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ABSTRACT

The present invention is a specific and
sensitive method of detecting antibodies in
biological samples. This method of inhibition enzyme
linked immunosorbent assay (iELISA) is generally
applicable for the detection of antibodies found in
blological £lulds. The inhibition ELISA immunoassay
(1ELISA) of the present invention greatly increases
the gensitivity, specificity, and convenience of
cbtaining serologic data. The present invention also
relates to a test kit for use in an immunoassay to
detect an antibody to an antigen in a test sample.
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INHIBITION ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (1ELISA)
FOR THE DETECTION AND QUANTIFICATION OF ANTIBODIES
IN BIOLOGICAL SAMPLES

FIELD OF THE INVEMTION

The present invention relates to an inhibition
enzyme linked immunosorbent assay (iELISA) for detecting
and quantifing antibodies in biological samples.

The present invention is a specific and sensitive
method of detecting antibodies in biological samples.
This method of inhibition enzyme linked immunosorbent
assay (IELISA), was developed, in particular, for the
detection of antibodies to recombinant polypeptides in
serum. This method, however, 1is generally applicable to
the other antigens and their corresponding antibodies
found in biological fluids and tissues such as tears,
saliva, urine, milk, semen, and vaginal secretions .

Many immunoassay techniques exist for the immmo-
surveillance of antigens and antibodies. Direct ELISA
assay and protein Western electroblotting assays are
among the most gensitive. However, cne of the drawbacks
of these procedures is the background interference
caused by non-immune immunoglobulin and other serum
factors present in all normal sera. This background, by
its tendency to overlap and obscure low levels of
specific reactive immunoglobulin, decreases the sensi-
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tivity of the assay and creates the need for supplemen-
tary confirmation tests in order to demonstrate true
positivity. One such confirming test used extensively is
the protein Western blotting procedure which, although
sensitive, more specific, and informative for distinct
proteins, is highly labor intemnsive, difficult to inter-
pret, and is qualitative in nature, rather than
quantitative.

Competition ELISA immunoassays exlist for detection
and quantification of antigens and antibodies in serum
which have increased the sensitivity, specificity, and
convenience of obtaining serologic data.

EP 202 890 describes a competition ELISA
immunoassay for detecting human T-cell leukemia-lymphoma
virus type IITI (HTLV-III).

US 5,798,219 describes a campetition ELISA
immunocassay for detecting antibodies to rickettsial
diseases of cattle, sheep, and goats.

EP 353 822 Bl discloses a competition ELISA
immunoassay for detecting malaria infections caused by a
protozoocn of the Plasmodium genus.

However, these methods can also have considerable
background, require large quantities of purified antigen
for coating, require a labeled secondary-detection
antibody, and have numerous steps which are time
consuning and labor intemsive.

The inhibition ELISA immunoassay (iELISA) of the
present invention greatly increases the sensitivity,
apecificity, and convenience of obtaining serologic
data. The methed increases senaitivi:ty of specific anti-
body measurements by eliminating the background
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agsoclated with binding of non-specific immunoglobulin.
The method increases specificity by incubating the
affinity purified antibody and labeled antigen
simultaneously with the test serum. The present method
reduces assay time and labor requirements as a
consequence of the elimination of the secondary
detection step.

Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA), in
general, are performed by binding either antigen or
antibody as a reference reagent to a solid phase
support. Test sample is then reacted with the bound reference re.
The reagents undergo a series of dilution, incubation,
and washing stepa in order to separate bound and free
reagents. The process concludes with a detection step,
compatible with the type of label used, designed to
indirectly measure the amount of antibody (or antigen)

in the test sera.

A novel method is described for the detection and
measurement of antibodies in serum. The advantage of
this assay method is that it reduces or eliminates false
positives and decreases assay incubation time l;y
eliminating the need for a separate detection step. This
invention is an inhibition assay, which differs from
direct binding assay formats in that it allows for the
inhibition of bound specific affinity purified antibody
and test sera antibody for labeled antigen. This avoids
elevated backgrounds caused by non—specific binding of
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secondary detection antibodies to antigen bound to a
solid phage, as in the sandwich assay. A second
advantage of this assay is that it allows for the
determination of concentration in serum in addition to
titer dilution of antibodies. A third advantage is a
reduction in assay time as a consequence of the
elimination of the secondary datection step.

One aspect of this invention is to provide a method
for the detection of antibodies to ré&dombinant
polypeptides in serum. This is an important because
inereasing concentrations of specific anibody to a
recombinant protein could have A neutralralizing effect
on both drug and the drug target. Typically, the levels
of circulating antibody to drugs in the serum are very
low. The method of the present invention, inbhibition
enzyme linked immunosorbent assay (iELISA) allows for
sensitive, accurate, and rapld detection of antibodies

to recombinant proteins.

This method is, however, generally applicable for
detecting antigens and thelir corresponding antibodies in
serum. There are many important potemtial uses for a
simple method for the detection of antibody .
concentrations in sera. Normal plasma from normal
donors can be screened for higher than normal )
concentrations of naturally occurring antibodies to
known pathogens. One could easlly test sera from humans
or animals that bave been vaccinated with a particular
virus, for example the rabies virus, and quickly
determine if titers were sufficiently elevated to give

protection against infection.

wrs .




66400T" 0608STOY

50-3187

10

15

Another aspect is to provide a kit for the rapid
screening and detection of antibodies.

Another aspect of the invention is the use of the
assay in epidemiological studies in regions were a
particular pathogen infects one or more species endemic
to that region. A field iELISA test kit for detecting
serum antibody levels would be amenable for accurately
determining particular species involved and rates and
spread of infection and could be an important tool in

control efforts.

Anothar aspect of the invention are multitudinous
in vitro applications for an inhibition ELISA that could
detect antibody levels from experimental tissue culture
media or purification samples or the detection of
antibody level in blological fluids other than serum
such as urine, saliva, lymph, tears, milk, semen,
vaginal secretions, or spinal fluid.

Another application of this method is for the
detection of virus, including but not limited to, human
T-ceall leukemia-lymphoma virus type III (ETLV-III), the
causative agent of acquired immne deficiency ayndrome
(AIDS). This method is also applicable to tha detectian
of other pathogenic organisms including but not limited
to bacteria, yeast, fungus, and parasites. In additionmn,
this method can be used for detecting antibodles raised

in response to vaccines.
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Flgure 1 schematicaly shows a standard direct
binding sandwich ELISA compared to one form of the
inhibition ELISA of the present invention.

Figure 2 ghows antibody titers from serum samples
from rhesus monkeys treated with a recombinant protein
over a six month period. Rhesus monkeys were immunized
with 100 pg/kg of myelopoietin (MPO), a member of a
family of recombinamnt proteins which are multifunctional
agonists of human interleukin-3 (IL-3) and human
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF)receptors
(WO 95721197 and WO 95/21256), with 0.5 mg/kg Titermax
(adjuvant from Hyclone Company) subcutaneous
administration on day 1 and boosted on days 21, 42, 63,
B4, 105, 126, and 147. Spike controls consisted of
normal rhesus serum with addition of 4 pg/ml affinity
purified goat anti-MPO which i=s then serial diluted 1:2

to generate a standard curve..

Figureas 3 and 4 show serum antibody titers from
breast cancer patients (chemotherapeutic agent was
docetaxel, 100 mg/m' on day 1) treated with 5.0
pa/kg/day of MPO. The control is normal human serum with
the addition of 4 pg/ml affinity purified goat anti-MPO
diluted as above.

Figure 5 shows serum antibody titers from lymphoma,
cancer patients (Chemotherapeutic regimen was ESHAP- |
etoposide, methylprednisolone, cisplatin, cytosin
arabinoside, Journal of Clinical Oncology. 13:1734-1741,
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1995) treated with 7.5 pg/kg/day of MPO. Control
standard is normal human sexum with the addition of 4

pg/ml affinity purified goat anti-MPO.

5 Figure 6 showa serum antibody titers from normal
female rhesus monkey immunized with promegapoietin
(PFMP), a member of a family of recombinant proteins
vhich are multifunctional agonists of bhuman IL-3 and
human c-mpl receptors (WO 97/12985) 50 ug/kg/day with

10 0.5 mg/kg subcutaneous injectioma for 10 days.

Figure 7 shows serum antibody titers from a human
male sarcoma cancer patiant treated with 0.5 pg/kg/day
for five days for 3 cycles with PNP. Control is normal

15 human serum with the addition of 4 pg/ml affinity
purified goat anti-~-PMP.

