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El iﬁventoiconcierne a un procedimienfo para la
determiﬁacién de la actividad de creatinfosfoquinasa MB,-
en lo que sigue denominaéa CK-MB, en el suero.

En el cuerpo humano se presentan dos tipos diferen
tes de .subunidades de esta enzima, a saber las subunidades
My B. Puesto que la enzima activa estd compuesta en cada
caso por dos subunidades y puesto'que las dos subunidades
pueden cambinarse libremente entre si, son posibles treéz-
tipos de enzimas: el tipo muscular CK-MM, el tipo ceréﬁral
CK-BB y el tipo hibrido CK-MB, que se presenta principalmepn
te en el miocardio, sale en el suero en el caso de un_ig;
farto cardiaco y entonces puede encontrarse alli en concen
tracidn elevada., La actividad de esta iscenzima hibrida -
junto.con la actividad global de la CK en el suero pqsde -
ser aprovechada para la diagnosis del infarto cardiaca.i

Es sabido, por adician de anticuerpos especifiﬁ;s
contra la subunidad M de la CK, excluir el tipo muscular
de la isoenzima CK-MM que se presenta en el suero y enton-
ces, segln uno de los métodos conocidos de la determina=
cién de CK medir la enzima hibrida CK-MB que todavia que-
da. En tal caso se utilizaban anticuerpos tanto precipi-
tantes como también inhibidores. Sin embargo, ura desven
taja consistia en que en tal caso se inhibe también la en
zima hidrida CK-MB hasta en un 80% (Clin. Chim. Acta, 58,

223-232 (1975)). Ciertamente ya era sabido obtener anti-

- cuerpos, que inhiben totalmente el tipo'muscular CK-MM y

no inhiben de ningdn modo el tipo cerebral CK-BB (Immuno-
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chemistry, volumen 6, 681-687 (1969)). Aunque en el casc -
de tales anticuerpos no se inhibe de ningdn modo la subuni
dad B en la enzima hibrida CK-MB y, por lo tanta, con ello
se aumenta la confiabilid;é del método de det;rminacién, -
también este procedimiento posee todavia considerables deg
ventajas. En efecto, se ha manifestado que, incluse en el
caso de utilizarse antigenos purisimos (CK-MM), los arima-
les utilizados para la formacidn de anticuerpos proporciqqg
ban predominantemente un suero, que inhibia la enzima hibrji
da CK-MB en més de 55%, la mayor parte de las veces ertra
60 y 90%. Por lo tanto era necesario, en el caso de cadéi;
animal individual utilizado para la inmunizacidn, investi-
gar si los anticuerpos formados inhibian la CK-MB sdlc en
50% o lo hacian més intensamente., Aparte del gasto causado
por ello,.esto da lugar a que no se pueda utilizar précti-
camente la mayor parte de los sueros obtenidos, puesto ﬁue
siempre aparecen diferentes grados de inhibicidn. También
sueros reunidos eliminan sdlo parcialmente esta dificultad.
A esto se agrega ademés que es extremadamente pedueﬁa la -
canfidad de CK~MB en el sueroc en el caso de infarto cardia
co y que en el caso de anticuerpos, que de nuevo excluyen
una parte considerable de la misma se disminuye grandemen-
te la confiabilidad del procedimiento.

El invento se basa en la misidn de eliminar estas =
desventajas y crear un procedimiento del tipo indicado,que
haga posible especialmente poder emplear también anticuer-

pos que inhiben a la CK-MM totalmente, pero en mas de 55%‘
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a8 la CK~-MB, de forma tal que se pueda determinar toda la

;actividad de la subunidad B contenida en la enzima hibrida

CX-MB, -

-Esta misidn es resuelta conforme al invento median
te un procedimiento para la determinacidn de la creatinqui
nasa-MB en el suero, mediante exclusidn inmunolégica de la
subunidad M y mediciénfde la subunidad B segln métodos o=
nocidos para la determinacidén de la creatinguinasa, el_;;}
cual procedimiento estéd caracterizado purque.para ls exélg
sién de la subunidad M en la carga de reaccidn a partif}dé
anticuerpos contra la subunidad M se afiaden fragmentos ﬁg
novalentes obtenidos por desdoblamiento proteolitico en -
condicinnes reductoras.

