Este llamado sziructura de rellenc eg

t£ representado, en principio, en la fig. 3,
' - 81 una gota de esta suspensidn reactiva, es afia

~ dida a una solucidn que contenga incluse muy pequefias can .

tidades del antigeno corraspondiente, una mutacidn de la

© concentracidn tendrd lugar mis 2lla de la®fase~prozona™y

como resultado de ‘éno, una clara aglutinacién serd dis-—

ceraible..Un ejemplo de la utilidad de este método, puede
demostrarse con el lactogen-protein-hormona humeno placen
ta) (HFL(, que aparece en el suers, en la ori;xa ¥y en la -
saliva de una mujer embarazeda, despues del primer trimeg
tro. la preparacién pueds usarse vara dedosirar el HFL =
cuantitativementa y cualitativaments. Esto es debido al -
hecho de que el suero de una mujer prefinda dar{ un efecto

aglutinante, en tanto que una cantidad similar de un sug~

ro humano normal de una mujer no-embarazada, no es capaz

de mutar el complejo reactivo a la fase de aglutinacidn - :

Y por consiguients sl tests es negativo, esto es que el -

HPL no estn presente en la circulacidn.

El preparade de acuerdo con la:invencién, 08 ~~

tan sencillo que no requiere personal calificado para - -
efectuarla, Puede ser realizado por la -paniente nisma, -
Suspensionens polimerans inmunologicacente revestidas, pre~
paradas contra el HCG-hormona, pusden ser usadas para de-
mostrar la presencia de dicha hovmona, en la orina de la
raciente, en un temprano veriodo de preZesz. la presencia
de dicha hormona en la circulacidn, debida a tumores que
producen hormonas, pusden tambien cer demostrada. “Fetuin

proteina del suaro humano, Suero de Yegua Prefada * (FMS)

que aparece en las yegzuas preiiédas, -y adends, por ejemplo

'}
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insulina, son adecuados para la preparacién de una suspen—
8ién reactiva, de acuerdo con la invencidn. Cuando se hace
para insulina, hay que usar ua antigeno etiquetado, el mas

convenients de loa cuales es el etigquetado radioc-activamente

La reaccidn es madida utilizando un contador centelleador,
como razén entre antigeno libre y radioactivo, ligado a —-
lus partfculas. ' ,

Praparados de acuerdo con la invencién, eon tan-
bien empleadas como indicadores, cuando son puriricadaé -
substancias antigenicas.

Ejernlo
Catidades de & ml. de anti-HIL particulas poliw-

meras activas, son {ncubadas durante tres dias con iguales
volirmanes de difa;éntea diluciones de la hormona antigeno
(HPL) alrededor del punto equivalente. lLss particulas inmu
nologlicaments revestidas son lavadas por centrifugacién en
solucidn de fosfato pH 7.2 y redispercadas medisnte agita-
cidn vigorosa., la aglutinibilidnd de la suspensidn de par-
ticulas es probada empiricamente durante el proceso de law
vado. El lots que exhibe buena aglutinibilidad al ailadirle
concentraciones optimas antisuerop pero que tanbién df una
larza regidn-prozona, es decir con diluciones del suerp —-
anti-hormona de hasta 1:160 es elegids para ser usado como
indice reactivo del tests.

' A este lote do particulas revestidas, se afiade -~

“-una cantidad igual del suere asnti-hormons, por ejemplo di-
‘luido a 1:40 de foefato amortiguado saline, que catengan -

un agente bactericida. Este suspensién de particulss no se

aglutinard, debido &l exceso de anticusrpo. Esta suspensidn

polinera homogeonea7"falzo™ negativa, es estable. Fero si

una gota de ella es afiadida a una gota de suero humano que
contenga pequeiias cantidados de FHPL, la suspensién poli-
mera ss empujada fuera de la fase-prozona jy se eglutina.-

ER I
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-tidad equivalente, substancial s inmuncldgicamente de un

<

" Una gota de suero procedente de una mujer no preﬁada;

no causa esta mut;cién.

Estimacionss cuantitativas pueden hacerse, si se
usan diferentes diluciones de la muestra a comprobar., Es
to puede témbién hacerse usando diferentes dilucionss -

del antisuero, dentro de la regidn prozona (l:1 - 1:80).

NOTA _REIVINDICATORIA
En esta Patapfe de Inveqcién se reivindica:

1.— Procedimiento para la obtencidén de un prepa-

" rado por medio del cual pueden detectarse cantidades fi-
. siolégicas de un antigeno, caracterizado por comprender
'la polimerizacién de un antisuero contra el antigeno de-

. seado, en polimero—broteina insoluble al agua, 1a homo-

geneizacidn de dicho polimero protseina en una suspensidn
finamente dispersada de partfculas polimeras anticuerpo-,

s ; s
activas, revestimiento de dichas particulas con una can~

ant{geno seleccionado del grupo consistente de antigenos.
especificos y antigenos de reaccidén cruzada, lavado y sus
pensidén de dichas particulas, y adicidén a la suspensidn

obtenida de un antisuero, que reaccione con dicho ant{ge-

no, en una concentracidn ssleccionada, para dar un efec~

to prozona, el cual permanecerd, si la sclucidén es mezcla-~ -

- da con una muestra standard carente del antigeno apropia-

do, pero que producird una aglutinacidén claramente fegis-
trable si se mezcla con una muestra standard que conten-:
ga una cantidad fisioldgica de dicho antigena.

2.~ Procedimiento para la obtencién de un prepa-

rado por medio del cual pueden detectarse cantidades fi~
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.siolégicas de un antigeno, como en la reivindicacidn 1,

en el que el revestimiento de las-particulas polimeras
apticuerpo—activas, con el antigeno, ss llevado a cabo
en presencia de una pequefia cantidad de un agente super-
ficial activo, 7

3,- " PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN
PREPARADO POR MEDIO DEL CUAL PUEDENYDETECTARSE CANTIDA-
DES FISIOLOGICAS DE UN.ANTIGEND ", de conformidad en un
todo en lo esencial y fines industriales a 1o>descrito
en la precedente memoria descriptiva,

Esta memoria consta de NUEVE hojas escritas 6
mecanografiadas”por una sola cara a-doble espacio,
1 ABOD.1812

Por autorizacidn del intes

Z

fladrid,

Q.
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