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

La presente solicitud reivindica prioridad bajo el Titulo 35, Cédigo de los
Estados Unidos, § 119 de la solicitud Provisional de los Estados Unidos

Serie No. 60/158090 presentada el 07 de octubre de 1999.
C DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un ensayo de inmunoabsorbente
ligado a enzima de inhibicion (/ELISA) para detectar y cuantificar

anticuerpos en muestras biologicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién es un método especifico y sensible para detectar
anticuerpos en muestras biologicas. Este método de ensayo de
innunoabsorbente ligado a enzima de inhibicién (J/ELISA) se desarroll, en
particular, para la deteccion de anticuerpos para polipéptidos recombinantes
en suero. Este método, sin embargo, es aplicable generalmente a los demds
antigenos y sus comespondientes anticuerpos encontrados en fluidos
bioldgicos y tejidos tales como suero, lagrimas, saliva, orina, leche, semen,
linfa, fluido espinal y secreciones vaginales.
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Existen muchas técnicas 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, Johm
Wiley & Sons, 1988). Entre los de mayor sensibilidad se encuentran el
ensayo ELISA directo y los ensayos de electrobandeo de proteinas. N

obstante, una de las desventajas de estos proc.edimientos es Ia 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 confirmaci6n suplementarios con el fin de demostrar positividad
verdadera. Un ensayo similar de confirmacién empleado extensivamente es
el procedimiento de bandeo de proteinas que, aunque semsible, més
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 Il (HTLV-III).
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US 5,798,219 describe un inmunoensayo ELISA de competencia para
detectar anticuerpos de enfermedades ricketisiales del ganado, ovejas y
cabras.

EP 353 822 Bl revela un innmmoensayo ELISA de competencia para .

dew infecciones de malaria causadas por un protozoo del género
Plasmodium. .

Sin embargo, estos métodog pueden tener 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 inhibicit-in ({ELISA) de la presente invencién
incrementa sustancialmente la sensibilidad, especificidad y conveniencia de
obtener datos serolégicos. El método aumenta la sensibilidad de
mediciones de anticuerpos especificos eliminando el fondo asociado con el
ligamiento de inmunoglobulina no-especifica. El método incrementa la
especificidad incubando el anticuerpo purificado de afinidad y el antigeno
ctiqueteado simultineamente con el suero de ensayo. El presente método
reduce ¢l tiempo de ensayo y los requerimientos de trabajo como

consecuencia de la eliminacién del paso de deteccién secundaria.



MARIO DE LA INVENCION

Los ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), en general, se
realizan enlazando bien sea el antigeno o el anticuerpe como reactivo de -
referencia a un soporte de fase sblida. Seguidamente, la muestra de ensayo
se hace reaccionar con el reactivo de referencia enlazado. Los reactivos
pasan por una seri¢ de pasos de dilucién, incubacion y lavado con el fin de
separar reactivos enlazados y libres. El proceso conchuye con un paso de
deteccién 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 medicién de
anticuerpos en fluidos biolégicos tales como suero. La ventaja de este
método de ensayo es que reduce o elimina positivos falsos y disminuye el
tiempo de incubacion del ensayo eliminando la necesidad de un paso
separado de deteccién. Esta invencién es un ensayo de inhibicion, que
difiere de los formatos de ensayo con ligamiento directo en que permite la
inhibicion de anticuerpo ligado especifico, purificado de afinidad, y
anticuerpo de sueros de ensayo para antigeno etiqueteado. Esto evita
fondos elevados causados por ligamiento no-especifico de anticuerpos de
deteccion secundaria a antigeno ligado a una fase s6lida, como en el ensayo
de emparedado. Una segunda ventaja de este ensayo es que permite la

determinacién de concentracién en suero en adicion a la dilucién de
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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 la deteccién de
anticuerpos end6genos contra polipéptidos recombinantes en suero. Esto es
importante porque conctra_ciones crecientes de un anticuerpo especifico
de una proteina recombinante podrian tener un efecto neutralizador tanto
sobre el fiirmaco como sobre la diana del fairmaco. Tipicamente, los niveles
de anticuerpo en circulacion a los firmacos en el suero son muy bajos. El
método de ensayo de inmunoabsorbente ligndo a enzima de inhibicién
(ELISA) de la presente invencién permite una deteccidn sensible, precisa y

ripida de anticuerpos para polipéptidos recombinantes.

Este método, sin embargo, es aplicable generalmente para detectar otros
antigenos y sus correspondientes anticuerpos en fluidos biolégicos 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 més altas de lo normal de anticuerpos enddégenos de
patégenos conocidos. Se podrian analizar fdcilmente 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 infeccién. Se
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podrian detectar también los niveles de una clase de anticuerpos tales como

inmunoglobulina E (Igk) cuando el cuerpo esti respondiendo a uml

alergeno.

Otra incorporacién de la presente invencién es un método para determinar
niveles de anticuerpos exdgenos en fluidos biolégicos como suero. El
[ELISA de la presente invpncién podria emplearse para determinar los
pardmetros de farmacocinética (PK) y farmacodindmica (PD) de

anticuerpos exégenos para evaluar la eficacia.

Otra incorporacién de la presente invencion es proveer un método para
diagnéstico 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 invencién es el uso del emsayo en estudios
epidemioldgicos en zonas en donde un patégeno particular infecta una o
més especies endémicas de esa zona. Un estuche de ensayo /ELISA en
campo para detectar niveles de anticuerpos del suero serfa apropiado para
determinar con precision especies particulares comprometidas y
velocidades y propagacién de la infeccién y podria constituir una

herramienta importante en campafias de control.

&

9



¥q

Otro aspecto de la invencién son aplicaciones multitudinarias in vitro para
un ELISA de inhibicién que podria detectar niveles de anticuerpos a partir

de medios de cultivo experimentales de tejido o muestras de purificacién o

la deteccion de miveles de anticucrpo en fluidos biolégicos distintos de

suero, tales como orina, saliva, linfa, ldgrimas, leche, semen, secreciones

vaginales o fluido espinal.

Otra aplicacion de este método cons:ste en la deteccién de virus, incluyendo
pero no limitados a, virus humano de linfoma-leucemia de células T tipo III
(HTLV-HI), el agente causante del sindrome de inmmmodeficiencia
adquirida (SIDA). Este método es también aplicable a la deteccion de otros
organismos patogénicos, incluyendo pero no limitados a, bacterias,
levadura, hongos y parésités. Ademis, este método puede usarse para
detectar anticuerpos suscitados en respuesta a vacunas, incluyendo pero no

limitadas a, la vacuna OspA para la prevencion de la enfermedad de Lyme.
Otro aspecto de la presente invencién es proveer un estuche para el ansljsis
rdpido y deteccién de antigenos y sus correpondientes anticuerpos en
fluidos biolégicos y tejidos como el suero.