Figure B demonstrates the antibody is being
detected by the removal of IgG by Protein G fram the
20 serum. Antci-PMP titers were measured in a patient in Cycle 1
of the chemotherapy at Day 1 with no titer as a negative
control and at Day 32 with positive titer befora and after
Protain G treatment for 1 hour at room temperature. Various
concantrations of affinity purified goat anti-PMP antibody
25 was added to normal serum as a positive control.

BHLDUT O6HDBSTOY
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The invention described is an inhibition ELISA. In
30 the preferred emhodiment, as shown in Figure 1, the
affinity purified specific antibody (primary antibody)
is bound to a 96-well microtiter plate, which is then
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exposed to a predetermined concentration of labeled
antigen and a solution containing an unknown
concentration of test sample antibody (secondary
antibody). The microtitar plate containing the antigen-
antibody mixture is incubated to allow the primary and
secondary antibodies to compete for binding of labeled
antigen. After washing thoroughly to remove unbound
antigen and secondary antibody-antigen complex,
measurement of bound labeled antigen that was not
removed by competition witH" the secondary antibody, is
determined by the addition of a~gubstrate which yields a
chromogenic product. The amount of chromogen produced
is directly related to the amount of labeled antigen
bound to the primary antibody and the percent inhibition
of labeled antigen by the unknown concentration of
secondary antibody. The percent inhibitiom is
determined by a graphic transformation of the absorbance
readings and the 50% inhibition concentration (IC50) of
this curve is used to determine titer of the secondary
antibody in the unknown solution.

One could alsc envision a similar assay in which
antigen is coated to a microtiter plate and labeled
primary antibody, either monoclonal or affinity
purified, compete with unknown test solution antibody
for binding to the precoated antigen.

It is also envisianed that the asaay could be
parformed in solution by separating the primary antibody
and the unknown secondary antibody. This may be
accomplished by labeling the antigen or primary antigen i
with a magnetic tag or attaching them to agarose and
then using a magnatic fiald and centrifugation,

respectively, to separate them.
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The assay may also be performed by binding antibody
to binding surfaces other than microtiter plates. For
example, antibodies could bind to small Biacore sensor
chips (BR-1000-14) coated with affinity molecules such
as Protein A or G or carboxymethyl dextrans.
Additionally, other binding surfaces such as small
agarose beads or magnetic beads could also be
anticipated as being employed in the assay.

One could envision the use of the iELISA in kit
form. Antibodies against gpecific antigens could be
precoated on plates followed by blocking of non-coated
80lid surface. These plates would then be stable, and
could be stored at 4°C for several months. Peroxidase
labeled antigen is alsc stable for several months at
4°C. Test samples could be added anytime within this
window of reagent stability in a research or clinical
setting.

MATERIALS AND METHODS:

Production of polyclonal antisera:

Purified soluble antigens are generally mixed with an
adjuvant to help enhance the immme response by
stimulating various cellular components of the immune
system. Typically, Freund’s adjuvant (FA, Difco
Laboratories) is used. Freund’s adjuvant is a mineral
oil with a stabilizer to yield stabile water~in-oil
emilsions. Complete Freund’s Adjuvant (CFA, Difco
Laboratories) contains a dispersion of dried, heat
killed Mycobacterium tuberculosis and causes formation
of local granulomas which are rich in macrophages and
immunocompetent cells. Immunizations are routinely
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performed uaing CFA with subeequent boosts in FA at
intervals of one month. Intramuscular inoculations for
goats are generally performed in the thigh muscle of the
hind leg followed by subcutanecus boosts to decrease the
chances of an anaphylactic reaction. Test bleeds should
be drawn approximately 10 days after each boost until
deasired titer is obtained. 8Screening of test bleeds
could be performed by ELISA, Westerns, or Ouchterlony
agarosa double diffusion precipitin assays.

Affinity pPurification

Antibodles are routinely purified from tissue
culture media for monoclonals or, from serum for
polyclonals, using affinity chromatography methoda. One
such method employs the use of Protein A isolated from
culture media of Staphylococcus aureus immobilized on
sapharose beads. Protein A has an extremely high
affinity for IgG and IgG sub-classes from a variety of
mamnalian species and will also bind to some IgA and IgM
antibodies (Kronvell, G., et al. J. Immunol. 104:140-
147, 1570). To purify antigen specific antibodies,
protein antigen ligands are coupled to activated
immmoaffinity supports via primary amines. The gel
containing approximately 5-10 mg antigen per. ml resin,
is then packed into a column and the solution containing
the desired antibody is slowly passed over the column,
followed by washing, to remove weakly bound non-specific
proteins. The specific antibody i= then eluted. Acid
elution 1s the most commonly employed desorption method.
Eluants such as glycine-HCl pH 2.5, 20 mM HCl, sodium
citrate pH 2.5, 0.5 M acetic acid pH 2.5 are routinely
used to dissociate the antigen-antibody complexes. Base

10
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elution such as 50 mM diethylamine pH 11.5, and elution
with chaotrophic agents, are less fregquently used than
acid elution, but in some cases, they are more

effective.

Enzyme Labeling of antibodies and antigens
Widely used methods for detecting immunoassay

antigen-antibody complexes involve the labeling of
either the antigen oxr the antibody with a radioisotope,

10 fluorescent tag, or an enzyme. Obvious safety and
disposal concerns have increased the popularity of
enzyme-linked imminoassays. There are three enzymes
generally used with ELISA’s. The earliest was alkaline
phosphatase and the most commonly used now is

15 horseraddish peroxidase. The third is beta-
galactosidasa. FPhosphatase or galactosidase are used in
sBituations where there may be endogenous peroxidase
activity in the antigen. Conjugation is by a variety of
methoda. Two of the more commonly used cross linking

20 methods involve the use of glutaraldehyde (GA)
{(0’'Sullivan, M.J. and Marks, V., Meth. Enzymol. 73:147,
1979) and pariodate (NalO,) (Nakana, P.K., and Kawaoi,
A., J. Histochem. Cytochem. 22:1084, 1974) the latter
being very efficient for glycoproteins. This method has

25 been most significant for the development of ELISA’s due |
to its high efficiency compared to the GA methods. With
the NaIO, method, yellds are at least 3 to 4 times
higher than the conjugates prepared with GA. The NaIO,
mathod was originally used for the conjugation of

k] horseradish peroxidase to antibodies but may also be
applied to other glycoproteins such as various

66L00T"0 O STDS

cytokines. . I
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Another more recent method of labeling is with
biotin and avidin. Commonly, protens are labeled with
biotin and avidin is tagged with either alkaline
phosphatase or horse raddish peroxidase. Biotin-avidin
complexes have a high binding affinity which can be used
as a tool to greatly enhance the detection signal.

Antibody generation

Anti-MPO and anti-PMP antiserum were developed in
goats. Goats were chosen as aniwal of choice for
antibody production because large-~yolumes of antisera
could be generated in a relatively short period of tima.
The goats were immunized with MPO and PMP antigens as
follows. Antigen was diluted to a concentration of 1.0
mg/ml phosphate buffered salina (PBS) pH 7.4, and was
then mixed with an equal volume of CFA. The animals were
given intramuscular injections in the rear hind guarter.
After four weeks, the goats were boosted with 0.5 mg of
antigen mixed one to one with FA and then bled on day
ten to check for antibody titar. Antibody titars ware
asgessed using agarose double diffusion technique of
OQuchterlony (Arkiv. Kemi Mineral Geol., 263 (14):1-9,
1948) with plates obtained from ICN Biomedicals, Inc.,
(642751). Goats were given booster injections and bled
every 4 weeksa.

Affinity purification of antisera

Antibody was affinity purified using immobilized
antigen at 15 mg/ml AffiGel 10 resin. Purified antigen
was dialysed into 3 ml 0.05 M sodium phosphate buffer pH
7.5, containing 150 mM sodium chloride. After dialysis
against a 5000-fold excess of phosphate buffer, washed

12
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AffiGel (1 ml/15 mg protein) was added to the antigen
solution and allowed to incubate overnight at 4°C with
slow rotation. Blocking of remaining active esters was
achieved by the addition of 0.1 ml1 1 M glycine ethyl
ester pH 8.0 (Sigma G-8001) per ml of gel for one more
hour at 4°C. The gel was then transferred to a columm
and wvashed extensively with coupling buffer. The goat
anti-sera was then diluted 1:1 with PBS and pumped onto
an affinity column at a flow rate of 0.5 ml/min.
Affinity purified antibody was eluted from the colummn
with 0.5 M acetic acid-pH 2.5 elution buffer, collecting
into 1:10 volume 10 X phosphate buffered saline buffer
to neutralize the pH. A final pH adjustment to 7.0 was
made with NaOH. Approximately one mg of specific
antibody was obtained per ml of serum.

