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PATENTE DE INVENCION

Que por veinte afios se solicita, a favor de BAXTER LABORAw-
TORIES, INC., de nacionalidad estadounidense, con domicilio
en Morton Grove, Illinois (Estados Unidos), y que ha de re-
caer gobre "METODO PARA DETECTAR EN MUESTHAS DE PLASHA O
SUERO SARGUINEO LA PRESENCIA DE PROTEINAS CAPACES DE ACTUAR
COMO ANTIGENOS O ANTICUERPOS",
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Memoris Degoriptiva

El registro de la Patente de Invencién que se solicita
tiene por objeto garantizar la explotacidén exclusiva en todo
8l territorio nacionsl y sus posesiones de un método pera
detectar en muestras de plasma o suero senguineo la presencia
de proteinas capaces de actuar como antigenos o anticuerpos,

conforme se describe a continuacibn,
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Ambito de la invencién

Esta invencidn se relaciona con un método de detec-
cidn de sustancias (generalmente prote{nas) cepaces de
actuar como antigenos o anticuerpos en muestras de plasma
o suero sanguineo, Més particularmente, la'1nvén016n ae
relaciona con un método de detecoidn de antigenos y anti-
cuerpos asocliados a la hepatitis. La invencion utiliza
técnicas de radioinmunoensayo o radioinmunolégicas bien
conocidas en el estado actual de la téonice, Estas técni-
cas pueden emplearse para detectar la presencia de una sus
tancia particular, por ejemplo un antigeno o anticuerpo,
fijando un material radiocactivo u otro marcador a un an-
ticuerpo especifico y midiendo luego la cantidad de tal
enticuerpo marcado que se une o fija a un antigeno en fase
edlida, En el caso de un anticuerpo rediactivamente marca
do, midiendo la cantidad de emisiones radiactivas de la
muestra desconocida y comparandolas con curvas patrones
obtenidas con el uso de cantidades conocidas de ant{geno.
es posible determinar si una muestra de plasma 0 suero con
tiene un determinado antigeno o anticuerpo.

Muchas técnicas de radioinmunoensayo ya conocidas,
empleadas péra detectar la presencia de antigenoe 6 anti-
cuerpos, incluyendo los asociados a la hepatitis, inmovi-
lizan primeramente el anticuefpo fijéndblo 8 una fase o
sustrato s6lido. Ejemplos de estas técnicas se desoriben
en las siguientes referenclas: patente estadounidense npo
3.646.346, expedida a nombre de Kevin J, Catt el 29 de
febrero de 19723 un articule tituledo "A Solid-Phase Ra-
dioinmunoassay for a Thermostgble Adrenal-Specific Antigen®

("Radioinmunoensayo en Fase $61ida para un Antigeno Adre-
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nal-Eobecitico Termoestable"), de I.0. Auer, Y. Yagi.:R.
Kasukawa y P. Milgrom (Inst. Arch. Allergy, Vol. 42, pé-
ginas 816-825, recibido para su pudblicecidn el 15 de ene
ro de 1972): ¥y un art{culo titulado "Prevalence of Hepa
titis B Virus Antigen as Revealed by Direct Radioimmune
Assay with 1251.pntidody ("Preponderancia del Ant{geno
del Virus B de Hepatitis, Revelada mediante Radioinmuno~
enaayo Directo con Aanticuerpo 125I"), de C.M. Ling y I.
R. Overby (The Journal of Tmmunology, Vol. 109, n° 4, oc-
tubre de 1972, paginas 834-841).