Definiciones

La siguiente es una lista de abreviaturas y los correspondientes significados

usados aquf en forma intercambiable:



Mab

Cu

ScFv

Vu

Fab

ml 6 mL

RT
PEG

anticuerpo monoclonal
constante

regién C de cadena pesada
regién C de cadena liviana
molécula Fv de cadena simple
variable

region V de cadena pesada
regiéon V de cadena liviana
ligamiento de antigeno de fragmento (Vy, Cg, Vi, C1)
variable de fragmento (Vy, Vi)
gramo(s)

miligramo(s)

mililitro(s)

temperatura ambiente
poli(etilen)glicol

La siguiente es una lista de definiciones de varios términos usados aqui:

El término “anticuerpo™, como se emplea aqui, incluye diferentes formas de

anticuerpos modificados o alterados (fabricados) tales como: una

inmunoglobulina intacta; un fragmento Fv que contiene unicamente las

regiones variables de cadena pesada y liviana (Vy, y Vy); un fragmento Fv

unido por un enlace disulfuro (Brinkmann, y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci.



W

USA, 90:547-551 (1993)); un fragmento Fab que contiene regiones
variables y partes de regiones constantes, (Fab)’2, Fabs diméricos o Fabs

triméricos, que pueden ser multivalentes y/o multiespecificos; un anticuerpo

de cadena simple (ScFv) (Bird, y colegas, Science 242:424-426 (1988); .

Houston, y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883 (1988)),
multimeros de cadena simple (grupos de dos cuerpos, tres cuerpos, cuatro
cuerpos, efc.), que pueden ser multivalentes y/o multiespecificos. E!
anticuerpo puede ser de origen animal (especialmente ratén o rata) o
humano o puede ser quimérico (Morrison, y colegas, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 81:6851-6855 (1984)) o humanizado (Jones, y colegas, Nature 321:
522-525 (1986), y la solicitud de patente del Reino Unido publicada
#8707252).  Estas diferentes formas de anticuerpos se ilustran
esquematicametne Figura 9. Tal como se emplea aquf, el término
anticuerpo incluye también anticuerpos enteros o fragmentos, que se han
fusionado a radioisdtopos, firmacos, toxinas, enzimas y superficies de
biosensor. El término “anticuerpo”, como se emplea aqui, incluye més ain
anticuerpos enteros o fragmentos, que se han modificado mediante la
adicién de una molécula de PEG.

El término “anticuerpos quiméricos™ se refiere a inmunoglobulinas hibridas
en las cuales las regiones variables murinas se preservan y las regiones

constantes son cambiadas por las de un anticuerpo humano.
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El témino “anticuerpos humanizados” se refiere a inmmogloW
hibridas en las cuales los residuos murinos que se conforman a regiones
detelminantes. de complementariedad especifica y otras de posible

relevancia estructural se trasplantan a una estructura de anticuerpo humano.

El témino “plantas transgénicas” se refiere a plantas modificadas
genéticamente para producir en forma constitutiva anticuerpos funcionales

o sus fragmentos.

El témino “planticuerpos”, como se emplea aqui, se refiere a Mabs

producidos en plantas.

Tal como se emplea aqui, el término “MPO” o “mielopoyetina” se define
como una familia de agonistas de receptor multifuncionales que comprende
una variente IL-3 y un agonista de receptor G-CSF como se ensefia en la
Patente de los Estados Unidos No. 6,057,133, 6,030,812 y 5,738, 849.

Tal cotno se emplea aqui, el término “PMP” o “Promegapoyetina” se define
como una familia de agonistas de receptor multifuncionales que comprende
un ligando c-mpl permutado circularmente y un agonista de receptor G-
CSF, como se ensefia en la Patente de los Estados Unidos No. 6,066, 318 y
WO097/12985.
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Tal como se emplea aqui, el témino “ProGP” o “Progenipoyetina” se
define como una familia de agonistas de receptor multifuncional que
comprende un ligando fit3 permutado circularmente como se ensefia en WO

98/17810.
VE DESCRIPCION DE LAS FI

Figura 1 muestra esquemiticamente un ELISA de emparedado de
ligamiento directo estindar comparado con una forma del ELISA de

inhibicion de la presente invencion.

Figura 2 muestra titulaciones de anticuerpos provenientes de muestras de
suero de monos rhesus tratados con una proteina recombinante durante un
perlodo de seis meses. Se inmunizaron monos rhesus con 100 pg/kg de
miclopoyetina (MPQO), un miembro de una familia de proteinas
recombinantes que son agonistas multifuncionales de interleucina-3 (IL-3)
bumana y receptores de factor estimulante de colonia de granulocito
humano (G-CSF) (WO 95/21197 y WO 95/21256), con 0.5 mgkg
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 4pg/ml anti-MPO de cabra, purificado de afinidad, que se diluye

luego 1:2 para generar una curva estindar.

11
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Figuras 3 y 4 muestran titulaciones de anticuerpos de suero de pacientes con
cincer de mama (agente quimioterapéutico era docetaxel, 100 mg/m’ el dia
1) tratadas con 5.0 pg/kg/dia de MPO. El control es suero humano normal
con la adicién de 4pg/ml de anti-MPO de cabra, purificado de afinidad,

diluido como ya se indicd.

Figura 5 muestra titulaciones de anticuerpos de suero provenientes de
pacientes con céncer de linfoma (el régimen quimioterapéutico era
ctopésido ESHAP, metilprednisolona, cisplatina, arabindsido de citosina,
Journal of Clinical Oncology, 13:1734-1741, 1995) tratados con 7.5
pg’kg/dia de MPO. El control es suero humano normal con ia adicién de 4

ug/ml de anti-MPO de cabra, purificado de afinidad.

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

Figura 7 muestra titulaciones de anticuerpos de suero provenientes de un
paciente masculino humano con céncer de sarcoma, tratado con 0.5

pg/kg/dia durante S dias por 3 ciclos con PMP. El control es suero humano

12



i

normal con la adicion de 4 pg/ml de anti-PMP de cabra, purificado de

afinidad.

Figura 8 muestra el anticuerpo que se estd detectando mediante la remocién .
dc.IgG por la Proteina G del suero. Las titulaciones de anti-PMP se
midieron en un paciente en cicio 1 de la quimioterapia el dia 1 sin titulacién
de ninguna clase como eont;ol negativo y el dia 22 con titulacién positiva
antes y después del tratamiento con Proteina G durante 1 hora a temperatura
ambiente. Al suero normal se afladieron como control positivo varias

concentraciones de anticuerpo de anti-PMP, purificado de afinidad.