Ciertamente es sabido que no solamente las en:iﬁés_
son inhibidas por los anticuerpos naturales que pertanécan
a la fraccidn de IgG o a las Y—globuliﬁas y tienen un peso
molecular dé aproximadamente 130.000 hasta 210,000, sino -
que también por desdoblamiento proteolitico de estos anti-
cuerpos resultan fragmentos, que ciertamente han perdido la
capacidad de precipitacidn, puesto que son solamente mano-
valentes a diferencia de los anticuerpos divalentes, pero
que sin embargo las propiedades inhibitorias de fragmentos
monovalentes se diferencian sdlo escasamente AB las de los
anticuerpos divalentes (Kontakte 3/78, 10-17). Estos frag-
mentos son designados como fragmentos FAB (Biochem. J. 13,
119-126 (1959); Immunochem. 4, 369 (1967)).

Sorprendentemente se ha hallado ahora que esto no
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ocurre en el presente caso, sino que a partir de anticuseg
pos, que inhiben totalmente la CK-MM y la CK-MB en més de
55%, especialmente en 60 hasta 90%, se obtienen fragmentos
monovalentes (fragmentos FAB), que siguen inhibiendo total
mente lg CK~-MM, a saber en 99 hasta 100%, pero que inhiben
la CK-MB solo hasta 50% dentro del margen de los limites
de errores. De este modo se hace posible emplear para la -
determinacidn de la CK-MB antisueros obtenidos a partir de
animales de experimentacidn apropiados, tales como corde-
ros, conejos, gallinas y similares, sin que de antamanp-se
deban separar por costosos métodos analiticos los antisue;
ros que inhiben la CK-MB en més de -aproximadamente 53%. En
lugar de ello se ha hecho posible ahora desdoblar por me-
dios proteoliticos en condicion‘es reductomslos sweros, sin reteming
cidn previa de sus propiedades inhibitorias y excluif en=

tonces especificamente con los fragmentos de desdoblamien-

. to la subinidad M de la CK, independientemente de que esté

presente en la enzima muscular CK~MM o en la enzima hibri-
da CK-~MB, Preferiblsmente, dentro del marco del invento se
utilizan ffagmentos monovalentes, que se obtienen a partir
de snticuerpos, que inhiben a la enzima hibrida'CK-MB en
mas de 55%, de modo especialmente preferido en 60 a 90% y
totalmente a la isoenzima de tipo muscular CK-MM.

Conforme a otra forma preferida de realizacidn del
invento se utilizan los fragﬁentns munﬁvalentes, a partir
de los cuales han sido separados antiﬁuerpos campletos resg

tantes y los fragmentos cristalizahles (Fc). La separacidn
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puede efectuarse conforme a métodos conocidos, por sjemplo

mediante’ cromatografia a través de gel o por diflisis fren

~ te a solucidn de sal y precipitacién con sulfato de zinc

(Immunochem. 14, 99 (1977)).

Los fragmentos monovalentes obtenidos de modo cg

nocido, los.cuales, como se ha mencionado, son purificados

prefer@blemante de anticuerpocs y fragmentos Fc’ pueden~gm-
plearse como tales en el procedimiento del invento. Siq emn
bargo, se prefieren fragmentos monovalentes cuyos grupo§ 
SH habian sido alcohilados de antemano. Son apropiado%‘lﬁ;
agentes de acchilacidn que son activos en el medic acucso
a valores de pH, que no modifican la estructura terciariz
de -proteinas. Ejemplos de ellos son yodoacetato y yodohgﬁ_
tamida; utilizdndose preferiblemente esta Gltima, puestn
que es capaz de inactivar simulténeamente las enzimas pro-
teoliticas empleadas.para la preparacién de los fragmentos,
En l; preparacidn de los antisueros necesarios pa-
ra la cbtenciénvde los fragmentos FAB utilizados conforme
al invento, pasan a utilizarse los métodos usuales de in-
munizacidn que se describen de modo miltiple en la bibliog=-
gréféa. Se hace mencion, por ejemplo, a "Methods of Immu-
nﬁlo;y and Immunochemistry", tomo 4, pdginas 313 y siguien
tes (1976), especialmente pdgina 336. Generalmente, €n el
caso de la inmunizacidn se trata de utilizar antigenos lo
més puros posibles e inmunizarlos durante un tiempo suficien .
temente largo, Lﬁs métodos generales son descritos por -