En contraste con las citadas técnicas anteriores,gegin
la invencidn aqui descrita el antigeno va unido a los com
ponentes de la fase sdlids. Técnicas similares anteriores
8e han expuesto en los trabajos sigulentes: en el articu
lo titulasdo "Rapid Micro-Radioimmundaesay for the Me;aqu
ment of Antivirel Antibody" ("Micro Radioinmunoensayo Ré-
pido para la Medicidn de un Anticuerpo Antiviral®), de
Joel D. Roaenthal, Xogzaburo Hayashl y Abner Louis Notkins
(The Journal of Immunology, Vol. 109, n° 1, péginas 171~
173, Julio de 1972)1 en el titulado "Detection of Antibody
t0 Hepatitis-asaociated Antigen in Hemophilia Patients
and in voluntary Blood Donors® (*Deteccidn de Anticuer-
poe para Antigenos Asociados a la Hepatitis en Pacientes
Hemof{licos y Donadores Voluntarios de Sangre"), de M.W.
Peterson, L.F. Barker y D.S. Schade (Vox Sanguinis, Vol.
24, pégines 66-75, recibido pars su publicacién en marzo
de 1972), y en el titulado ™Sandwich' Solid Phase Radio-
immunoassay for the Quantitative Determinetion of Human
Immunoglobulins® ("Radioinmunoensayo en Fase S6lida 'Sand

wich' para la Determinacidn Cuantitativa de Inmunoglobu-
'

)
1}
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1linag Humanas"), de Sydnsy E. Salmon, Gall XNackey y H.

Hugh Fudenberg (The Journal of Immunology, Vol. 103, n2 1
péginaé 129~137, julic de 1969, recibido para su publica-
cién el 25 de noviembre de 1968). Ambas técnicas pueden
detectar sdlo antigenos o anticuerpos, no ambos, y difieren

en otros detalles respecto & la thonica aqui deserita.

Resumen de la inv &

ista invencidn describe un método pars deteotar la
presencié de proteinas capaces de actuar coﬁo antigenos o
antiocuerpos. El método comprende la puesta en contacto de
cadsa muestra desconocida éon dos superficies de antigeno en
fase: sblida, es decir, un antigeno fijedo a una fase 8bli-
da. Esta filtima puede ser un tubo de emsayo o recepthculo

sinilar o bien puede ser un vehiculo de particulas sblides,

tal como cuenbas de vidrio poroso. A los efectos de deseripeid

de esta invencidén, la palabra "receptfculo” se enplearl en

el sentido de cualquier vehiculo adecuado de antigenos en
fase sblida.

Después de efiadirse la muestra al antigeno en fase sbli-
da, se agrege una ¢antidad de anticuerpo marcado a uno de
los recepthculos (en adelante denominade receptéculo "indie
cador"). 41 cabo de un perfodo de tiempo determinado, se re-
tira el contenido del otro receptféculo (en adelante denomi~
nado recepthculo "diseriminador"), se lava tal recepthculo y
se afiade una cantidad de anticuerpo marcado igual a lé agrega
da al recepthculo indicedor, Luego se dejan en reposo ame
bos receptéculos durante uﬂ periodo de.tiempo predetermi-
nado, Seguidamente se retira el contenido no unido 0 no
fijado de cada recepthoulo y sé mide la cantidad de radige
cién emitida por cads uno de ellos. Comparando 5ales canti-

dades de radiacidn emitlida por cada receptéculo con cone
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troles negativos o curvas patrones (realizados con el uso
de cantidades conocidas de antigeno'o antiouerpo) o com-
perando l:s cantidades de radiacién emitida de ambos re=-
ocptéculos entre s, es posible determinar eantonces si la
muestra contiene antigeno o anticuetpo.

Descripeidén de la invenoién

Esta invencidn se relaciona con un nétodo de detec-
cidn de sustancias capaces de actuar como antigenos y an-
ticuerpos. Antes de esta invencidn, ha-sido posible detec
tar 86lo antigenos o anticuerpos, y no ambos, con el uso
de una séla técnica de radioinmunoensayo.

Xl método de esta invencién comprende una merie de
operaciones, La primera de ellas consiste en revestir con
antigeno conoocido un par de receptéculos idénticos, tales
como tubos de ensayo o dos cantidades iguales de partiou-

las sdlidas, tales como ouentas de vidrio,

Los receptaculos pueden estar oconstruidos de un ma-
terial insoluble en agus, tal como poliestireno, polieti-
reno, polipropileno, nitrocelulosa, acrilamida o copoli-
meros de acrilonitrilo con estireno, También pueden usar
se pequefias particulas hechas de estos materisles, para
servir de soporte al antigeno. Se seleccionan estos mate-
riales porque la mayoris de las proteinas, y particular-
mente los antigenos asociados a la hepatitis, se unen o
fijan a ellos.