Figura 9 muestra representaciones esquemiticas de los formatos de
fragmento Mab fabricados, descritos aqui. (a) IgG intacta (bivalente), (b)
fragmentos de inmunoglobulina monovalente (Fab, Fv y scFv), (c)
multicuerpos  (bivalentes, biespecificos, trivalentes y triespecificos).
Dominios variables (V) y dominios constantes (C) se representan por évalos
(dominios Vy estdn sombreados en gris, dominios Vi son negros y
dominios C son blancos) y los enlazadores se representan como lincas
negras, (d) secuencias quiméricas, humanas, se representan por zonas
punteadas y secuencias de ratén por lineas cruzadas, (e) Fab dimérico (Fab).
Para cada estructura sélo se muestra un arreglo de dominio V; obviamente

hay orientaciones alternativas de dominios V y enlazadores.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion descrita es un ELISA de inhibicion (/ELISA). En la

)

incorporacién preferida, como se indica en Figura I, el anticuerpo .

especifico purificado de afinidad (anticuerpo primario) se liga a una placa
de microtitulacién de 96 celdillas, que se expone luego a una concentracién
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
secunkiarios competir por el ligamiento del antigeno etiqueteado. Luego de
lavar concienzudamente para remover el antigeno no ligado y el complejo
anticuerpo-antigeno secundario, la medicién 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
e;moentracién desconocida de anticuerpo secundario. La inhibicién
porcentual se determina por una transformacién grifica de las lecturas de
absorbencia y la concentracién de inhibicién del 50% (IC50) de esta curva
se emplea para determinar 1a titulacién del anticuerpo secundario en la

solucion desconocida.
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Se podria prever también un ensayo similar en el cuat el antigeno se aplica
sobre una placa de titulacién 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 ligidndolos a agarosa y utilizando luego

un campo magnético y centrifugacion, respectivamente, para separarlos.

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 giébulos 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 nor;nales para detectar titulaciones por encima de io normal de
anticuerpos de ocurrencia natural de patégenos conocidos. Se podrian
probar ficilmente sueros de humanos o animales que se hayan vacunado
con un virus particular, por ejemplo, el virus de la rabia, y determinar

15
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ripidamente si las titulaciones fueron lo suficientemente elevadas para
brindar protecién contra la infeccién. El ensayo podria prestarse a estudios
epidemiolégicos en zonas en donde un patdgeno en particular infecta una o
mds especies endémicas en esa regién. 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 propagaciéq de la infeccion y podrfa constitiir una

herramienta importante en campafias de control.

Se podrian imaginar muchas otras aplicaciones in vitro para un ELISA de
inhibicién que pudiera detectar niveles de anticuerpos de medios
experimentales de cultivo de tejidos o muestras de purificacién o la
deteccion de nivel de anticuerpo en fluidos bioldgicos distintos de suero,

tales como orina o linfa o fluido espinal.

Se podria prever el uso de anticuerpos fabricados para el paso de captura en
un ELISA o 'para la deteccion de anticuerpos exdgenos terapéuticos,
fabricados de fluidos bioiégico, muestras de purificacién o medios de
cultivo de tejidos. Esto podria incluir. Mabs de rat6n tales como OKT3;
scFvs tales como D2E7 (adalimumab) y CAT152, anticuerpos quiméricos
tales como Rituxan (Rituximab), ReoPro (Abciximab), Remicade
(Infliximab) y Simulect (Basiliximab); anticuerpos humanizados tales como
Herceptin (Trastuzumab), Zenapax (Dacliximab) y Synagis (Palivizumab);
fragmentos Fab; y anticuerpos pegilados como CDP-870.
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El uso de anticuerpos exdgenos para “terapia de anticuerpos” se inici6é con
la aprobacién por la FDA en 1986 del Orthoclone OKT3 (Muromomab)
Mab de raton anti-CD3 para terapia renal aguda (Shield, C. F., y colegas,
Am. J. Kidney Dis. 27:855-864 (1996). Sin embargo, cuando se emplearon
terapéuticamente Mabs de roedores, s¢ desarrolld una respuesta de
anticuerpo antimurino hun_lano que result6 en una rdpida y fuerte
sensibilizacion que neutralizd completamente la eficacia terapéutica del
anticuerpo monoclonal. Desde entonces, para superar este problema, se han
desarrollado un nimero de enfoques para fabricar anticuerpos (para una
revision véase Gavilondo, J. V., y colegas, Biotechniques, 29:128-145,
2000). Un enfoque para fabricar anticuerpos es “anticuerpos quiméricos”.
Un nimero de anticuerpos quiméricos han sido aprobados en los Estados
Unidos o Europa para el tratamiento de enfermedades tales como:
(Rituximab), que se dirige como diana contra CD20 para el tratamiento de
linfoma Non-Hodgkin (para una revisién véase Grillo-Lopez, A. J., y
colegas, Semin. Oncol. 26 (5, suplemento 14):66-73, 1999; Maloney, D.. G.
Semin. Oncol. 26 (5, suplemento 14):74-78, 1999); ReoPro (Abciximab),
que liga IIb/llla en plaquetas para el tratamiento de complicaciones
isquémicas cardiacas en pacientes PTCA de alto riesgo; Remicade
(Infliximab) que liga TNF-a para tratamiento de la enfermedad de Crohn y
artritis reumatoide (Markman, A., y colegas, Drugs 59(6):1341-1359,
2000); y Simulect (Basiliximab), que liga una subumidad IL-2 a para
rechazo de trasplante de rifion. Otro enfoque para fabricar anticuerpos es
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“anticuerpos humanizados”. Un mimero de anticuerpos humanizados han
sido aprobados en los Estados Unidos o Europa para el tratamiento de
enfermedades incluyendo; Herceptin (Trastuzumab), que liga el dominio
extracelular de receptor Her2/Neu para el tratamiento de cdncer de mama
metastitico (para una revisién, véase Albanell, J., y colegas, Drugs Today
35(12) 931-946, 1999); Zenapax (Dacliximab); que liga una subunidad IL.-2
a para rechazo de trasplante de rifién (90% humano, 10% murino); Synagis
(Palivizamab), que liga el sitio antigénico A de la proteina F de virus
sincitial respiratorio (RSV) para el tratamiento de infecciones RSV (95%
humano, 5% murino). Un enfoque diferente es producir el Mab en un ratén
“humanizado™ en el cual la expresién de Abs de ratén se suprime y
reemplaza con genes de anticuerpos humanos. Varios anticuerpos
completamente humanos producidos en “humanizados™ se encuentran bajo
desarrollo incluyendo: ABX-IL8, que liga IL-8 y estd desarrolldndose para
el tratamiento de artritis reumatoide y psoriasis; y MDX CD4, que se dirige
como diana a CD4 para el tratamiento de artritis reumatoide. Hay varios
productos en desamrollo que utilizan anticuerpos de cadena simple
incluyendo: D2E7 (adalimumab), que liga TNF a para el tratamiento de
artritis reumatoide (para una revisién, véase Chantry, D., Curr. Opin. Anti-
inflammatory Immunomodulatory Invest. Drugs 2(1):31-34, 2000); y CAT
152, que liga TGFb2 para la prevencién de cicatrizacién luego de una
cirugia de glaucoma. También se han “pegilado” Mabs para aumentar la
vida media. Un ejemplo similar de un Mab “pegilado” es CDP-870 que es

un Fab simple PEGilado contra TNF a con dos moléculas PEG 20K ligadas
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2 una cistefna en la regién articulada para el tratamiento de artritis

reumatoide.

