¥eNs TS

i

e 1 IR o

407612

14
[

MEMORIA DESCRIPTIVA

cofrespondiente 2 la solicitud de concesién de un.g

PATENTE DE_INVENCION

SOLICITANTE: . IMIMUNO AKTIENGESELLSCHAFT FUR
CHEMISCH-MEDIZINISCHE PRODUKTE

RESIDENCIA: . Industriestrasse, 72 1220 -WIEN

-AUSTRIA -

ENUNCIADO: . UN _APARATO QUE OPERA A TENSION BAJA

PARA LA DETERMINACION DE ANTIGENOS EN
~LIQUIBOS-BEL-ORGANISNMO -MEDIANTE - ELEC-
TROFORESIS DE EMIGRACION

Prioridad: Patente austrisca. n2 A 8943%/71  del .15-10-71
(para la reivindicacidn 1) y de la solicitud de
patente austriaca n® A4 6296/72 del 21~-7-72 (para
las reivindicaciones 2-6)
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. dinalmente por un tebique en un espacio anbdico y otro ca-

.el tabique y provisto de una placa de gel o respectivamente

‘ser el antigeno de la hepatitis sérica homdloga, que puede
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El invento se refiere a un aparato que opera a tensidn

baja para determinar antigenos en liquidos del organismo me-
diante electroforesis de emigracién, con un recipiente des-

tinado a acoger una solucidén "vampdén" y subdividido longitu
toédico atravesados por electrodos, y con un puente que salva

de un portaobjetos dotado de una capa de gel, en el que es-
tdn previstos escotaduras o agujeros enfrentados entre si,
destinados a acoger el antigeno a examinar y los anticuer-
pos.

En el afio 1964 descubrieron Blumberg y colaboradores
(JAMA 1965, 191, 541) un antigeno nuevo, el antigeno "Aus-
tralia Serumhepatitis/Hepatitis associated" (AU/SH/HAA), en
el transcurso de estudios inmunogéticos y mediante la lla-

mada técnica de Ouchterlony. El antigeno AU/SH/HAA demostrd

ser transmitido por via parenteral y posiblemente también
por via peroral. La sangre que contiene el antigeno AU/SH/HA
ofigina en transfusiones de sangre, en un elevado tanto por
ciento, formas ictéricas y anictéricas de la hepatitis séri-
ca en el receptor. Es identificable también en diversas en-
fermedades autoinmunes.

La identiricacién del antigeno AU/SH/HA parece tener
importancia en muchos reconocimientos médicos, a saber, en
el regonoeimiento de donantes de sangre y de plasma'(sangre
conservada y derivados del plasma); en el diaénéatico prema-
turo del estado prodrimico de la hepatitis sérica; en la di-
ferenciacion entre hepatitis sérica y hepatitis infecciosa

(epidémica), especialmente en los primeros dias de la fase
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. aguda; en la comprobacién de si afecciones crénicas del hi-

. gado y diversas autoinmunopatias tienen relacidén con la he-

" de virus de la hepatitis sérica homéloga (personal de hospi-

. arrollada por Graber y Williams la llamada técnica de la in-

: nentes separados frente & un inmunosuero aplicado paralela-

| gares de contacto del AG y el AK se produce una linea de

--3-.
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patitvis hombdloge, y en la comprensién de posibles portadoreq

tales y de laboratorios).

Resulvan muchos campos de trabajo para tales investiga-
ciones, tales como, por ejemplo, bancos de sangre, equipos
de plasmaroresis y organismos adjuntos, laboratorios de
diagndstico médico, secciones gastroenterolégicas, equipos
de hemcdialisis, departamentos de asistencia intensiva y
departamentos inrecciosos.

Para la identificacidén del antigeno AU/SH/HA fué des-

munoelectroferesis, tratdndose a este particular de la elecH
troforesis de una mezcla de proteinas en un gel agar tampo-

nado y siguiente inmunodifusidén bidimensional de los compo-
mente con respecto & la direccidn de separacién. En los lu-

precipitacién en el agar.

Para aumentar la sensibilidad del método y acortar el
tienpo de trahajo preciso, se aplica la llamada electrofore-
sis de emigracidén o electrosinéresis. ¥En este método de trad
bajo se produce una linea de precipitacién como consecuencig
de las distintas velocidades de migracidn del AG y el AK.
En la identificacidén del AU/SH/HAA es necesario nque el AG
ge desplace hacia el Anodo, y que el AK se mueva por la
electroendosmosis hacia el cdtodo, en calidad de inmunoglo-
bina. En principio son posibles todas las comhinaciones de

elecirororesis cualliuvativa y cuantitaviva con la inmunofo-
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. resis.