En la preparacidn de los receptéculos a utilizar en
la invencidn aquf descrita, se fija el autigeno deses-
do a la superficie de aquellos mediante simple contacto
de cada uno de ellos con cantidades similares de una so-

lucién de antigeno conocido, Bl pH de esta solucidn an=-
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tigena se hantiene entre 5 y 9 shadiendo adecuados neutra-
ligadores. De esta manera, una poreidn del antigeno que-
dard fijada a la auperficie de lo0s recpetaculos: a éato

es a lo que se hace referencia al decir "antigeno en fase
sélide™. Después de dejar que el ant{geno conocido perma-
nezca en contacto con los receptaculos durante un pério—
do de tiempo predeterminado, se retira el contenido no fi-
Jado de cada uno de aquellos y a; lavan estos Ultimos. Es
to deja sdlo antigeno conocido fijado a los recéptaculos.
como variante, el ant{geno puede fijarse a une fase sdli-
da mediante adecuadas reacoiones quimicas, tal como ocu~
rre con la celulosa activada con bromuro de ciandgeno.

En eéte punto del proceso, pueden equilibrarse los
receptaculos mediante su coatacto durante un périodo de
tiempo predeterminsdo con una albﬁmina de suero bovinb.o
cualgquier otra proteina que no ses de la misma especle que
el antigeno o anticuerpo objeto de ensayo. La operacidén
de equilibrado sirve para rellenar con los receptores las
superficies de los recpetdculos que no han sido ocupados
por sl antigeno conocido, minimizandose asi la absorceidn
de proteina no especi{fica durante la subsiguientes ope-
racionea de proceso. Tras el equilibrado, se separs la
solucidn equilibradoia excesiva de las superficies de ague
1los mediante el lavado y agitacién en seco. Los recepta-
culos revestidos son estables durante verios meses cuando
se conservan a 5° C.

Para realizar el ensayo objeto de esta solicitud, se
ataden a los raceptéaculos caentidades de una mueatfa 8 en~
sayar respecto a la cual se desconoce le presencia de an-

t{genos o anticuerpos. En el uso del método de esta inven-
' |

h
'
!
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ceién para temizer sengre humans en relacidén con antige-
nos o anticuerpos asoclados a la hepatitis, la presencia
de antigeno indica que el donador de sangre es portador
de hepatitis, mientras que la presencia de anficuerpo in-
dica que aquél ha tenido hepatitis en alguna ocasidn. .

Después de afiadir las muestras, se agrega anticuer—
po marcado, solamente al receptaculo indicedor., Un anti-
cuerpo marcado es una proteina, capaz de combinarse con
un antigeno conocido y que lleva fijado cierto material
radioectivo, por ejemplo un isotopo radioactivo del yodo,
tal como el I%2%, Como variante, podria fijarse una ensi-
ma, tal como fosfatasa alcalina de peroxidasa de rabano
picante, al anticuerpo para servir de marcador o etique-
ta. En un artfculo titulado "The Preparation of IL3! 1a
beled Human Growth Hormone of High Specific Radiocactivity"
(*Preparacidn de Hormona para Desarrollo Humano Marcada
1131 de Elevads Radlactividad Especifica"), de F.G. Green
wood, W.M., Hunter y J.S. Glover (Biochem, J., Vol, 89,
1963, péginas 114-123), se expone una téocnica adecuada
para le preparacidn de anticuerpo marcado,

Después de incubar ambos tubos a temperatura ambien~
te durante una hora por lo menos, se retira por completo
mediante lavado el contenido del tubo discriminador y se
aftade anticuerpo marcedo. Tras un periodo de tiempo pre-
determinado, generalmente una hora por lo menos, se des-
echan los contenidos de ambos tubos, se lavan éstos y se
determina la radioactividad que queda en 1los mismos me~
disnte conteo gamma,

Después de anotarse la radiosctividad de oada recep-

 taculo, se comparan los conteos con controles negativos
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. ticuerpo.