Ademds del uso de Mabs para el tratamiento de enfermedades se han .
aprobado numerosos Mabs en los Estados Unidos o Europa con fines de
diagndstico incluyendo: Indimacis 125 (Igovomab), que es un (Fab)'2
murino para diagnéstico de adenocarcinoma ovdrico, CEA-Scan
(Arcitumomab), que es un Fab murino para la deteccién de cdncer
colorrectal metastitico/recurrente; ProstaScint (Capromab-Pentetato), que
es un Mab murino para detectar adenocarcinoma de préstata; Tecnemab K1,
que es una mezcla Fab/(Fab)'2 para el diagnéstico de lesiones de melanoma
cutdneo; Veluma (Nofetumomab) que es un Fab murino para detectar
cidncer de pulmén de células pequefias; y Humaspect (Votumumab), que es
un Mab humano para la deteccién de carcinoma del colon y el recto. Una
incorporacion de la presente invencién es el uso del método /ELISA con
fines de diagnostico para detectar antigenos o anticuerpos asociados con
una variedad de enfermedades. Uno de estos ejemplos lo constituye la

deteccion de anticuerpos asociados con linfomas de células B. Alrededor

-del 80% de las malignidades linfoproliferativas adultas comprenden

tumores que contienen Ig o que producen Ig. Estos tumores, llamados
tumores de células B, incluyen aquellos asociados con leucemias y linfomas
tales como leucemia linfocftica crdnica, leucemia de células de
linfosarcoma, linfoma nodular, linfoma de células grandes, linfoma de
Burkitt, leucemia de células pilosas, linfoma “indiferenciado™ y linfoma
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linfocitico agudo de tipo de células pre-B. Las poblaciones de células
tumorales de estos cénceres son clonales por naturaleza y parecen contener

células suspendidas en varias etapas de diferenciacién con respecto a la

sintesis y secrecién de Ig. Debido a que la poblacién tumoral es

monoclonal, la Ig producida por la poblacién es igualmente monoclonal. Es
decir, la Ig que se expresa o segrega se restringe a una sola regién Vg y V..
y a una sola cadena liviana del tipo x 0 . Usualmente es de la clase IgM
(cadena pesada p). Otro ejemplo lo constituye la deteccion de niveles de
IgE para determinar si un paciente estd respondiendo a un alergeno.
Cuando un pacicnte se sensibiliza con un alergeno, los sintomas, flujo nasal,
estornudo, congestidn, tos, ojos irritados, dolor de cabeza, erupciom cuténea,
son dificiles de distinguir de los de un resfriado, catarro, una infeccién
bacterial. Al estar en capacidad de medir riapidamente los niveles de IgE,
que se¢ incrementan por la sensibilizacién con un alergeno, un médico
podria ficilmente determinar si el paciente estaba sufriendo de una alergia'y
estar en capacidad de tratar al paciente en consecuencia. En esta forma del

iELISA el ‘antigeno’ es un anticuerpo anti-IgE.

Mabs adicionales que se hallan actualmente en desarrollo se resumen en Ia
Tabla 1 (Gavilondo, J. V., y colegas, Biotechniques 29:128-145). El
meétodo de la presente invencién podria emplearse ademds para detectar los

anticuerpos listados en la Tabla 1, pero no se limita a dichos anticuerpos.

20

23



Tabla 1!

Anticuerpos representativos en Evaluacién Clinica

Institucién/Compafiia
CANCER

Ixsys/Scripps
Coulter Pharm. Inc.

NCI/NTH, Bethcsda

NeoRx/Dupont

Janssen
Pharmaceutica/NeoRX
NeoRx

Wyeth-Ayerst Labs

Memorial
Kettering, NY
Centocor/Glaxo

Cytel/Upjobn
Royal Free Hospital
Sch. Medicine,

Contra Costa Cancer
Center, California

Anticuerpos

Vitaxin™
Anti-Bl

Anti-Tac Fv-PE38,
LMB-7, receptor
anti i
Chl4.18

Verluma™

Avicidin
NR-LU-10

Céncer anti~colon

Anti-VEGF
Anticuerpo
bioespecifico.
CMB-401,
676

HB72.3

CMA-

Panorex

CY1748

MFE-23

HuBrE.3

! Gavilondo, J. V., y colegs, Blotechniques 29: 128-145.
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Caracteristicas/Aplicacién (en orden)

Antigeno anti-Bl de Mab de ratim,
acoplado a linfoma de células *'IB.

1. Receptor anti-Tac de fragmento scFv,
acoplado genéticamente & dominios de
toxine deo  Pseudomonas (PE38).
Leucemia/linfoma. 2. Fragmento scFv
comtra una glicoprofeina asociada a un
tumor, acoplado genéticamentc a dominios
de toxina de Pseudomonas (PE38).
Cinceres del colon y ls mama, otros
tumores sblidos de etapa avanzada,

3. Tumores sdlidos refractorios avanzados.
4. Anticuerpo anti-melanoma quimérico.
Melanoma y neuroblastoma.

Mab para crear imdgenes en tumores de
pulmién de células pequefias y células no

pequeilas.
Conjugado de  Mab. Cénceres
colormcmhu,depuhndn,depm

Mab humano. Creacidn de imdigenes de
céncer colorrectal.

Anticucrpo humanizado. Cénceres.
Cincer.

1. Céncer ovérico. 2. Leucemia mielégena
aguda recurrente.

Ab B72.3 humanizado contra glicoproteina
asociada a tumor TAG72. Céncer de
mama, .
Ab anti Lewis y Ab quimérico ]17-1.
Terapia de coadyuvante para céncer

metastitico.

colorrectal .
Selectin Ab anti-P Inmmanizado.
Inflamacién y cdncer.

Fragmento scFv contra el dominio CEA B3
obtenido de una biblioteca de fagm
Creacién de radicimigenes en carcinoma
de colon.
Anti mucin Ab lumenizado etiqueteado
indirectamente Y. Radioterapia in situ en
céncer de mama.



ImClone Systems
CIMAB SA,
Havana/York Medical
ImmunoGen
Bristol-Myers Squibb
Techniclone Int. Y
Twhnicla_ne InVAlpha
Therapeutic

Novartis

IDEC Pharm.

Tabla 1 (Continuacidn)

C225, BEC-2

Tor-R3, ior-r3hum,
joc-c5

Oncolysin =~ B™,
C242-DM]

BR96

ChTNT-1h, -
ChTNT-1/b,
Oncolym™

MADb anti-idiotipo
IDEC-Y2B8, IDEC-
InBS

IDEC-InB8

1. Ab quimérico. Linfoma de cétulas B de
Non-Hodgkin, tumores stlidos. 2. Ab
Glioma

1. Linfomra de célulss B de Non-Hodgkin,
Combinacién con Ritnximab®.
2, Linfoma de células B de Non-Hodgkin.

Anticuerpos representativos en Evaluacién Clinica (Continuacién)

Institucién/Compaitia
CANCER

Neoprobe

Cytogen

Medarex

Anticuerpos

RIGScan® CR49
OncoRad® PR
CYT-356-Y-90,
OncoScint

MDX447, MDX-
H210, MDX-220
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Caracteristicas/Aplicacién (en orden)

MAD para creacién de imdgenes dc cncer
colorrectal. Solicitud presentada.