: eran necesarias para el funcionamiento de los aparatos de

-gel no asciende a més de 50 mm, con preferencia a no mas de

En la electroforesis corriente conocida se prevén en
una placa de gel filas dobles de escotaduras o agujeros en-
frentados entre si, destinados a acoger el antigeno que se

trata de investigar, y los anticuerpos. Las tensiones qgue

electroforesis, ascendian en algunos aparatos hasta 1000 V;
empleando un portacbjetos de un largo de 76 mm, seguian as-
cendiendo todavia a 200 Y¥; en los aparatos de electrofore-
8is tradicionales se precisaba un tiempo medio de 45 a 90
minutos, hasta que se presentaba la reaccién positiva y el
f{érmino de la misma.

Frente a esto0 se propone el invento crear un aparato
que opere & Tensién baja,en el que eltiempo que transcurre
hasta la aparicidn y el término de las reacciones quede re-
aucido y aumente ia sensibilidad de la indicacidn. Ademds
se pretende evitar resultados erréneos, que anteriormente
s8e producian por un sobrecalentamiento, y aumentar la segu-
ridad de funcionamiento mediante un trabajo exento de acci-
dentes.

Esta finalidad se consigue conforme al invento, por el
hecho de que en un aparato del tipo descrito al principio,

el trayecto de desplazamiento de la corriente en la placa de

3% mm, ¥y porque las filas enfrentadas de escotaduras o res-
pectivamentg agujeros se encueniran a una distancia recipro-
ca de no mdes de 5 mm, con preferencia de 2,5 mm. Como tra-
yecto de desplazamientn de la corriente en la placa de pel
o de agar debe entenderse la distancia entre los puntos de

conexién de la placa con la solucidn eletrolitica de “tampdr
N
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De acuerdo con una forma de realizacidn preferente del

. aparato segun el inventvo puede la placa de gel estar realiza

"da en rorma de U, estando el gel colado en un molde de forma:

-de U. A este particular es ventajoso que el molde sumergido
-en la solucidn "tampén® y que limita por fuera y por dentro

las ramas de la placa de gel de forma de U, esté abierto ha-|

cia sbajo,

De acuerdo con otra forma preferente de realizacién, el|

molde sumergido en la solucién “tampén" y que circunda las

' ramas de la placa de gel estvd dotado de agujeros de contacto

en el fondo, situados de manera alineada con las escotaduras

o0 respectivamente agujeros de la placa de gel, situados por

‘parejas unos frente a otros y destinados a acoger el antige-

no y los anticuerpos. En esta forma de realizacidn, los agu-
jeros de contacto del rondo, dispuestos en fila, tienen el

efecto de que se enfoca la corriente eléctrica, con lo que

se aumenta todavia més la velocidad y la sensibilidad de la

indicacidn.

Una solucidén "tampén" que puede ser empleada con venta-
ja conforme al invento, contiene sal sddice del dcido 5,5-
dietilbarbitirico, acetato sdédico y dcido citrico, ¥ con
preferencia adicionalmente un agente reductor, siendo el
agente reductor util principalmente cuando se emplean elec-
trodos de aluminio, que tienden a oxidarse superficialmente]

E1l aparato conforme al invento serd explicado con mds
detalle a base de un ejemplo de realizacidn representado en
el dibujo: La fig. 1 muestra una seccidn vertical a través
del aparatvoj la fig. 2 es una vista desde arriba, ¥ la fip,
3, una seccidn vertical a través de un molde con una placé

de gel colads.

T
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- convenientemente consiste en polipropileno esterilizable al

- mo cdtodo X y &nodo A estédn previstas chapas de aluminio 3

-y 4, que se prolongan en el interior del recipiente a lo laq

* el fondo del recipiente sobresalen nervios 5, que represen-

- tan un dique de separacidén y subdividen el recipiente 1 en

-6~ 13 b
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El aparato comprende un recipiente rectangular 1, que

calor, recipiente que puede taparse mediante una tapa 2. Co-

g0 de la pared lateral y a lo largo de parte del suelo. En

B T T T T ——

el espacio catdédico y el espacidé anddico, en sentido longi-

tidunal. E1l dique de separacién con los nervios 5 es un so-

e e e v 1wy

porte para la placa de gel 7, que por lo tanto salva el di- i
que separador y se sumerge en la solucién "tampén" con sus ;
ramas 8 dirigidas hacia abajo. Tal como se aprecia en la ?
fig. 3, la placa de gel estd vaciada en un molde 9, molde é
que tiene forma aproximadamente de U. El molde consiste asid
mismo convenientemente en un material sintético esteriliza-
ble al calor. En la placa de gel se encuentran, dispuestos

enfrentados por parejas, las escotaduras 6 regpectivamente

agujeros 10,10', que se encuentran a una distancia recipro-
ca de no mds de 5 mm, con preferencia de no méds de 2,5 mm.