conocidos., S1 el conteo de ambos receptdculos es maxido,
determinado mediante utiliszacion de conocidas muestras
negativas o normeles, puede llegarse & la colelusidn de
que la muestrs objeto de ensayo no contiene ni antigeno
ni anticuerpo. Si el conteo del receptaculo indicador es
notablemente inferior al conteo de control negativo na-
ximo y el del receptaculo descriminador es eleVa49:o pré-
ximo al del control negativo, la muesira continene.anti-

geno, Si el conteo de ambos receptéaculos es bajo en com-

" paracidn con el control negativo, la muestra contiene an-

3

Las ragones de estas conclusiones son las sigui?ntea.
S1i la muestra no contiene antigeno ni enticuerpo, el con-
teo de ambos receptaculos es elevado. Bl conteo del recep-
téculb indicador es elevado porque el antlcuerpo marcado
puade cbmbinarse libremente con antigeno en fase solida y
por coneiguiente no se une @ ningin antigeno de la muestra.
El conteo del receptéculo discriminador es elevado porque
el anticuerpo marcado se une libremente al ant{genoc en:
fase sdlida, porque ningun anticuerpo de la muestra se
ha combinado con el antigeno en fase sdlida antes de la
adiccign del anticuerpo mercado, '

84 la muestra contimne ant{geno, el conteo del recep-
taculo indicador serd bajo porque el ant{geno de la mues~
tra 1iquida compite con el antigeno en fase sdlids para
la limitads centided de anticudrpo marcado que ée ha afige
dido, reduciendo as{ la cantidad de isotopo que finalmen-
te se une a la fase sdlida. pef, sélo reacciona con el an-
tigeno en fase sélidq? ¥ quefian unides al mismo, pequefias

cantidasdes de anticuerpo marcsdo, Por otra parte, el con-
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teo del receptéculo descriminador es elevado porque el
ant{geno de la muestre no se fija al ant{geno en fase sd-
lida y es retirado por lavado antes de la adiceion del
anticuerpo marcado, Asf{, el antiouerpo marcado quese afia
de al receptédculo discriminador se une libremente al an-
tigeno en fase sdlida y hace que el recepticulo disorimi-
nador presente un conteo de radiactividad igual al del
control negativo, |

g4 la mueastra contiene anticuerpo, ambos receptécu=-
los presentaran un bajo conteo. Esto se debe a que en am
bos receptaculos el anticuerpo de la muesira se fija al
antigeno en fase sdlide y limita sustancialmente la can-
tidad de antigeno en fase s8dlida disponible para su com=
binacidn con anticuerpo marcado.

El método de 'esta invencidn es particularmente 1til
para detectar la presencia de antigenos ¥y anticuerpos
asociados a la hepatitis. Contrariamente a todos 1los ene
sayos conocidos sobre antigenos-anticuerpos que detectan
8 unos u otros, pero no a ambos, el método de esta inven
cién proporciona la posibilidad de detectar antigenos o
anticuerpos asociados & la hepatitis empleando un sdLo
procedimiento de ensayo.

Como la deteccidn de antigenos y anticuerpos aso-
ciados a la hepatitis es el uso preferido del método de
la invenoidn, se describird ahora espec{ficamente un pro
cedimiento en el que la proteina que se pretende identi-
ficar es un antigeno o un anticuerpo asociados a la he-
patitis. Sin embargo, debe entenderse que el método de
esta invencidn puede emplearse en cualquier sistema an-

tigeno-anticuerpo.
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En un ejemplo practico de utilizacidn del nétodo de
la invencidn, se emplearon como receptéculos tubos de en-
sayo de poliestireno de 10 x 75 mm. Tales tubos se revis
tieron con 0,2 ml de una solucidn de antigeno purificada
y asociada a la hepatitis. La solucidn tenia un pH de 7,4
y comprendis aproximadamente 1014 particulas de antigeno
asociado & dicha afeccidn por ml en neutralizador de édci
do etileno diamino acético 0,2 M que contenfa Clp yg 0,001M.
Se dejaron los tubos & temperatura ambiente durente toda
la noche.