1. Radioterapia in site con anticuerpo de
mmmpmehqumdo"’Y Céncer de
préstata. 2. Deteccidm, determinacién de
alpnymummtkcémdem

L. Ab bioespecifico. Céncercs de la cabean
y el cuello, cincores remales. Ab
bioespecifico. Mama, colorrectal, renal,
ovirico, de pristats. Ab bicespecifico.
Cénceres.



Immmomedics CEA-Cide™,
hMN14, CEA-
Scan™,
LymphoScan™,
Lymphocide™,
AFP-Scan™,
ImmuRAIT-CEA,
ImmuRAIT-LL2

Millenium Campath 1 LDP-03

Protein Design  SMART™ M195,

Labe/Kaneho, y Protein ~ SMART™ 1 D10,

Deaign Zenapax®

Labs/Hoffmann-La

Roche

Altarex OvaRex

1COS Anti-ICAM 3

DESORDENES AUTOINMUNES

Celltech/Bayer CDP 571

Protein Design Labs SMART™  gnti-
CD3

IDEC/Smith Kline, Clenoliximab,

IDEC, IDEC-131, IDEC

IDEC/Glaxo/Smith 151,

Kling

Biogén Anti-CD40L

Alaxion H3G1.1

Ortho Biotech Orthoclone

Millenium LDP-02

Cambridge Amtibody  J695

Technology/BASF

Cambridge Antibody D2E7

Technology/BASF

Medarex/Centeon, MDX 33, MDX

Medarex/Eisai/Genmab  CD4

I. Ab anti-CEA bumanizado, Cénceres
positivos CEA. 2. MAb anti-CEA
ctiqueteado ™mTc. Cincer de mama y
pulmén. 3. Determinacién de ctapa y
enfermedad residual en linfoma de células
B Non-Hodgkin, 4 Ab bumanizado anti-
CD22 etiqueteado ®mTe. Linfoma B Non-
Hodgkm 5. Fragmento Fab etiqueteado
®mTc contra gélulas  germinaks.
Dammmclondcfnscdodmerdeeﬂuhs

germinales hepético. 6. MADb
ctiqueteado "'l anti-CEA. Céncer
colarrectal. 7. MAb etiqueteado "L
Linfoma B de Non-Hodgkin.

Ab humanizado amii-CD52. Leucemia
linfocitica crénica.

1. Ab humanizado anti-CD33. Leucemia
micloide aguda. Leucomia promielocitica
aguda. 2. Linfoma de Non-Hodgkin de Ab
humanizado anti-HLA. 3. Ab humanizado
anti-CD25. Leucemia miecloide avanzada.
Ciertos cénceres de la sangre.

MAD anti-CA 125. Céncer ovirico.

Ab humanizado. Tratamiento de cincer.

Ab alfa amti-TNF  humanizado.
Enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa.
Artritis reumatoide,

Ab anti-CD3 humanizado. Enfermedades
autoinmunes.

1. Ab humanizado. Artritis reumnstoide. 2.
Ab anti-CD40 L humsnizado. Lupus
eritematoso sistémico. Esclerosis miltiple.
3. Ab pnmaundo anti-CD4.  Artritis

Ab humnnindo. Lupus, pirpura
trombocitopénica inmune.

Ab anti-C5 humanizado. Tratamiento de
artritis inducida por  coligeno,
glomerulonefritis. Artritis reumatoide.
Lupus eritematoso sistémico.

MAbD de ratén anti-CD4. Enfermedades
sutoinmune mediadas por CD4.

Ab humanizado anti-a4f7. Colitis
ulcerativa.

Ab humano anti-JL-12 de biblioteca de
fagos. Artritis reumatoide. Enfermedad de
Crobn.

Ab humano alfa anti-TNF de biblioteca de
fagos. Ariritis reumatoide.

1. MAb bumano anti-sCD64 (FcR) de
miones  transgénicos. Desdrdenes
rcumatoide.

ENFERMEDAD CARDIACA/VASCULAR Y DESORDENES SANGUINEOS
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Repligen

Alexion Pharm.
Gmlh'
Boehringer Ingelhsim

Tabla 1 (Continuacion)

h60.1

h5G1.1
Anti-CD18
BIRR-|

Ab de anti CD1l B humanizado.
Isquemia/raperfusion en aneurisma
toracoabdominal.

ScFvy de anti C5 humanizado. Ataque,
infarto del miocardio y trauma quinirgico.
Fab'2 bumanizado anti-CD18. Infarto dot
miocardio agudo.

MAD anti-ICAM 1. Prevencién de daflo de
reperfusidn.

Anticuerpos representativos en Evaluacién Clinica (Continuacién)

Institncién/Compafiia

Biogén

Anticuerpos
Capiscint, ReoPro®

MHI-Fab
NHu23F2G

VL4-A integrin
Corsevin™ M

DESORDENES NEUROLOGICOS

1COS

INFLAMACION
Cell Genesys

ICOS

Protein Design Labs

Bochringer Ingelheim
TRASPLANTE

Enlimomab
NHu23F2G,

. ™
Antegren
LDP-01
Zenapax®
daclinmmab
ReoPro® abciximab
IDEC 131
J695

ATMO027

NHu23F2G

Anti-E'P y L
selecting

Anti-JCAM-1
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Caracteristicas/Aplicacién (en orden)

1. Agente de creacién de imdgenes de placa
aterosclerdtica. 2. Ab anti-gpiibllia
quimérico. Angina inestable. Infarto del
miocardio agudo. Fab.

Trombosis cardiovascular de creacién de
imdgenes in vivo.

Moléculas  anti-adhesion de Ab
bumanizado. Infarto del miocardio.Choque
Hemorrigico. Ataque isquémico.

Ab humanizado. Arteriopatia.

Fab anti-Factor VII o creacién de
imégencs. Coagulacién intravascular
diseminada,

Ab anti-ICAM.

Moléculas  de mdmt(m de Ab
bumanizado. Esclerosis maltiple.
Anticuespo  bumanizado  smti-LMF.
Enconos de esclerosis miltiple.
Integrina de beta 2 humanizada. Atague.
Ab humanizado anti-CD25. Pamaparesis
Ab de anti gpllbIlla quimérico. Ataque.
Ab anti-CD401. humanizado. Esclerosia
mmiltiple.

Ab humano anmti-IL-12 do biblioteca de
fagos. Esclerosis nmiltiple.

Anticuerpo  humanizado. Esclerosis
mmiltiple.