Preparation of enzyme labeled antigen conjugate

The following conjugation reagents were purchased from
Sigma Chemical Company, St. Louis, Missourl: sodium m-
periodate (S-1878), sodium borchydride (S-9125), and
horseradish peroxidase type XII (P-8415). AffiGel-10,
an active ester agarose used for affinity
chromatography, was purchased from Bio Rad (153-6099).
MPO and PMP were labelled with horse radish percxidase
(HRP)} according to the method described by Nakane, et
al. (J. Histochem. Cytochem. 22:1084-1091, 1974) .
Briefly, 5.0 mg/ml of purified MPO was dialyzed into 10
mM carbonate/bicarbonate buffer pH 9.5. HRP was
dissolved in 2 ml distilled water at 10 mg/ml and 0.1 ml
of a 0.2 M sodium periodate solution was added and
allowed to stir for 20 minutes, room temperature (on
addition of the sodium periodate, there is a color

13
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change from brown to green). Next, the HRP-aldehyie
solution was dialyzed against 1 mM sodium acetate
buffer, pH 4.5 at 4°C, for four hours with 5-6 buffer
changes (color changes back to green). The HRP-aldehyde
wvas adjusted betweean pH 9-9.5 by the addition of 20ul of
0.2 M carbonate buffer pH 9.5, and 5 mg of MPO was
immediately added to this solution. The pH of the
mixture was rechecked and adjusted to pH 9-9.5, if
necessary, and then incubated for two hours at room
temperature. The mixture was then reduced by the
addition of 0.05 ml sodium borohydride, 4 mg/ml, to give
a final concemntration of about 0.18 mg NaBH /ml and
allowed to stand for two hours at 4°C with occasional
shaking. The reaction mixture was then dialyzaed
ovarnight against 2000-5000 times its volume of PBS at
4°C. For storage, the antigen/ERP conjugate was mixed
with bovine serum albumin (BSA final concentration 5
mg/ml) and 0.01% thimerosal (Sigma, T-5125) as a

praeservative.

Performance parameters

To determine the appropriate assay conditions,
checkerboard ELISA's were performed by spiking various
concentrations of affinity purified goat antibody into
human serum from 5 normal donors and allowing it to
compete with a constant amount of solid matrix absorbed
affinity purified goat antibody for the binding sites of
HRP labeled MPO or PMP. In a checkerboard ELISA, antigen
concentrations are diluted in one direction on a
microtiter plate, and antibody is diluted in the othar
direction. Optimum concentrations are selected based on
predetermined criteria for time of development, maximum

14
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desired optical density (OD) and minimum noise to signal
ratio. Results were plotted as either the concentration
of competing antibody vs. OD,, or as dilution vs. OD,,.
It was det'e.'mined that a coating antibody concentration
of 0.25 pg/ml was limiting am‘mgh to allow for adequate
competition for 10 ng/ml of HRP-MPO . Starting dilutiom
of human patient serum was diluted 1:100 to eliminate
any serum matrix effect and then serially diluted to
1:102,400. Optimally, the desired combination of
coating antibody, serum antlibody, and BRP cm'ljug;ted MPO
or PMP, would produce an optical density of 0.5-1.0 at
650mm in approximately 15 minutes at room temperature
for the upper limit of the standard curve.

Inhibition angyme linked ilmmunosorbent assay {iELISA)
Bovine serum albumin (BSA RIA grade, fraction V)
used in assay buffers, was purchased from Sigma (A-
7888). For the ELISA, Immulomn II, polystyrene 96-well
microtiter plates (Dynatech), and TMB peroxidase
substrate (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. {50-76-
04} were used. Tween 20 was purchased from Sigma (P~
1379). Polystyrene 96-well microtiter plates were
precoated with 150 pl/well of a 0.325 mg/ml affinity
purified goat anti-MPO or PNP antibody solution diluted
in 0.1 ¥ sodium carbonate buffer pE 8.2, and allowed to
bind overnight at room temperature, 1004 humidity. The
plates were then emptied to remove unbound antibody and
blocked with the addition of 200 pl/well 3% BSA-10 mM
phosphate buffered saline-0.05% tween 20 pH 7.4, for one
hour at 37°C, and 100% humidity. The unbound blocking
agent was then ramoved and the plates were washed three
times with 0.05% tween-isotonic saline (TS). Next, 75

15
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pl/well of human serum diluted 1:50 (1:100 final) was
added to the appropriate wells diluted in 0.1% BSA-10mM
PBS-0.05% tween 20. Then 75 ul of HRP/Antigen at a
1:50,000 (1:100,000 final) was added to each well and
the coated antibody and antibody in the serum were
allowed to compete for HRP/MPO for 2 hours at 37°C and
100% humidity. The plates are then emptied to remove
unbound conjugate and washed three times with TS. In the
next step, a colorimetric reaction was performed to
determine the bound peroxidase activity by addition of
150 pl/well of TP peroxidase substrate solution to each
well and allowing the reaction to proceed for
approximately 15 minutes. Finally, the absorbance of the
resultant blue color was measured by an ELISA autoreader
(Dynatech, U.5.A.) at 650 nm.

EXAMPLES

Exampie 1 Measurement of MPO antibodies in Rhesus
monkeys

The myelopoietin (MPO) family of proteins are
multifunctional agonists of the buman IL-3 and G-CSF
raceptor complexes and were developed to produce a
significant attenuation in neutropenia and
thrombocytopenia in patients receiving myelosuppressive
cancer therapy. It is critical, when administering
protein therapeutics, to determine if antibodies are
being generated that may have important clinical
significance such as neutralization.

The iELISA assay was to determine the serum antibody
titers of a rhesus monkey imminized and boosted over a

16
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6.5 month period with MPO. Immunization consisted of
subcutaneous injections of 100 pg/kg MPO with 0.5 mg/kg
Titermax (adjuvant) with subsequent 100 ug/kg boost on
days 21, 42, 63, 84, 105, 126, and 147. Serum was
obtained and then added to the assay at a 1:100 dilution
and then serially diluted 1:2 for 10 dilutions to
determine titers. Results suggest that titers first
appear around day 14 and reach a peak between 2.5 and 5
months. For a positive control, affinity purified goat
anti-MPO was added to normal rhesus serum at 4 Bg/ml and
then smserially diluted 1:2 (Figure 2) .\

Example 2 Mearurement of MPO antibodies in cancer
patilents

Serum from MPO-treated cancer patients were analysed to
determine if they were producing antibodies to MPO.
Breast cancer patients were givem 5.0 pg/kg/day MPO
after various cycles of docetaxel chemotherapeutic
treatment and lymphoma patients were given 7.5 ug/kg/day
MPO after recelving ESHAP chemotherapeutic regimen.
Results of cancer and lymphoma patients treated with MPO
showed either no anti-MPO antibodies or slight titers of
less than 1:500 using an IC50 calculation (Figures 3-5).

Example 3 Measuresment of PMP antibodies in rxrhesus
monkeys

The 1ELISA was used to determine antibody titers in
another class of hematopoietic growth factors.
Promegapo:i.etiz_a ({PMP), a dual receptor agonist for the
IL-3 and thrombopoietin (TPO) receptors, i:as

17
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demonstrated enhanced recovery from chemotherapy induced
thrombocytopenia.

We first examined serum from normal rhesus monkeys
immunized with PMP subcutaneously for 10 days with 50
pg/kg/day. A titer was first detectable at day 21

(Pigure 6).

Example 4 Neasurement of FPMP antibodies in cancer
patlents

Serum from a male sarcoma patient treated with 3 cycles
of 0.5 ug/kg/day PMP for 5 days was analyzed for
antibodies. With the IELISA, an increased antibody
titer to PMP with subsequent treatment cycles wmas
detected (Figure 7). With increasing concentrations of
specific PMP antibody a neutralralizing effect on both
drug and endogenocus growth factor could result inducing
thrombocytopania.