ejemplo en "Immunclogische Arbeitsmethoden" VEB Editorial



Gustav Fischer Jena, 1976, 368-370 y "Microbiolagy", Editorial

Harpgr & Row, Nusva York, 1970, 458/459, Isoénzimas'ﬁK-MM

- (antigenos) purss, apropiadas para la inmunizacidn, pueden

obtenerse seqdn ABB 150, 648-678 (1972), afadiéndose conve-
nientemente al tampin durante el aislamiento y la purifica-
cidn ditiotreitol para su estabilizacidn.

A partir de los antisusros se obtiene de modo usual

. la fraccidén de IgG o la gamma-globulina y a continuacidn,en
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cuﬁdiciunes reductoras, se desdobla con una enzima proteoll
tica, que ataca a la regidn de articulacidn, Ejemplos de -
ello son papaina y pepsina, El desdoblamiento est? déscr;to,
por ejemplo, en "The Antibody Molecule", Academic Press Nue-
va York, 1975, 322-326. Para la produccidn de las candicié—
nes reducforas se afiaden en general compuestos que :untiénen
grupos SH, por ejemplo cisteina, mercaptoetancl y compuestos
similares..La incubacidn con la enzima proteo}itica es deﬁe-
nida, cuando se ha Completado el desdoblamiento, convenientg
mente por adicidn dé uno de los conocidos agantes inactiva-
dores. Tal como ya se ha mencionado mas -arriba, em el mar-
co del invento se utiliZa preferiblemente yodoacetamida. Los
grupos SH libres, resultantes en el desdoblamiento, de los
fragmentos FAB son alcohilados mediante este agente de de-
tencidn. Fragmentog FAB tratados de}aste modo son especial-
mente bien iddneos dentro del marco del iﬁvehtm, especial~-

mente cuando también se sliminan ademds anticuerpos restan=

‘tas'y fragmentos‘Fc. La inhibicidn de la CK-MB se efectla -

B LT LR

" entonces totalmente sin aparicidn de precipifados y précti-'
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_co del invento se pueden utilizar también los fragmentos

FAB qué”no'esféntalcohilados o no han sido purificados -
respecto de su;tahcias acompafiantes o'impurezas, atn cuan-
do de este mode también se obtiene un error algo mayor en
la determinacidn, el cual sin embargo se sigue.encontran-
L]
do todavia dentro del marco de valores bien utilizables,e§~
decir inhibe la enzima hibrida en 50% + 2. )
La determinacién de la subunidad B en la enzima.hi :
brida CK~-MB después de la adicidn de los anticuerpos meng.
valentes se efectla entonces segiin los métodos conocidos -
en general para la determinacidn de CK, que parten de crea

tina o creatinfosfato como substrato. Procedimientos apro-

piados son descritos, por ejemplos, en "Methoden der Bnzy-

. matischen Analyse", de H. U. Bergmeyer, Editorial Chemie,.

tomo 1, 3% edicidn, pdginas 813-825, Un procedimiento ESPE
cialmente apropiado a causa de su elevada sensibilidad, ha
sido descrito en la solicitud de patente alemana P... (prg
sentada el 2 de marzo de 1979 con el ndmero interno 2292
por la misma solicitante que la presente). Este método uti
liza la reaccidén de luciferina-luciferasa y mide cinética-
mente la cantidad de luz emitida.