Abs  humanizados. Enfermedad
inflamatoria.

Moléculas anti-adhesién de Ab
mmanizado. Enfermedad inflamatoria.
Anticuerpos  humanizados. Traums,
ataque, eonfermedades inflamatorias del
tracto digestivo y reperfusién,

MAD anti-fCAM 1 murino. Quemadurns,



Boehringer Ingefheim

BioTransplant
Medimmune

Sandoz
Abgenix

Bristol-Myers

Pmtem Deslgnl.abu,

Hoffinann- La Roche

Ortho Biotec y Ortho/

Novum

Tabla I (Continuacién)

Anti-ICAM-1
BTI-322, T10B9
MEDI-507, MEDI-
500

Anti-CD25
ABX-CBL

LDP-01

CTLA4
SMART™  anti-

CD3 Zenapax™
daclizumab

OKT4A, hOKT-4*

£e%

MAD anti-ECAM 1 murino. Fase II/HI para
rechazo de trasplante de rifidn.

1. MAb de rata anti-CD2. Rechazo de
aloinjerto. 2. Receptor de células Anti-T.
Rechazo de autoinjerto,

1. Ab humanizado anti-CD2. GVHD.
Rechazo agudo de trasplante de rifién. 2.
Ab humanizado anti-TCR aff. GVHD.

Ab humanizado. Rechazo de autoinjerto.
MAb humano anti-CD 147 (CBL) de
ratones transgénicos. GVHD. Rechazo de
autoinjerto.

Integrin de beta 2 humanizado. Trasplante
de rinén.

Inmunoligando con actividad anti-CD28.
Rechazo de alomjerto.

I. Ab anti-CD3 humanizado. Trasplante.
2. Ab anti-CD25 humanizado. Tmasplante
dec higado. Tmasplante de miidn pedidtrico.
Rechazo de trasplante de rifién con
eliminacién de ciclosporina.

1. MAb de ratdn anti-CD4. Profilaxis de
rechazo de aloinjerto. 2. Versién
humanizada do MAb anti-CD4 OKT4.
Rechazo de aloinjerto.

Anticuerpos representativos en Evaluacién Clinica (Continuacién)

Immunomedics

Institucién/Compaiia Anticoerpos
Pasteur Amti-LFAI1
Mericux/Immunotech
Biogén Antova
DESORDENES DE LA PIEL
Genentech hull24
ICOS ICM3
CIMAB SA, Habana jor-t1
Medimmune MEDI-507
Abgenix ABX-ILS
Celltech CDP-8350
IDEC/Mitsubishi IDEC-114
Cambridge Antibody CAT 192
Technology
Protcin  Design Labs, SMART™ anti-
Protein Design Labs/ CD3 Zenapax™
Hoffmann- La Roche daclizemab
ENFERMEDADES INFECCIOSAS

. Knoll Pharm./BASF MAK 195F

LeukoScan®
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Caracteristicas/Aplicacién (en orden)

MAb murino anti-CD18. Rechazo dc
aloinjerto.

Ab anti-CD40L humanizado. Rechazo
de aloinjerto.

Ab humanizado anti-CD11.
moderada a scvera.

Ab anti-ICAM 3. Psoriasis.
MAD anti-CD6. Psoriasis.
Ab manizado anti-CD2. Psoriasis.
MAb bumano anti-I[L8 de ratones
Ab humanizado de E-gelectin. Psoriasis.
Ab primatizado anti-CD80. Psoriasis.
Ab completamente bumano anti-TGFB1
derivado de Dbiblioteca de fagos.
Enfermedad fibrética. Cicatrizacién.

1. Ab anti-CD3 humanizado. Psoriasis.
2. Ab anti-CD25 humanizado.
Psoriasis.

Psoriasis

Fab'2? murino alfa anti TNF.
Tratamiento de sepsis.

Creacién de imégenes de osteomielitis,
pritesis infectada, apondicitis.



Protein Design Labs,
Protein Design Laba/
Novartis
Transgenics

Peptide Therap.
Planet Biotechnology

Protovir™,
SDZ OST 577
SDZ MSL 109
PRO 542
HNK20
CaroRx™

1. Ab humanizado anti-CMV. Infeccién
en trasplante de higado.

2. MAb humano anti-HBsAg. Infeccién
en trasplante de higado.

3. MAb humeno anti-HBsAg
Infeccitn,

Ab humanizado antigpl20 HIV.
Neutralizante.

MAb IgA nurino anti RSV Fgp.
Infeccidn respiratoria.

sigA  quimérico  anti-Streptococcus
mutans producido en tabaco transgénico.
Tratamiento complementario parg la
prevencién de caries.

DESORDENES RESPIRATORIOS Y ALERGICOS

Biogén
Genentech/Tannox/Novartis
IDEC Pharm

Glaxo/Smith Kline

CellTech/Schering

MISCELANEOS
Cambridge Antibody

Anti-VLA-A
vl
rhuMabE25
IDEC-152
$B-240563,

SCH 55700

CAT 152

MDX-RA
ICi4

Ab anti IgE humanizado. Ficbre de
heno. Asma alérgico. Rinitis alérgica.
Ab primatizado anti-CD23. Alergia.
Asma

1. Ab humanizado anti-JL5. Alergia.
Asma,

2. Ab SB-240683 humanizado anti-IL4.
Alergia. Asma.

Ab humanizado anti-ILS. Alergia
Asma.

Ab completamente humano anti-TGFB2
derivado de biblioteca de fagos. Cirugia
de glaucoma.

Inmunotoxine. Prevencién de cataratas
secundarias.

Ab anti-CD14. Choque téxico.

Se podria prever el uso del /ELISA en forma de estuche. Anticuerpos

contra antigenos especificos podrian aplicarse previamente placas, seguidos

por el bloqueo de superficic sdlida no recubierta. Estas placas serian

entonces estables y podrian almacenarse a 4°C durante varios meses. El

antigeno marcado con peroxidasa es también estable durante varios meses a

4°C. Muestras de prucba podrian afladirse en cualquier momento dentro de

esta ventana de estabilidad de reactivo en una investigacién o escenario

clinico.