A la mafiana siguiente se retird la solucidén de'anti-
geno de los tubos., Luego se equilibraron con 1 ml de. solu=
cién de albumina bovina sl 0,5% durante cuatro horas. Se-
guldamente se enjumgaron con salina neutraliéada con fos
fato (pH 7,2). En esta fase del proceso los tubos pod{an
guardarse a unos 5%C durante varios meses ein pérdida de
actividad. |

Luego se marcé el anticuerpo asociado a la hepatitis

usando I+2% de acuerdo con las tdcnicas desoritas en el

. aiticulo de Greenwood y colsboradores antes identificado.

B} anticuerpo pod{a marcarse también con cualquier sustan
cia facilmente detectable, tal como grupos nitirofenilos
que pueden cuantificarse mediante tecnicas de resonancia
por rotacidn electrdnica, o con enzimas tales como fos-
fatasa aloalina peroxidasa de rabano picante.

Para analizar muestras de plasma o suero, se siguid
entonces el siguiente procedimiento. Se aﬁgdierén 0,1 ml
de una muestra a ensayar a cada uno de uh par de tubos de
ensayo o receptaculos preparados cémo se he descrito ante
riormente., Después de una hora a temperatura ambiente, se

’ |

ny
!



10

15

20

25

30

-1l -

afladieron 0,1 ml de la solucidn de anticuerpo marcado a
un tubo, en adelente denominado tubo "1ndicadof". Al mis-
mo tiempo, se retird el contenido del otro tubo, en ade-
lante denominado fubo "discriminador®,

Se Lavé varias veces el tubo discriminedor con sali-
na neutralizada con fosfato (pH 7,2) y se agregaron 0,1 ml
de anticuérpo marcado y 0,1 ml de dicha salina, Los 0,1 ml
de esta salina afectaron & le reaccidén ant{geno-anticuerpo
solauente en la medida en gue hicieron que el volumen del
receptaculo discriminador sea igual al del receptdculo in-
dicador. Esto asegura el que la reaccidn en el tubo discrie
minedor no varie en relacién con el tubo indicador debido
a diferencias de volumen.

Después de dos horas se retird el contenido de ambos
tubos y se lavaron éstos. Luego se colocaron los tubos en
un contador gamma de pozo profundo y se midid su radiacti-
vidad. Comparando los datos CFM de cada tubo, es posible
determinar si se halla presente antigeno o aﬁticuerpo, o
ninguno de ellos, en una muestra,

En la Tabla I se muestran los resultados obtenidos
usando la citada técnica con un control negativo, suero.
normal, es decir, suero conocidamente libre de anti{geno
o anticuerpo asociados a la hepatitis, y muestras de un
panel del National Institute of Health (NIH) conocidamen-

te dotadas de talea ant{genos y anticuerpos.

Tabla I
CPM % @el normal
Muestra Indl-  Descri- Indl-  Descrimi- Interpre-
¢ador minador cador nedoy tecion,
Normal 2519 3882 ‘ '
100 100 Normal
Kormal 2345 3200
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Table I (continuacidn)

, CPM % del normal
Muestra <=ndi- Descri- Indi- Descrimi~  Interpre-
cedor minador cador nador. tacidn.
Panel
RIH
NO
234 747 3630 30,8 102,4 Ant{geno
243 1846 3677 76,0 103,7 Ant{geno
231 118 832 4,9 23,5 Antiouerpo
248 15 2612 0,6 13,7 Anticuerpo

Los mimeros 234 y 243 del panel del NIH son muestras
de suerc gue conocidamente contienen ant{geno asociado &
la hepatitis., Tal como se expone anteriormente, uns lectu-
ra CPM del tubo indicador inferior al control.negativo 0
normal en combinacidn con una lectura CPM del tubo discri-
minador gque ses eleva&a 0 préxima & la lectura del control
negativo indica la presencia de entigeno en'la muestre. en-
saysda., Las lecturas CPM para los nimeros 234 y 243 del

penel del NIH encajan con este patrdn y por consiguiente

~ilustran le capacidad del método de esta invencidn para

detectar antigenos.
La capacidad del método de la invencidn para detec-

tar anticuerpos se ilustra mediante los resultados obteni=
dos al ensayarse los niameros 231 y 248 del citado panel.
Tal como anteriormente Be explica, unas bajas lecturas CPM
en los receptéculos indicador y discriminador, en compara-
cidn con las lecturas CPM del control negativo, indican la
presencia de anticuerpo. Las lecturas}?%%enidas ensayando
los ndmeros 231 y 248 del mencionado panel confirmaron la
existencia en las muestraes de anticuerpo asociado & la he-
patitis, : 4

!
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Las olevadas lecturas CPli en ambas nuesiras normales
confirmaron la ausencia de antigeno y anticuerpo de dichas
nuestras.