Example 5 Demongtration that the iELISA was measuring
antibody 1n the serum

To demonstrate that the IRLISA was indead measuring
antibody in the patient serum, positive titer serum was
pre-treated with 50 pg/ml Protein G for 1' hou.r to remove
any IgG from the serum and then samples were assayed
before and after Protein G treatmsnt. Results clearly
show that after the addition of Protein G, serum
antibody levels return to baseline levels of
pretreatment serum (Figure 8).
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There are many important potential uses for the
simple detection of antibody titers in sera. Normal
plasma from normal donors can be screened for higher

than normal titers of naturally occurring antibodies to

known pathogens. One could easily test sera from humans

or animals that had been vaccinated with a particular
virus, for example the rabies virus, and quickly
determine if titers were sufficiently elevated to give
protection against infection.

The assay may lend itself to epidemiological studies
in regions were a particular pathogen infects one or

more species endemic to that region. A field ELISA test

kit for detecting serum antibody levels would be
amenable for accurately determining particular species

involved and rates and spread of infection and could be

an important tool in control efforts.

One could also imagine many other in vitro
applications for an inhibition ELISA that could detect
antibody levels from experimental tissue culture media
or purification samples or the detection of antibody
level in blological flulds other than serum such as
urine oxr lymph or spinal fluid.

All references, patents or applications cited
herein are incorporated by reference in their entirety
ags if written herein.

Various other examples will be apparent to the
person skilled in the art after reading the present
disclosure without departing from the spirit and scope
of the invention. It is intended that all such other
examples be included within the acope of the appended
claims.

19
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method for the detection of a first antibody
in a test sample, comprising the steps of:

coating a binding surface or support with a
purified second antibody to form an antibody-coated
surface;

combining a predetermined amount of a purified
labeled antigen and said test sample cunta:l.ninjq syid
first antibody; ~

adding the incubated mixture of antigen and first
antibody to said antibody-coated surface;

incubating said antibody-coated surface with said
combination of antigen and first antibody; and
measuring the amount of antigen-binding inhibitionm.

2. The method of Claim 1, wherein sald second
antibody is a purified polyclonal antibody.

3. The method of claim 1, vherein sailid second
antibody is a monoclonal antibody.

4. The method of claim 1, 2 or 3, wherein said
purified polyclonal antibody is purified by a method
selected from the group comsisting of: antigen affinity
purification, protein A affinity purification, and
protein G affinity purification.

5. The method of claim 1, 2, 3 or 4 wherein said
antigen is labeled with a agent selected from the group
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congisting of: horseradish peroxidase, alkaline

phosphatase, biotin and phosphorescently.

6. The method of claim 1, 2, 3, 4 or 5, wherein
said binding surface or support is a microtiter plate

well.

7. The method of claim 1, 2, 3, 4, 5, or 6,

vherein said test sample is serum from a mammal.
A.

8. The method of claim 1, 2, 3, 4, 5, oxr 6,
wherein said test sample is sexrum from a human.

9. A test kit for use in an immuncassay to detect
a first antibody to an antigen in a test sample,
comprising:

an insoluble binding surface or support;

a purified second antibody which can be bound to
saild binding surface or support; and

purified and labeled antigen which specifically
binds to and saturates said second antibody; and

washing, purifying, and incubating reagents.

21
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TRADUCCION DEL INGLES AL ESPANOL de la Solicitud de Patente
de los Estados Unidos No. 60/158,090 relacionada con:

ENSAYO DE INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA DE
INHIBICION (/ELISA) PARA DETECCION Y CUANTIFICACION
DE ANTICUERPOS EN MUESTRAS BIOLOGICAS

ANEXOS. La Solicitud de Patente de los Estados Unidos Serie No.60/
158,090 ammiba mencionada, Declaracién y Poder, Solicitud de Patente,
Certificacion del Comisionado de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos de América; Certificacién Notarial del Estado de Wisconsin,
Estados Unidos de América.

LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS DE
AMERICA

Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos
Octubre 18, 2000

ESTE PARA CERTIFICAR QUE ANEXO AL PRESENTE SE
ENCUENTRA UNA FIEL COPIA TOMADA DE LOS REGISTROS
DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS
UNIDOS DE AQUELLOS DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD DE
PATENTE IDENTIFICADA ABAJO LA CUAL CUMPLE LOS
REQUISITOS PARA CONCEDERLE UNA FECHA DE
PRESENTACION BAJO LA NORMA 35USC 111.

NUMERO DE SOLICITUD: 60/158,090
FECHA DE PRESENTACION: Octubre 07, 1999

Por autorizacién del
COMISIONADOQ DE PATENTES Y MARCAS

N. Woodson (Firmado)
N. WOODSON
Funcionario de Certificaciones

SELL.O ADHERIDO
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La presente invencién es un método especifico y sensible para
detectar anticuerpos en muestras biolégicas. Este método de ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzima de inhibicién (JELISA) es aplicable
generalmente para la deteccion de anticuerpos encontrados en fluidos
biolégicos. El inmunoensayo ELISA de inhibicién (JELISA) de la
presente invencidn aumenta en gran proporcién la sensibilidad,
especificidad y conveniencia de obtener datos seroldgicos. La presente
invencion se refiere ademas a un estuche de prueba para uso en un
inmuncensayo con el fin de detectar un anticuerpo para un antigeno en
una muestra de prueba.

ENSAYO DE INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA DE
INHIBICION ({ELISA) PARA DETECCION Y CUANTIFICACION
DE ANTICUERPOS EN MUESTRAS BIOLOGICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un ensayo de inmunoabsorbente
ligado a enzima de inhibicién (JELISA) para detectar y cuantificar
anticuerpos en muestras biol4gicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién es un método especifico y sensible para
_ detectar anticuerpos en muestras biologicas. Este método de ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzima de inhibicién (/ELISA) se desamrolld,
en particular, para la deteccién de anticuerpos para polipéptidos
recombinantes suero. Este método, sin embargo, es aplicable
generalmente a los demés antigenos y sus correspondientes anticuerpos
encontrados en fluidos biolégicos y tejidos tales como suero, lAgrimas,
saliva, orina, leche, semen, linfa, fluido espinal y secreciones vaginales.

Existen muchas técmicas de inmunoensayo para la
inmunovigilancia de antigenos y anticuerpos (Kemeny D. M. y
Challacombe S. J. ELISA and Other Solid Phase Immunoassays
Theoretical and Practical Aspects, John Wiley & Sons, 1988). Enfre los
de mayor sensibilidad se encuentran el ensayo ELISA directo y los
ensayos de electrobandeo de proteinas. No obstante, una de las
desventajas de estos procedimientos es la interferencia de fondo causada
por inmunoglobulina no-inmune y otros factores de suero presentes en
todos los sueros normales. Este fondo, por su tendencia a traslapar y a
obscurecer bajos niveles de inmunoglobulina reactiva especifica,
disminuye la sensibilidad del ensayo y crea la necesidad de ensayos de
confirmacién suplementarios con el fin de demostrar positividad



verdadera. Un ensayo similar de confirmacién empleado extensivamente
es el procedimiento de bandeo de proteinas que, aunque sensible, mis
especifico e informativo de proteinas distintas, es altamente intensivo en
trabajo, dificil de interpretar y es de naturaleza cualitativa, mis que
cuantitativa.

Existen inmunoensayos ELISA de competencia para la detecién y
cuantificacién de antigenos y anticuerpos en suero, que han aumentado la
sensibilidad, especificidad y conveniencia de obtener datos serolégicos.

EP 202 890 describe un inmunoensayo ELISA de competencia
para detectar virus humano de linfoma-leucemia de células T tipo III

(HTLV-1I),

US 5,798,219 describe un inmunoensayo ELISA de competencia
para detectar anticuerpos de enfermedades rickettsiales del ganado,
ovejas y cabras.

EP 353 822 Bl revela un inmunoensayo ELISA de competencia
para detectar infecciones de malaria causadas por un protozoo del género
Plasmodium.

Sin embargo, estos métodos pueden temer también un fondo
considerable, requerir grandes cantidades de antigeno purificado para
recubrir la superficie de soporte, necesitar un anticuerpo etiqueteado de
deteccién secundaria y tener muchos pasos que consumen tiempo y son
intensivos en trabajo.