MATERIALES Y METODOS

Produccidn de Antisueros Policlonales

Antigenos solubles purificados se mezclan por lo pgeneral 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 Mycobacterium tuberculosis seco,
climinado 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 intervalos de un mes. Las inoculaciones
intramusculares para cabras se realizan generalmente en el misculo del
muslo de la piemma trasera, seguidas por refuerzos subcutineos para
disminuir las posibilidades de una reaccién 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 difusién de agarosa de Ouchterlony.
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Los anticuerpos se purifican rutinariamente a partir de medios de cultivo de

Purificacidn de Afinidad

tejidos para monoclonales, a partir de suero para policlonales, empleando '
métodos de cromatografia de afinidad. Un método similar emplea el uso de
Protefna A aislada a partir de medios de cultivo de Staphylococcus aureus
inmovilizado en gi6bulos dt_a 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 protefnas no-especificas ligadas
débilmente. El anticuerpo especifico se eluye a continuacién. La elucién
en #cido es el método de desorcién empleado mis cominmente. Eluyentes
tales como glicina-HCI pH 2.5, 20 mM HCI, citrato de sodio pH 2.5, 0.5 M
acido acético pH 2.5 se emplean rutinariamente para disociar los complejos
antigeno-anticuerpo. Elucién en base tal como 50 mM dietilamina pH 11.5
y elucion con agentes caotréficos se usan con menos frecuencia que la

elucién en 4cido, pero en algunos casos, son més efectivas.
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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, 0 una enzima.
Preocupaciones obvias de seguridad y disposicién final han aumentado la
popularidad de los inmmoeqsayos ligados a enzlma Existen tres enzimas
empleadas generalmente con los ELISAs. La que primero se emple6 fue
fosfatasa alcalina y la mdAs cominmente usada ahora es peroxidasa de
rabano. 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 mas cominmente empleados
comprenden el uso de glutaraldehido (GA) (O’Sullivan, M. J. y Marks, V.,
Meth. Enzymol. 73:147, 1979) y periodato (NalOQ;) (Nakane, P. K., y
Kawaoi, A., J. Histochem. Cytochem. 22:1084, 1974) siendo el 1ltimo muy
eficiente para glicoproteinas. Este método ha sido el mas significativo para
el desarrolio de ELISAs, debido a su alta eficiencia comparada con los
métodos GA. Con el método NalO,, los rendimientos son por lo menos 3 a
4 veces més altos que los conjugados preparados con GA. El método
NalO, se empled ornginalmente para la conjugacion de peroxidasa de
rabano con anticuerpos, pero puede también aplicarse a otras glicoproteinas
tales como varias citoquinas. Otro método més reciente de etiquetear es

con biotina o0 avidina. Usualmente, las proteinas se marcan con biotina y la
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avidina se marca con fosfatasa alcalina o peroxidasa de ribano. Los
complejos biotina-avidina tienen una alta afinidad de adhesiéon y pueden
usarse como herramienta para aumentar en gran medida la sefial de
deteccion.

Generacidn 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 voliuenes de antisueros en un lapso de
tiempo relativamente corto. Las cabras se inmunizaron con antigenos MPO
y PMP en la siguiente forma. Se diluyé el antigeno a una concentracion de
1.0 mg/ml de solucidén salina amortiguada de fosfato (PBS) pH 74 y
scguidamente se mezclé con un volumen igual de CFA. Se aplicaron
inyecéiones 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.

Purificacidn de Afinidad de Antisueros
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El anticuerpo se purificé de afinidad empleando antigeno inmovilizado en
15 mg/ml de resina AffiGel 10. EIl antigeno purificado se dializ6 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
solucién de antigeno y se dejé incubar de ux;a dia para otro a 4°C con
;omcién lenta. El bloqueo de los ésteres activos restantes se logré mediante
la adicién de 0.1 ml 1 M de etiléster de glicina pH 8.0 (Sigma G-8001) por
ml de gel durante una o mis horas a 4°C. El gel se traspasé luego a una
columna 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 eluyé de la columna con amortiguador de elucién
en 0.5 M de é4cido 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 final de pH a 7.0 con NaOH. Se obtuvo

aproximadamente un mg de anticuerpo especifico por ml de suero.
Preparacién del Conjugado de Antigeno Marcado con Enzima

Los siguientes reactivos de conjugacién se adquirieron 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,
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una agarosa de éster activo usada para cromatografia de afinidad, se
adquirié de Bio Rad (153-6099). MPO y PMP se etiquetearon con
peroxidasa de rdbano (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 disolvio HRP en 2 ml de agua destilada a
10 mg/ml y 0.1 ml de una sohicién de 0.2 M periodato de sodio se afiadid y
se dejé agitar durante 20 minutos, a temperatura ambiente (con la adicién
del periodato de sodio, hay un cambio de color de marrdén a verde). Luego,
la solucién de aldehido-HRP se dializé 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 la mezcla se volvié a verificar y
se ajusté a pH 9-9.5, de ser necesario, y seguidamente se incub6 durante dos
horas a temperatura ambiente. A continuacion 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 reaccién se
dializ6 luego de un dia para otro contra 2000-5000 veces su volumen de
PBS a 4°C. Para almacenamiento, el conjugado antigeno/HRP se mezcld
con albimina de suero bobino (BSA, concentracién final 5 mg/mi) 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 compeﬁr con una cantidad constante de anticuerpo de
cabra, purificado de afinidad, absorbido de matriz sélida 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
microtitulacién, y el anticuerpo se diluye en la otra direccion. Se
seleccionan concentraciones Optimas basadas en criterios predeterminados
para tiempo de desarrollo, méixima densidad éptica (OD) deseada y ruido
minimo a indice de seflal. Los resultados se graficaron como la
concentracién de anticuerpo de competencia vs. ODyg 6 como dilucién vs.
ODa2go. Se determiné que una concentracién de anticuerpo recubierto de
0.25 pg/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 diluy6é 1:100 para eliminar cualquier efecto de matriz
de suero y luego se diluyd en seric a 1:102,400. Optimamente, la
combinacién deseada de anticuerpo de recubrimiento, anticuerpo de suero y
MPO o PMP conjugada con HRP producirfa 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.
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Ensayo de Inmunoabsorbente Ligado a Enzima de Inhibicién (iELISA)

Albsmina de suero bobino (BSA, grado RIA, fraccién V), usada en

amortiguadores de ensayo, se adquirié de Sigma (A-7888). Para el ELISA,
se emplearon Immulon II, placas de microtitulacién de poliestireno de 96
celdillas (Dynatech) y sustrato de peroxidasa TMB (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Inc. (56—76-04). Se compré Tween 20 de Sigma (P-1379). Se
pre-recubrieron placas de poliestireno de 96 celdillas con 150 pl/celdilla de
0.25 mg/ml de una solucién de anticuerpo PMP o anti-MPQO de cabra,
purificada de afinidad, diluida en 0.1 M de amortiguador de carbonato de
sodio pH 8.2, y se dej6 ligar de un dfa para otro a temperatura ambiente,
humedad 100%. Seguidamente se vaciaron las placas para retirar el
anticuerpo no ligado y se bloquearon con la adicién de 200 ul/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 pl/celdilla
de suero humano diluido 1:50 (1:100 final) se afiadié a las celdillas
apropiadas diluido en 0.1% BSA-10mM PBS-0.05% Tween 20. Luego se
agregaron 75yl de 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
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con TS. En el préximo paso, se llevd a cabo una reaccién colorimétrica
para determinar la actividad de peroxidasa ligada mediante la adicién de
150 pl/celdilla de solucién de sustrato de peroxidasa TMB a cada celdilla y
dejando avanzar la reaccién durante aproximadamente 15 minutos.
Fin'almente, se midié 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 (MPQO) de proteinas son -agoni.';tas
multifuncionales de IL-3 humana y complejos de receptor G-CSF y se
desarrollaron para producir una atenuacién significativa en neutropenia y
trombocitopenia en pacientes que recibian terapia de céncer mielosupresor.
Es critico, cuando se administra terapia de proteinas, determinar si se estén
generando anticuerpos que puedan tener significancia clinica importante tal
como neutralizacién. El ensayo J/ELISA tenia que determinar las
titulaciones de anticuerpo de suero de un mono rhesus inmumizado y
reforzado durante un periodo de 6.5 meses con MPO. La inmunizacion
estuvo conformada por inyecciones subcutineas de 100 pg/kg de MPO con
0.5 mg/kg de Titermax (coadyuvante) con refuerzo subsiguiente de 100
ng/kg los dias 21, 42, 63, 84, 105, 126 y 147. El suero se obtuvo y luego se