El procedimiento conforme al invento hace posible
el empleo de antisueros contra CK-MM con el fin de realizar

la determinacidn cuantitativa de CK-MB, que se habia obtenji

:do segun uno ‘cualquiera de los métodos de inmunizacidn des-

‘Crltﬂs en la blbllOgrafla y que hasta shora, a causa de una"
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inhibicidn demasiado grande de CK-MB, no sran utilizables
en el suero, para un ensaya confiable en cuénto é CK-MB -
desde el punto de visﬁé diagnéstico, También antisueros,que
ademds de la inhibicidn provocan precipitacidn, pueden ser
utilizados conforme al invento. Los antisueros con inhibi-
cidn demasiado elevada de CK-MB resultantes en grado muy -
considerable incluso en métodos de inmunizacidn muy perfez

cianados, ya no necesitan ser separados y se prescinde-de

la técnica analitica costosa para la diferenciacidn entrs

antisueros utilizables y antisueros no utilizables. Estn-
dltimo es especialmente importante, puesto que la experi-

mentacidn de la inhibicidn de la CK-MB de un antisuera sélo

" es posible en preparados CK-MB obtenidos a partir de sie~

ro recientemente recogido de pacientes con infarto cardia

co, La supresidn del ensayo de inhibicidn conduce por con-

siguiente a una considerable simplificacidn.

Los siguientes sjempbs explican el invento adicio-

nalmente.

EJEMPLD 1

i

a) Preparacidn de la fraccidn de IgG; 'A I
Sueros de corderos, que hébian sido inmunizadas con
CK~MM humano segln el esquema descrita en;"Immuﬁologische
Arbeitsmethoden", loc. cit.,es mezelado hésta l,BZM con sul
fato amdnico Eristalino a 0 hasta 42C y pH .7. Después de ~

centrifugacidn, el precipitado es disuelto énAtampén TRIS

- 0,1 M/NaCl 0,15 M, pH '8, y es dializado de modo abundante
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frernte a tampdn de fosfato 10 mM, pH 7,1, El dializado cla-
rificado de nuevo mediante centrifugacidn es aplicado sobre

una columna, qﬁe estd llena con DEAE-celulosa., La fraccidn :

que ha pasado, que contiene proteinas y el eluato, que se
obtieﬁe'con tamﬁén de fosfato 15 mM/NaCl 10 mM, pH 7,1,son . » ‘
reunidos y contienen més de 95% de IgG. '
b) Desdoblamiento con papaina. R

Se incuba IgG segin el procedimiento descrito gnﬂf
Immunochem, 4 (1967) 369 en condiciones reductoras (lﬂ‘ﬁﬁ:

de cistefna) con 1,5% de papaina (% en peso, referido 2= la

cantidad de proteina-IgG) a pH 7,5 durante 5 horas a 57{C.
Al final de la fase de incubacidn se detiene la 303159,43;
enzimas mediante un exceso de yodoacetamida y para la ql;ghi
lacidén de grupos SH libres se incuba a pH 7,5 durante ? %;;
ras a temperatura ambiente., La mezcla de desdublamienté‘eSQ
tabilizada contiene fragmentos FAB, fragmentos Fc y 410%~de

IgG no desdoblado. El rendimiento de reactividad inmune es

mejor de T75%.

c) Purificacidn de los fragmentos FAB

Tras concentracidén a 30 mg/ml por ultrafiltracidn,
la mezcls de desdoblamiento es separada pnr'cromatografia

a través de gel (The LKB Instrument Journal 24, (1977) 10).

- Los fragmentos FAB son eluidos como {ltimo pico proteinice

bien separados de IgG y fragmentos Foe La fraccidn FAB deg

.pués de concentracidn puede ser empleada mediante ultrafil

tracidn directamente para la inhibicidn de CK=MM o de CK-

"MB. La inhibicidn de CK-MB estd dentro del marco del limi-
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te de errores de 50%. La inhibicidn de CK~MM estd en 99 a

100%.

EJEMPLOD 2

a) Preparacidn de la fraccidn de Y-globulina a partir de
plasma de cordero.

Plasma con citrato obtenido de corderos, que habian
sido inmunizados durante 4 a 6 meses con CK-MM, es mez@Igr
do hasta 25 mM con cloruro de calcio y para la coagulacidn
es formulado a temperatura ambiente durante aprogimadamsn—
te 2 horas, Después de descomposicidn mecénica del procuc-
to coagulado se diluye con 1 volumen de solucidn fisioldgi
ca de NaCl y es mezclado con 2% de agente de floculacidn de
silicato (Aernsil) para la adsorcidn de lipoproteinas,

Mediante centrifugacidn se obtiene la porcién so--
brenadante transparente. A partir de la porcidn sobrenadanw
te se precipita la fraccidn de Y-glaobulina a 0 hasta 42C y
pPH 7 con sulfato de amonio 1,8 M, y se recoge y reune para
la centrifugacidn. Mediante didlisis frente a tampdn TRIS
50 mM/NaCl 0,1 M, pH 7,5 y concentracidn por ultrafiltracidn
se obtiene un preparado de anticuerpos iddnec para el des-
doblamiento enzimético.

b) Desdoblamiento con papaina.