El inmunoensayo ELISA de inhibicion (/ELISA) de la presente
invencién incrementa sustancialmente la sensibilidad, especificidad y
conveniencia de obtener datos seroldgicos. El método aumenta Ila
sensibilidad de mediciones de anticuerpos especificos eliminando el
fondo asociado con el ligamiento de inmunoglobulina no-especifica. El
método incrementa la especificidad incubando el amticuerpo purificado
de afinidad y el antigeno etiqueteado simultineamente con el suero de
ensayo. El presente método reduce el tiempo de ensayo y los
requerimientos de trabajo como consecuencia de la eliminacién del paso
de deteccién secundaria.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA),
general, se realizam enlazando bien sea el antigeno o el anticuerpo como
reactivo de referencia a un soporte de fase sflida. Seguidamente, la
muesu'adeyosehaoereacclonarconelreacuvodereferencm
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enlazado. Los reactivos pasan por una serie de pasos de dilucion,
incubacién y lavado con el fin de separar reactivos enlazados y libres. El
proceso concluye con un paso de deteccidn compatible con el tipo de
marcador usado, disefiado para medir indirectamente la cantidad de
anticuerpo (o antigeno) en los sueros de prueba.

Un método novedoso se describe para la deteccién y medicion de
anticuerpos en fluidos biolégicos tales como suero. La ventaja de este
método de ensayo es que reduce o elimina positivos falsos y disminuye ¢l
tiempo de incubacién del ensayo eliminando la necesidad de un paso
separado de deteccién. Esta invencién es un ensayo de inhibicién, que
difiere de los formatos de ensayo con ligamiento directo en que permite
la inhibicién de anticuerpo ligado especifico, purificado de afinidad, y
anticuerpo de sueros de ensayo para antigeno ectiqueteado. Esto evita
fondos elevados causados por ligamiento no-especifico de anticuerpos de
deteccién secundaria a antigeno ligado a una fase sélida, como en el
ensayo de emparedado. Una segunda ventaja de este ensayo es que
permite la determinacién de concentracién en suero en adicién a la
dilucién de titulacién de anticuerpos. Una tercera ventaja es una
reduccién en el tiempo de ensayo como consecuencia de la eliminacién
del paso de deteccién secundaria.

Un aspecto de esta invencién es proveer un método para Ia
deteccién de anticuerpos enddgenos contra polipéptidos recombinantes
en suero. Esto es importante porque concentraciones crecientes de un
anticuerpo especifico de una proteina recombinante podrian tener un
efecto neutralizador tanto sobre el firmaco como sobre la diana del
farmaco. Tipicamente, los niveles de anticuerpo en circulacién a los
fairmacos en el suero son muy bajos. El método de ensayo de
inmunoabsorbente ligado a enzima de inhibicién ({ELISA) de la presente
invencion permite una deteccion sensible, precisa y répida de anticuerpos
para polipéptidos recombinantes.

Este método, sin embargo, es aplicable generalmente para detectar
otros antigenos y sus correspondientes anticuerpos en fluidos biol6gicos
tales como suero. Hay muchos usos potenciales importantes para un
método sencillo de deteccién de concentraciones de anticuerpos en
sueros. Se puede analizar plasma normal de donantes normales en cuanto
a concentraciones mas altas de lo normal de anticuerpos enddgenos de
patdgenos conocidos. Se podrian analizar ficilmente sueros de humanos
o animales que se hayan vacunado con un virus particular, por ejemplo,
el virus de la rabia, y determinar rdpidamente si las titulaciones fueron
suficientemente elevadas para brindar proteccién contra la infeccion. Se
podrian detectar también los niveles de una clase de anticuerpos tales
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como inmunoglobulina E (IgE) cuando el cuerpo esta respondiendo a unl
alergeno.

Otra modalidad de la presente invencién es un método para
determinar niveles de anticuerpos exégenos en fluidos bioldgicos como
suero. El /ELISA de la presente invencién podria emplearse para
determinar los parimetros de farmacocinética (PK) y farmacodindmica
(PD) de anticuerpos exégenos para evaluar la eficacia.

Otra modalidad de la presente invencién es proveer un método para
diagndstico de una enfermedad detectando un antigeno o su anticuerpo
correspondiente. El /ELISA puede usarse para detectar un antigeno o su
anticuerpo correspondiente.

Otro aspecto de la invenciéon es el uso del ensayo en estudios
epidemioldgicos en zonas en donde un patégeno particular infecta una
mas especies endémicas de esa zona. Un estuche de ensayo /ELISA en
campopmdetectnrmvelesdeanucuexposdelsueroseﬂaapmpmdopm
determinar con precision especies particulares comprometidas y
velocidades y propagacién de la infeccién y podria constituir una
herramienta importante en campafias de control.

Otro aspecto de la invencién son aplicaciones multitudinarias in
vitro para un ELISA de inhibicion que podria detectar niveles de
anticuerpos a partir de medios de cultivo experimentales de tejido o
muestras de purificacién o la deteccion de niveles de anticuerpo en
fluidos biolégicos distintos de suero, tales como orina, saliva, linfa
lagrimas, leche, semen, secreciones vaginales o fluido espinal.

Otra aplicacion de este método consiste en Ia deteccion de virus,
incluyendo pero no limitados a, virus humano de linfoma-leucemia de
células T tipo III (HTLV-II), el agente causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Este método es también aplicable a
la deteccién de otros organismos patogénicos, incluyendo pero no
limitados a, bacterias, levadura, hongos y pardsitos. Ademss, este
método puede usarse para detectar anticuerpos suscitados en respuesta a
vacunas, incluyendo pero no limitadas a, la vacuna OspA para la
prevencién de 1a enfermedad de Lyme.

Otro aspecto de la presente invencién es proveer un estuche para el
andlisis rdpido y detecciébn de antigenos y sus correpondientes
anticuerpos en fluidos biologicos y tejidos como el suero.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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La Figura 1 muestra esquemdticamente un ELISA de emparedado
de ligamiento directo estindar comparado con una forma del ELISA de
inhibicién de la presente invencién.

La Figura 2 muestra titulaciones de anticuerpos provenientes de
muecstras de suero de monos rhesus tratados con una proteina
recombinante durante un perfodo de seis meses. Se inmunizaron monos
rhesus con 100 Og/kg de mielopoyetina (MPO), un miembro de una
familia de proteinas recombinantes que son agonistas multifuncionales de
interleucina-3 (IL-3) humana y receptores de factor estimulante de
colonia de granulocito humano (G-CSF) (WO 95/21197 y WO
95/21256), con 0.5 mg/kg administrado subcutineamente de Titermax
(coadyuvante de Hyclone Company) el dia 1 y reforzado los dias 21, 42,
63, 84, 105, 126 y 147. Los controles de punta estuvieron conformados
por suero de rhesus normal con adicién de 40g/ml anti-MPO de cabra,
purificado de afinidad, que se diluye luego 1:2 pama generar una curva
estindar.

Las Figuras 3 y 4 muestran titulaciones de anticuerpos de suero de
pacientes con céncer de mama (agente quimioterapéutico era docetaxel,
100 mg/m’ ¢l dia 1) tratadas con 5.0 Og/kg/dia de MPO. El control es
suero humano normal con la adicién de 40g/ml de anti-MPO de cabra,
purificado de afinidad, diluido como ya se indic6.

La Figura 5 muestra titulaciones de anticuerpos de suero
provenientes de pacientes con céncer de linfoma (el régimen
quimioterapéutico era etopdsido ESHAP, metilprednisolona, cisplatina,
arabindsido de citosina, Journal of Clinical Oncology, 13:1734-1741,
1995) tratados con 7.5 Og/kg/dia de MPO. El control es suero humano
normal con la adicién de 4 Og/ml de anti-MPO de cabra, purificado de
afinidad.

La Figura 6 muestra titulaciones de anticuerpos de suero
provenientes de mono rhesus femenino nommal inmunizado con
Promegapoyetina (PMP), un miembro de una familia de protefnas
recombinantes, que son agonistas multifuncionales de IL-3 humana y
receptores c-mpl humanos (WO 97/12985), 50 Og/kg/dia con
inyecciones subcuténeas de 0.5 mg/kg durante 10 dias.