Tal como se puede apreciar en las figs. 2 y 3, estén previs
tos en los rondos 11,11' de las partes 12,12' del molde su-
mergidas en la solucidén “tampdén", y dotadas de forma de cu-
beta, agujeros 13,13’ alineados en cada caso con los aguje~
ros 10,10' destvinados @ acoger el antigeno & los anticuer-

pos. Los cuatro agujeros se encuentran por lo tanto en una

fila. Esta disposicidn tiene la gran ventaja de que los agut
Jeros dg contacto del fondo briginah un enfoque de la coe
rriente, con lo que se acelera la electroforesis.

Debido a 1a eleccidn de polipropileno como material pa-

— S Semeteas s e s
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ra la cdmara de electroforesis y para los soportes de'la;§
placa de gel, puede el aparato ser esterilizado fédcilmente
al calor, por ejemplo, en un autoclave, con lo gque queda
asegurada una utilizacidn miltiple. Ahora bien, si en lﬁgar
de polipropilemo se elige un material sintético barato, y
8i los electrodos se aplican por inyeccidén sobre la pared
interior de la camara de electroforesis, entonces se obtiene
un aparato.perdido, que unicamente puede ser utilizado una
sola vez, pero que excluye todo peligro de infeccidn.

Tal como ya se ha mencionado, forma también parte del

invento el empleo de una solucidén "tampdén" especial, que es-

t4 caracterizada por el hecho de contener sal sdédica del Acil-

do 5,5-dietilbarbitirico, acetato sddico y dcido citrico,
y con preferencia adicionalmente un agente reductor, emple-
andose como agente reductor ventajosamente sulfito sddico.

Una composicién’preferente, es la siguiente:

Sal sédica del dcido 5,5-dietilbarbitirico ~ g15i%
sodié aceficé X 3 H20 . 16;70 g
dcido citrico x 1 H,0 1,11 g
sulfito sddico 10,00 g
agua destilada : 1000 ml.

En resimen, la Patente de Invencidn .que se solicita de
berd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un aparato que opera a tensidn baja para la determi

nacién de antigenos en liquidos del organismo mediante elec

troforesis & emigracidn, con un recipiente destinado a acogpr

um solucidn "tampdn" y qe, mediante un dique separador,estd

subdividido longitudindmente en wn espacio anddico y w egacip

catbddico dravesados & eletrodos, con un pumte que glva el dfi-




10

15

20

28

/

30

-8 -
y i

que separador y provisto de una placa de gel o respectiva-

mente de un portaobjetos dotado de una capa de gel, en el
que estén previstos escotaduras o respectivamente agujeros
enfrentados entre si, destinados a acoger el antigeno gque
se pretende investigar y los anticuerpos, caracterizado por
que el trayecto de desplazamiento de la corriente en le pla
ca de gel no asciende a mas de 50 mm, con preferencia a no
més de 35 mm, y porque las filas enfrentadas de las escota-
duras o respectivamente agujeros se encuentran a una distan
cia reciproca de no més de 5 mm, con preferencia de 2,5 mm.

2. Un aparato de acuerdo con la reivindicacién
1, caracterizado porque la placa de gel esta configurada en
forma de U, estando el gel vaciado en un molde de forma de
U.

2. Un aparato de acuerd6 con las reivindicacio-
nes 1 6 2, caracterizédo porque el molde sumergido en la so
lucién tampdén y que limita por fuera y por dentro las ramas
de la placa de gel de forma de U, estd abierto hacia abgp.

4., Un aparato de acuerdo con las reivindicacio-
nes 1 a 3, caracterizado porque el molde sumergido en la sg
lucién tampén y que circunda las ramas de la placa de gel,
estéd dotado de sgujeros de contacto en el fondo, que estén
alineados con las escotaduras o respectivamente agujeros de
la placa de gel, enfrentados por parejas y destinados & acof
ger el antigeno y los anticuerpos.

5. Se reivindica por ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer 1la Patente de Invencidén que se solici-
ta: UN APARATO QUE OPERA A TENSION BAJA PARA LA DETERMINA-
CION DE ANTIGENOS EN LIQUIDOS DEL ORGANISMO MEDIANTE ELECTRY
FORESIS DE EMIGRACION.
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Todo conforme gueda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de nueve paginas
mecenografiadas y dibujos adjuntos. ‘

Madrid, 1% de octubre 1.972
BERNARDO UNGRIA

[/
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CHEMISCH~MEDIZINISCHE PROEBUKTE UNICA HOJA
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