Se procede como se describs en el Ejemplo 1b), perc
se modifica ligeramente para la fraccidn de Y-globulina. Se
utiliza 1,5% de papaina referido a un gramo de proteina de

la fraccién de Y-globulina y el tiempo de incubacién es de
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c) Purificacidn de la fraccidn FAB.

La mezcla de desdoblamiento alcohilada es dializada
frente a solucidn fisioldgica de sal comln, y luego es mez-
clada con 25 mM de sulfato de zinc (Immunochem. 14 (1977)
99)., De este modo se precipitan restos de IgG no desdobla-
do y fragmentos Fc y se separan por centrifugacidn, Loé’fiag'
mentos FAB remanentes después de didlisis y concentraciﬁhxég
tén prastds para uéilizarsa en el ensayo de CK-MB, El rendi-

miento es mayor de B0% de la actividad inhibidora paraﬁiad;

enzima CK-MM, referido al plasma de partida. La CK-MB es in-

hibida hasta 50% independientemente del valor de inhibicidn
para los anticuerpos no desdoblados. Los resultados obteﬁi;

dos con diferentes sueros los muestra la siguiente tabla,

TABLA

Anima

o % de inhibicién de la actividad de enzima

CK-MM (600-1000 U/1) CK-MB (200-400 U/1)

Suero de par | Fragmentos Suero de par | Fragmentos
tida (plasma) FAB tida FAB

20

99,5 99,5 62 52
99,86 99,7 56 53
99,3 99,1 64 ‘ 49
98,5 99,3 68 52

W N e
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- REIVINBICACIONES -

1y~ Procedimiento. para 1a,@pté;minaci6n de la.crea
tinquinzsa-MB en éi Sueroc por ekclusigh fﬁ&unéiggiéé de léV,
subunided M y medicidn de la subunidad B conforme e métodos
conocido# para la determinacidn de la creatinquinasa, carac-
terizadévporque para la exclusidn de la subunidad M en la cap
ga de reaccién se afiaden fragmentos monovalentes obteniabé:é
partir de anticuerpos contra la subunidad M por dESdDbl;mi;ﬂ
to proteoliticu.en condiciones reductaras, A

2.~ Procedimiento segﬁn>la reivindicacidn 1, 6;faﬁ-
teriéado'porque se utilizan fragmentqs manovalentes que se -
obtienen a partir de anticuerpos, que inhiben en més dé'SS%
a la énéima hibrida CK-MB y totalmente a la isqenzima EKFMM.

3.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 2, éargc-
terizado porque se utilizan fragmentos monovalentes.de anti--
cuerpos, que inhiben ;n 60 hasta 90%.13 enzima hibrida CK-MB.,

4,~ Procedimiento saglin una de las precedentes rei
vindicaciones, caracterizado porque se utilizan fragmentos

monovalentes, a partir de los cuales se han separado los res

tantes anticuerpos completos y los fragmentos cristalizables

(F_ ).

c
5.~ Procedimiento segin una de las precedentes rei-

vindicaciones, caracterizado porque se afladen fragmentos mao-
novalentes, cuyos grupos SH estén alcohilados.

6.~ Procedimiento segln la reivindicacién S, carac-
ﬁerizadé porque se afladen fragmentos monovalentes alcohilados

con yodoacetamida o yodoacetato.
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7.- Procedimiento segln unsa de'las'precadentes
reivindicaciones, caracterizado porque se determina la sy
_bunidéd B con ayuda de la raa;cién de luciferina-lucife-
rasa y se mide cinéticamente la cantidad de luz emitida.

8.- "PRDCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA
CREATINQUINASA MB",
Tal como se describe y reivindica en ‘la presente-
Me%oria Descrip£iva, que consta de trece hojas escritééga

méquina por una sola cara,
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