La Figura 7 muestra titulaciones de anticuerpos de suero
provenientes de un paciente masculino humano con céncer de sarcoma,
tratado con 0.5 Og/kg/dia durante 5 dias por 3 ciclos con PMP. El
control es suero humano normal con la adicién de 4 Og/ml de anti-PMP
de cabra, purificado de afinidad.
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La Figura 8 muestra el anticuerpo que se estd detectando mediante
la remocién de IgG por la Proteina G del suero. Las titulaciones de anti-
PMP se midieron en un paciente en ciclo 1 de la quimioterapia el dia 1
sin titulacién de ninguna clase como control negativo y el dia 22 con
titulacion positiva antes y después del tratamiento con Proteina G durante
1 hora a temperatura ambiente. Al suero normal se afiadieron como
control positivo varias concentraciones de anticuerpo de anti-PMP,
purificado de afinidad.

DE ION DETALLADA DE LA NCION

La invencidn descrita ¢s un ELISA de inhibicién (JELISA). En la
modalidad preferida, como se indica en Figura 1, el anticuerpo especifico
purificado de afinidad (amticuerpo primarno) se liga a una placa de
microtitulacién de 96 celdillas, que se expone luego a una concentracion
predeterminada de antigeno etiqueteado y una solucién que contiene una
concentracién desconocida de anticuerpo de muestra de prueba
(anticuerpo secundario). La placa de microtitulacién que contenia la
mezcla antigeno-anticuerpo se incuba para permitirles a los anticuerpos
primarios y secundarios competir por el ligamiento del antigeno
etiqueteado. Luego de lavar concienzudamente para remover el antigeno
no ligado y el complejo anticuerpo-antigeno secundario, la medicion de
antigeno marcado ligado que no se removié por competencia con el
anticuerpo secundario se determina por la adicion de un sustrato, que
genera un producto cromogénico. La cantidad de cromégeno producida
se relaciona directamente con la cantidad de antigeno etiqueteado ligado
al anticuerpo primario y la inhibicién porcentual de antigeno etiqueteado
por la concentracién desconocida de anticuerpo secundario. La inhibicién
porcentual se determina por una transformacion gréfica de las lecturas de
absorbencia y la concentracion de inhibicién del 50% (IC50) de esta
curva se emplea para determinar la titulacién del anticuerpo secundario
en la solucién desconocida.

Se podria prever también un ensayo similar en el cual el antigeno
se aplica sobre una placa de titulacibn y un anticuerpo primario
etiqueteado, sea monoclonal o purificado de afinidad, compite con un
anticuerpo de solucion de prueba desconocido por ligarse al antigeno pre-
recubierto.

De igual modo se prevé que el ensayo podria llevarse a cabo en
una solucién separando el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario
desconocido. Esto puede realizarse identificando el antigeno o antigeno
primario con una marca magnética o ligindolos a agarosa y utilizando
luego un campo magnético y centrifugacion, respectivamente, -para
separarlos.
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El ensayo puede efectuarse también ligando anticuerpo a
superficies ligantes distintas de las placas de microtitulacién. Por
ejemplo, los anticuerpos podrian ligarse a pequefios chips de sensor
Biacore (BR-1000-14) recubiertos con moléculas de afinidad tales como
Proteina A 0 G o dextranos de carboximetilo. Adicionalmente, otras
superficies ligantes, tales como pequefios gldbulos de agarosa o glébulos
magnéticos podrian preverse ser empleadas en el ensayo.

Existen muchos usos potenciales importantes para la simple
deteccién de titulaciones de anticuerpos en sueros. Podria analizarse
plasma normal de donantes normales para detectar titulaciones por
encima de lo normal de anticuerpos de ocurrencia natural de patégenos
conocidos. Se podrian probar ficilmente sueros de humanos o animales
quesehayanvacunadoconunwruspnrtlculm' por ejemplo, el virus de la
rabia, y determinar ripidamente si las titulaciones fueron Ilo
suficientemente elevadas para brindar protecién contra la infeccién. El
ensayo podria prestarse a estudios epidemiolégicos en zonas en donde un
patogeno en particular infecta una o mas especies endémicas en esa
region. Un estuche de prueba de ELISA en campo para detectar niveles
de anticuerpos de suero seria apropiado para determinar con exactitud
especies particulares comprometidas y velocidades y propagacion de la
infeccién y podria constituir una herramienta importante en campafias de
control.

Se podrian imaginar muchas otras aplicaciones in vifro para un
ELISA de inhibicién que pudiera detectar niveles de anticuerpos de
medios experimentales de cultivo de tejidos o muestras de purificacion o
la deteccién de nivel de anticuerpo en fluidos biolégicos distintos de
suero, tales como orina o linfa o fluido espinal.

MATERIALES Y METODOS
Produccion de Antisueros Policlonales

Antigenos solubles purificados se mezclan por lo general con un
coadyuvante para ayudar a intensificar la respuesta inmune, estimulando
varios componentes celulares del sistema inmune. Tipicamente, se
emplea el coadyuvante de Freund (FA, Difco Laboratories). El
coadyuvante de Freund es un aceite mineral con un estabilizador para
producir emulsiones estables agua-en-aceite. El Coadyuvante Completo
de Freund (CFA, Difco Laboratories) contiene una dispersion de
Mbycobacterium tuberculosis seco, eliminado por calor, y causa
formacién de granulomas locales, que son ricos en macréfagos y células
inmunocompetentes. Las inmunizaciones se llevan a cabo en forma
rutinaria empleando CFA con refuerzos subsiguientes de FA en
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intervalos de un mes. Las inoculaciones intramusculares para cabras se
realizan generalmente en el muisculo del muslo de la piema trasera,
seguidas por refuerzos subcutineos para disminuir las posibilidades de
una reaccion anafilictica. Se deben extraer muestras de sangre
aproximadamente 10 dias después de cada refuerzo hasta que se obtenga
la titulacién deseada. El andlisis de las muestras de sangre podria
efectuarse mediante ensayos de ELISA, Westerns, o precipitina de doble
difusion de agarosa de Ouchterlony.

Purificacion de Afinidad

Los anticuerpos se purifican rutinariamente a partir de medios de cultivo
de tejidos para monoclonales, a partir de suero para policlonales,
empleando métodos de cromatografia de afinidad. Un método similar
emplea el uso de Proteina A aislada a partir de medios de cultivo de
Staphylococcus aureus inmovilizado glébulos de sefarosa. La
Proteina A tiene una afinidad extremadamente alta para la IgG y las sub-
clases de IgG provenientes de una variedad de especies mamiferas y se
ligard también a algunos anticuerpos IgA e IgM (Kronvall, G., y colegas,
J. Immunol. 104:140-147, 1970). Para purificar anticuerpos especificos
de antigeno, se acoplan ligandos de antigeno de proteina a soportes de
inmunoafinidad activada via aminas primarias. El gel, que contiene
aproximadamente 5-10 mg de antigeno por ml de resina, se empaqueta en
una columna y la solucién que contiene el anticuerpo deseado se pasa
lentamente sobre la columna, seguido por lavado, para remover proteinas
no-especificas ligadas débilmente. El anticuerpo especifico se eluye a
continuacién. La elucién en dcido es el método de desorcion empleado
m#s cominmente. Eluyentes tales como glicina-HCl pH 2.5, 20 mM
HCI, citrato de sodio pH 2.5, 0.5 M &cido acético pH 2.5 se emplean
rutinariamente para disociar los complejos antigeno-anticuerpo. Elucién
base tal como 50 mM dietilamina pH 11.5 y elucién con agentes
caotréficos se usan con menos frecuencia que la elucién en 4cido, pero en
algunos casos, son mas efectivas.