Se pretende inclulr modificaciones y variesciones come-
prendidas en el fmbito de las sizuientes reivindicaciones,

NO2A DE REIVINDICACIONILS

Se reivindica como de propia y musva invencidn, a fa-
vor de Baxter Laboratories, Inc., con domicilio en Lorton
Grove/ Illinois (Estados Unidos), lo especificado en las sie
gulentes reivindicaciones:

1.~ Hitodo para detectar en nueatras de plasza o
suero sanguinco la presencia de proteinas capaces de actuar
como antigenocs o anticuerpos, carscterizado en que comprende
las siguientes operaciones? .

(a) el revestimiento de una porcibn por lo menos de
la superficie de un par de receptéiculos con un antigeno co=
nocido;

(2) la adicién de muestras a dicho par de receptiiculoss

(¢) la adicibn de anticuerpo marcado a uno de los recep-
téculos del citado pary

(d) dejar gue dicho par de receptfculos permanezcan
en reposo durante un perfodo de tiempo proedeterminadoy

(e) 1la retirada del contenido del otro de los dos re-
cepthculos y la ulterior sdicién a sste recepthculo de una

cantidad de antlcuerpo marcado igual a la afiadidea al pri=-
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mer receptfculo en la operacién (e);

(£) dejarque dicho par de receptliculos permanezcan
en reposo durante un periodo de tiempod éredeterminado;

(g) retirar/%gda uno de los dos receptfiiculos el contee
nido no unidog; ,

(h) medir la cantidad de radiacibn emitida de cada
réceptéculo;

(1) comparar las cantidades de radiacién emitides de
los dos réceptéculos con las cantidades. de radliacibén emi~
tidas de controles negativos para determinar si la muestra
contiene antigenoc o anticuerpo o ninguno de ellos. '

2.~ Kbtodo segln la reivindicacibén 1, caracterizado
en que dichos receptéculos estén construidoes de material
insoluble en agua,

34~ Létodo segln la reivindicacidén 1, caracterizado
en que en 'la operaclién (a) el citado antigeno es un asocia-
do @ la hepatitis y en la operacién (e) el referido anti-
cuerpo lo-es raspecto al antigeno asociado a la hepatitis.

44~ LEtodo seglin la reivindicacibén 1, caracterizado
en que en la operacidém (c¢) sl mencionado anticuerpo marce-
do lo esth con un isdtopo rediactivo de yodo,

Se= M8todo segln la reivindicacidén 4, caracterizado
en que dicho isbtopo radiactivo del yodo es el 1327,

6.~ Ubtodo segln la reivindicacidén 1, caracterizado
en que en las operaciones (d) y (£) el citado periodo pre=-
determinado de tismpo es suficionte para permitir una méxi-
ma unidn de los materiales en los eitados receptbeulos,
entre 2f o a &stos Oltimos,

7+= LEétodo seglin la reivindicacibén 2, carascterizado
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en que el citado material insoluble en agua eés un polimero
seleccionado entre el grupo consistente en poliestireno,
polietileno, polipropileno, nitrocelulosa y copolimeros de

acrilonitrilo con estireno.

8.- Método segin le reivindicacidn 2, caracterizado
en que dicho material insoluble en agua esta constitufde
por cuentas de vidrio,

9.~ "HMETODO F.RA DETECTAR EN MUESTRAS DE PLASMA O SUE_
RO SAXGUINS0 LA PRESEZNCIA DB PROTEINAR CAPACES DE ACTUAR
COMO ANTIGEHOS O ANTICUERPOSH

Tal y como se deja descrito en la memoria precedente,
que consta de quince hojas folliadas y mecanografiadas por

una =20la de sus caras.

Madrid, 26 de Ootubre de 1974
P.A. de Baxter Laboratories, INC.
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