Marcacién con Enzimas de Anticuerpos y Antigenos

Métodos ampliamente utilizados para detectar complejos antigeno-
anticuerpo de inmunoensayo comprenden el etiqueteado del antigeno o
del anticuerpo con un radioisétopo, una marca fluorescente, o una
enzima. Preocupaciones obvias de seguridad y disposicién final han
aumentado la popularidad de los inmunoensayos ligados a enzima.
Existen tres enzimas empleadas generalmente con los ELISAs. La que
primero s¢ empled fue fosfatasa alcalina y 1a més cominmente usada
ahora es peroxidasa de nibano. La tercera es beta-galactosidasa. La
fosfatasa o galactosidasa se usa en situaciones en donde puede haber



actividad de peroxidasa endégena en el antigeno. La conjugacién se
logra mediante una variedad de métodos. Dos de los métodos de
enlazamiento cruzado mis cominmente empleados comprenden el uso de
glutaraldehido (GA) (O’Sullivan, M. J. y Marks, V., Meth. Enzymol.
73:147, 1979) y periodato (NalO,) (Nakane, P. K., y Kawaoi, A, J.
Histochem. Cytochem. 22:1084, 1974) siendo el iltimo muy eficiente
para glicoproteinas. Este método ha sido el mds significativo para el
desarrollo de ELISAs, debido a su alta eficiencia comparada con los
métodos GA. Con ¢l método NalO,, los rendimientos son por lo menos 3
a 4 veces mas altos que los conjugados preparados con GA. El método
NalIQ; se empleé originalmente para la conjugacién de peroxidasa de
ribano con anticuerpos, pero puede también aplicarsc a otras
glicoproteinas tales como varias citoquinas. Otro método mas reciente de
etiquetear es con biotina o avidina. Usualmente, 1as proteinas se marcan
con biotina y la avidina se marca con fosfatasa alcalina o peroxidasa de
ribano. Los complejos biotina-avidina tienen una alta afinidad de
adhesion y pueden usarse como herramienta para aumentar en gran
medida la sefial de deteccién.

Generacion de Anticuerpos

Se desarrollaron antisueros anti-MPO y anti-PMP en cabras., Se
escogieron cabras como animal de seleccién para produccién de
anticuerpos, debido a que podian generarse grandes volimenes de
antisueros en un lapso de tiempo relativamente corto. Las cabras se
inmunizaron con antigenos MPO y PMP en la siguiente forma. Se diluyé
¢l antigeno a una concentraciéon de 1.0 mg/ml de solucion salina
amortiguada de fosfato (PBS) pH 7.4 y seguidamente se mezclé con un
volumen igual de CFA. Se aplicaron inyecciones intramusculares a los
animales en el cuarto posterior trasero. Después de cuatro semanas, las
cabras se reforzaron con 0.5 mg de antigeno mezclado uno a uno con FA
y luego se sangraron el dia diez para verificar la titulacién de anticuerpos.
Las titulaciones de anticuerpos se evaluaron usando técnica de difusién
de agarosa doble de Ouchterlony (Arkiv. Kemi Mineral Geol., 263 (14):1-
9, 1948) con placas obtenidas de ICN Biomedicals, Inc., (642751). A las
cabras se les administraron inyecciones de refuerzo y se sangraron cada 4
semanas.

Purificacién de Afinidad de Antisueros

El anticuerpo se purificé de afinidad empleando antigeno inmovilizado
en 15 mg/ml de resina AffiGel 10. El antigeno purificado se dializ en 3
ml 0.05 M amortiguador de fosfato de sodio pH 7.5, que contenia 150
mM de cloruro de sodio. Luego de la didlisis superando las 5000 veces
de amortiguador de fosfato, se agregd AffiGel (1 ml/mg de proteina) a la
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solucion de antigeno y se dejé incubar de una dia para otro a 4°C con
rotacién lenta. El bloqueo de los ésteres activos restantes se logrd
mediante la adicion de 0.1 mi 1 M de etiléster de glicina pH 8.0 (Sigma
G-8001) por mi de gel durante una o méas horas a 4°C. El gel se traspasd
luego a una colummna y se lavd extensivamente con amortiguador de
acople. Los anti-sueros de cabra se diluyeron 1:1 con PBS y se
bombearon en una columna de afinidad a una velocidad de flujo de 0.5
ml/min. El anticuerpo purificado de afinidad se eluyd de la columna con
-.amortiguador de elucion en 0.5 M de dcido acético pH 2.5, recolectando
en 1:10 volumen de amortiguador de solucién salina amortiguada con
fosfato 10 X para neutralizar el pH. Se hizo un ajuste fipal de pH a 7.0

con NaOH. Se obtuvo aproximadamente un mg de anticuerpo especifico
por ml de suero.

Preparacion del Conjugado de Antigeno Marcado con Enzima

Los siguientes reactivos de conjugacién se adquiriecron de Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri: m-periodato de sodio (S-1878),
borohidruro de sodio (S-9125) y peroxidasa de ribano tipo XII (P-8415).
AffiGel-10, una agarosa de éster activo usada para cromatografia de
afinidad, se adquiri6 de Bio Rad (153-6099). MPO y PMP se
etiquetearon con peroxidasa de ribano (HRP) de acuerdo con el método
descrito por Nakane, y colegas (J. Histochem. Cytochem. 22:1084-1091,
1974). Brevemente, 5.0 mg/ml de MPO purificada se dializaron en 10
mM de amortiguador de carbonato/bicarbonato pH 9.5. Se disolvi6 HRP
en 2 ml de agua destilada a 10 mg/m] y 0.1 ml de una solucién de 0.2 M
periodato de sodio se afiadié y se dejé agitar durante 20 minutos, a
temperatura ambiente (con la adicién del periodato de sodio, hay un
cambio de color de mamrén a verde). Luego, la solucién de aldehido-
HRP se dializ contra 1 mM de amortiguador de acetato de sodio, pH 4.5
a 4°C, durante 4 horas, con 5-6 cambios del amortiguador (el color
cambia nuevamente a verde). El aldehido-HRP se ajustd entre pH 9-9.5
mediante la adicion de 20 ul de 0.2 M de amortiguador de carbonato pH
9.5, y 5 mg de MPO se agregaron inmediatamente a esta solucién. El pH
de 1a mezcla se volvi6 a verificar y se ajusté a pH 9-9.5, de ser necesari ,

y seguidamente se incubd durante dos horas a temperatura ambiente. A
continuacién la mezcla se redujo mediante la adicién de 0.05 ml de
bromohidruro de sodio, 4 mg/ml, para arrojar una concentracion final de
alrededor de 0.18 mg NaBHy/ml y se dej6 resposar durante dos horas a
4°C agitando ocasionalmente. La mezcla de reaccion se dializd luego de
un dia para otro contra 2000-5000 veces su volumen de PBS a 4°C. Para
almacenamiento, el conjugado antigeno/HRP se mezclé con albimina de
suero bobino (BSA, concentracién final 5 mg/ml) y 0.01% de timerosal
(Sigma, T-5125) como preservante.
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Pardmetros de Rendimiento

Para determinar las condiciones apropiadas de ensayo, se realizaron
ELISAs de celosia proyectando las puntas de varias concentraciones de
anticuerpo de cabra purificado de afinidad en suero humano de 5
donantes normales y dejdndolo competir con una cantidad constante de
anticuerpo de cabra, purificado de afinidad, absorbido de matriz sdlida
para los sitios de ligamiento de MPO o PMP etiqueteada con HRP. En
un ELISA de celosia, se diluyen concentraciones de antigeno en una
direccién en una placa de microfitulacién, y el anticuerpo se diluye en la
otra direccion. Se seleccionan concentraciones Gptimas basadas
criterios predeterminados para tiempo de desarrollo, méxima densidad
éptica (OD) deseada y ruido minimo a fndice de sefial. Los resultados se
graficaron como la concentracién de amticuerpo de competencia vs.
ODsg 6 como dilucién vs. ODag. Se determiné que una concentracion
de anticuerpo recubierto de 0.25 Og/ml era lo suficientemente limitante
para permitir competencia adecuada de 10 ng/ml de HRP-MPO. La
dilucién inicial de suero de paciente humano se diluyé 1:100 para
eliminar cualquier efecto de matriz de suero y luego se diluy6 en serie a
1:102,400. imamente, la combinacién deseada de anticuerpo de
recubrimiento, anticuerpo de suero y MPO o PMP conjugada con HRP
produciria una densidad éptica de 0.5-1.0 a 650nm en aproximadamente
15 minutos a temperatura ambiente para el limite superior de la curva
estindar.

Ensayo de Inmunoabsorbente Ligado a Enzima de Inhibicidn (iELISA)

Albamina de suero bobino (BSA, grado RIA, fraccién V), usada en
amortiguadores de ensayo, se adquiri6 de Sigma (A-7888). Para el
ELISA, se emplearon Immuion II, placas de microtitulacion de
poliestireno de 96 celdillas (Dynatech) y sustrato de peroxidasa TMB
(Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. (50-76-04). Se compré Tween 20
de Sigma (P-1379). Se pre-recubrieron placas de poliestireno de 96
celdillas con 150 Olceldilla de 0.25 mg/ml de una solucién de
anticuerpo PMP o anti-MPO de cabra, purificada de afinidad, diluida en
0.1 M de amortiguador de carbonato de sodio pH 8.2, y se dejé ligar de
un dia para otro a temperatura ambiente, humedad 100%. Seguidamente
se vaciaron las placas para retirar el anticuerpo no ligado y se bloquearon
con la adicion de 200 Ol/celdilla de BSA-10 3% mM de solucién salina
amortiguada de fosfato-0.05% Tween 20 pH 7.4, durante una hora a
37°C, y 100% de humedad. El agente bloqueador no ligado se retir6
luego y las placas se lavaron tres veces con 0.05% Tween-solucién salina
isoténica (TS). A continuacién, 75 Ol/celdilla de suero humano diluido
1:50 (1:100 final) se afiadi6 a las celdillas apropiadas diluido en 0.1%
BSA-10mM PBS-0.05% Tween 20. Luego se agregaron 7501 de
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HRP/antigeno a 1:50,000 (1:100,000 final) a cada celdilla y el suero
recubierto y el anticuerpo tuvieron que competir por HRP/MPO durante
2 horas a 37°C y 100% de humedad. A renglén seguido se vacian las
placas para remover conjugado no ligado y se lavan tres veces con TS.
En el proximo paso, se llevd a cabo una reaccién colorimétrica para
determinar la actividad de peroxidasa ligada mediante la adicién de 150
OVceldilla de solucién de sustrato de peroxidasa TMB a cada celdilla y
dejando avanzar la reaccion durante aproximadamente 15 minutos.
. Finalmente, se midi6 la absorbencia del color azul resultante por medio
de un autolector ELISA (Dynatech, Estados Unidos de América) a 650
nm.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 Medicidn de Anticuerpos de MPO en Monos Rhesus

La familia mielopoyetina (MPO) de proteinas son agonistas
multifuncionales de IL-3 humana y complejos de receptor G-CSF y se
desarrollaron para producir una atenuacion significativa en neutropenia y
trombocitopenia en pacientes que recibian terapia de cancer
mielosupresor. Es critico, cuando se administra terapia de proteinas,
determinar si se estin generando anticuerpos que puedan tener
significancia clinica importante tal como neutralizacién. El ensayo
{ELISA tenia que determinar las titulaciones de anticuerpo de suero de un
mono rhesus inmunizado y reforzado durante un perfodo de 6.5 meses
con MPO. La inmunizacién estuvo conformada por inyecciones
subcutineas de 100 Ogkg de MPO con 0.5 mgkg de Titermax
(coadyuvante) con refuerzo subsiguiente de 100 Og/kg los dias 21, 42,
63, 84, 105, 126 y 147. El suero se obtuvo y luego se adiciond al ensayo
en una dilucién 1:100 y entonces se diluyé en serie 1:2 para 10 diluciones
con el fin de determinar las titulaciones. Los resultados sugieren que las
titulaciones aparecen primero alrededor del dia 14 y alcanzan un pico
entre 2.5 y 5 meses. Para un confrol positivo, se agregd anti-MPO de
cabra, purificada de afinidad, a suero de rhesus normal a 4 Og/ml y a
continuacién se diluy6 en serie 1:2 (Figura 2).

Ejemplo 2 Medicién de Anticuerpos de MPO en Pacientes con Cdncer

Se analizd suero de pacientes con céncer tratados con MPO para
determinar si estaban produciendo anticuerpos para MPO. A pacicntes
con céncer de mama se les administraron 5.0 Og/kg/dia de MPO después
de varios ciclos de tratamiento quimioterapéutico de docetaxel y a
pacientes de linfomna se les dieron 7.5 Og/kg/dia de MPO después de
recibir régimen quimioterapéutico ESHAP. Los resultados de pacicntes
con céncer y linfoma tratados con MPO o no mostraron anticuerpos anti-
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MPO o mostraron titulaciones leves de menos de 1:500 usando un
célculo IC50 (Figuras 3-5).

Ejemplo 3 Medicién de Anticuerpos de PMP en Monos Rhesus

Se empleé /ELISA para determinar titulaciones de anticuerpos en otra
clase de factores de crecimiento hematopoyético. Promegapoyetina
(PMP), un agonista de receptor dual para la IL-3 y receptores de
trombopoyetina (TPO), ha demostrado una recuperacién mejorada de
trombocitopenia inducida por quimioterapia. Se examiné el suero de
monos rhesus normales inmunizados con PMP por via subcutinea
durante 10 dias con 50 Og/kg/dia. Una titulacién fue detectable por
primera vez el dia 21 (Figura 6).

Ejemplo 4 Medicidén de Anticuerpos de PMP en Pacientes con Cdncer

Se analizé para detectar anticuerpos el suero de un paciente masculino
con sarcoma tratado con 3 ciclos de 0.5 Og/kg/dia de PMP durante 5
dias. Con el /ELISA, se detectd una titulacién creciente de anticuerpos
para PMP con ciclos de tratamiento subsiguientes (Figura 7). Con
concentraciones en aumento de anticuerpo especifico PMP un efecto
neutralizador sobre el firmaco y el factor de crecimiento endégeno
podria tener como resultado la induccién de trombocitopenia.

Ejemplo 5 Demostracidn que el iELISA estaba midiendo Anticuerpo en el
Suero

Para demostrar que el /ELISA estaba midiendo ciertamente anticuerpo en
el suero del paciente, el suero de titulacién positiva se tratd previamente
con 50 Og/ml de Proteina G durante 1 hora para remover cualquier IgG
del suero y, a continuacién, se ensayaron muestras antes y después del
tratamiento de Proteina G. Los resultados muestran claramente que
después de la adicién de Proteina G, los niveles de anticuerpo del suero
regresan a los niveles de linea base del suero del pre-tratamiento (Figura
8).

Todas las referencias, patentes o solicitudes citadas aqui se
incorporan por referencia en su integridad como si estuvieran escritas
aqui.

Varios otros ejemplos serdn aparentes para la persona con
habilidades en el arte después de leer la presente revelacion, sin apartarse
del espiritu y la 6rbita de la invencién. Se pretende que todos los deméds
ejemplos se incluyan dentro de 1a 6rbita de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICCIONES
LO QUE SE REIVINDICA ES:

1.  Un método para la deteccion de un primer anticuerpo en una
muestra de prueba, que comprende los pasos de:

recubrir una superficie de enlazamiento o soporte con
un segundo anticuerpo purificado para formar una superficie
revestida con anticuerpo;

combinar una cantidad predeterminada de un antigeno
etiqueteado purificado y dicha muestra de prueba que
contiene dicho primer anticuerpo;

agregar la mezcla incubada de antigeno y primer
anticuerpo a dicha superficie revestida con anticuerpo;

incubar dicha superficie recubierta con anticuerpo con
dicha combinacién de antigeno y primer anticuerpo; y

medir la cantidad de inhibicién enlazante de antigeno.

2. El método de la reivindicacién 1 en donde dicho primer
anticuerpo en un anticuerpo policlonal purificado.

3. El método de la reivindicacién 2 en donde dicho segundo
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

4. El método de la reivindicacion 1, 2 0 3 en donde dicho
anticuerpo policlonal purificado se purifica mediante un método
seleccionado a partir del grupo que consiste de: purificacion de afinidad
de antigeno, purificacién de afinidad de proteina A y purufucaciéon de
afinidad de proteina G.

5. El método de la reivindicacion 1, 2, 3 o 4 en donde dicho
antigeno se etiqueta con un agente seleccionado a partir del grupo que
consiste de peroxidasa de rébano, fosfatasa alcalina, biotin y
fosforecentemente.

6. El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 0 5 en donde dicha
superficie enlazante o soporte es una celdilla de placa de microtitulacién.

7. El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5, o 6, en donde
dicha muestra de prueba es un suero de un mamifero.

8. El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7, en donde
dicha muestra de prueba es un suero de un humano.

|
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9.  Un estuche de prucba para uso en un inmunoensayo con el
fin de detectar un primer anticuerpo para un antigeno en una muestra de
prueba que comprende:

una superficie de enlazamiento insoluble o soporte;

un segundo anticuerpo purificado ligado a dicha superficie
de enlazamiento o soporte; y

un antigeno purificado y etiqueteado que especificamente se
enlaza y satura dicho segundo anticuerpo.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DEL DOCUMENTO ANEXO
TERMINADA ESTE 29 DE DICIEMBRE, 2000.
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