adicioné al ensayo en una dilucién 1:100 y entonces se diluyd en serie 1:2
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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 control positivo, se agregd
anti-MPO de cabra, purificada de afinidad, a suero de rhesus normal a 4

pg/ml y a continuacién se diluy6 en serie 1:2 (Figura 2).
Ejemplo 2 Medicidn 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 MPQO. A pacientes con céncer de
mama se les administraron 5.0 pg/kg/dia de MPO después de varios ciclos
de tratamiento quimioterapéutico de docetaxel y a pacientes de linfoma se
les dieron 7.5 pgkeg/dia de MPO después de recibir régimen
quimioterapéutico ESHAP. Los resultados de pacientes con céncer y
linfoma tratados con MPO o no mostraron anticuerpos anti-MPO o

mostraron titulaciones leves de menos de 1:500 usando un célculo IC50

(Figuras 3-5).
Ejemplo 3 Medicidn de Anticuerpos de PMP en Monos Rhesus

Se emple6 /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 demostrido una recuperacion mejorada de trombocitopenia
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inducida por quimioterapia. Se examiné el suero de monos rhesus normales
inmunizados con PMP por via subcutdnea durante 10 dias con 50 pg/kg/dia.

Una titulacion fue detectable por primera vez el dfa 21 (Figura 6).
Ejemplo 4 Medicion de Anticuerpos de PMP en Pacientes con Cdncer

Se analiz6 para detectar anticuerpos el suero de un paciente masculino con
sarcoma tratado con 3 ciclos de 0.5 ug/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 traté previamente con
50 pg/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 Pmteina-G, los niveles de anticuerpo del suero regresan a

los niveles de linea bise del suero del pre-tratamiento (Figura 8).
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Ejemplo 6 Medicion de un Anticuerpo de TNFa exégeno

Una superficie de soporte, tal como una placa de microtitulacion de 96
celdillas, se recubre previamente con un anticuerpo purificado (bien sea
purificado de afinidad, monoclonal -o sintético) para TNFa. TNFa
etiqueteado y una muestra de prueba, tal como suero de un paciente que ha
sido -tratado con un Msab anti-TNFa, como Remicade (Infliximab), CDP-
870 6 D2E7 (adalimumab), se co-incuban en la celdilla de microtitulacion
recubierta con anticuerpo. El Mab anti-TNF, Remicade (Infliximab), CDP-
870 6 D2E7 (adalimumab), deben enlazar el TNFa etiqueteado e inhibir asi
el ligamiento del TNFa etiqueteado al anticuerpo enlazado a la placa. La
concentracién de anticuerpo en el fluido bioldgico podria determinarse

mediante inhibicidn porcentual relativa a un anticuerpo anti-TNFa estindar.
Ejemplo 7 Medicidn de un Anticuerpo CD20 exdgeno

Una superficie de soporte, tal como una placa de microtitulacién de 96
celdillas, se recubre previamente con un anticuerpo purificado (bien sea
purificado de afinidad, monoclonal o sintético) a un ligando CD?20.
Ligando CD20 etiqueteado y una muestra de prueba, tal como suero de un
paciente que ha sido tratado con un Mab anti-CD20, como Rituxan
(Rituximab), se co-incuban en la celdilla de microtitulacién recubierta con

anticuerpo. El Mab de ligando anti-CD20, Rituxan (Rituximab), debe
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enlazar el ligando CD20 etiqueteado e inhibir asi el enlazamiento del
ligando CD20 etiqueteado al anticuerpo enlazado a la placa. La
concentracion de anticuerpo en el fluido bioldgico podria determinarse

mediante inhibicién porcentual relativa a un anticuerpo anti-CD20 estindar.
Ejemplo 8 Medicién de un Anticuerpo HER 2 exdgeno

Una 'superficie de soporte, tal como una placa de microtitulacién de 96
celdillas, se recubre previamente con un anticuerpo purificado (bien sea
purificado de afinidad, monoclonal o sintético) a HER 2. HER 2
etiqueteado y una muestra de prueba, tal como suero de un paciente que ha
sido tratado con un Mab anti-HER 2, como Herceptin (Trastuzumab), se co-
incuban en la celdilla de microtitulacion recubierta con anticuerpo. El Mab
anti- HER 2, Herceptin (Trastuzumab), debe enlazar el TNFa etiqueteado e
inhibir asi el ligamiento de Her 2 etiqueteado al anticuerpo enlazado a Ia
placa. La concentracién de anticuerpo en el fluido bioldgico podria
determinarse mediante inhibicion porcentual relativa a un anticuerpo anti-
HER 2 estandar.

Ejemplo 9 Medicion de niveles de un Anticuerpo IgE endégeno

En esta forma del /ELISA el ‘antigeno’ es un anticuerpo anti-IgE. Una
supetficie de soporte, tal como una placa de microtitulacién de 96 celdillas,
se recubre previamente con un anticuerpo purificado (bien sea purificado de
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afinidad, monocional o sintético) a anticuerpos de clase IgE. Un anticuerpo
anti-IgE etiqueteado y una muestra de prueba, tal como suero de un
paciente que ha sido sensibilizado con un alergeno, se co-incuban en la
celdilla de microtitulacién recubierta con anticuerpo. E! anticuerpo IgE,
debe enlazar el anti-IgE etiqueteado e inhibir asi el ligamiento del anti-IgE
etiqueteado al anticuerpo anti-IgE enlazado a la placa. La concentracion de
anticuerpo en el fluido biol@gico podria determinarse mediante inhibicion

porcentual relativa a un anticuerpo anti-HER 2 estdndar.

Informacién adicional sobre ELISA y otros inmunoensayos de fase sélida
puede encontrarse en Kemeny D. M. y Challacombe S. J. ELISA and Other
Solid Phase Immunoassays Theoretical and Practical Aspects, John Wiley

& Sons, (1988).

Métodos para producir anticuerpos aptos para uso en la presente invencién
son bien conocidos por aquellas personas con habilidades en el arte y
pueden hallarse descritos en publicaciones tales como Harlow & Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988),
y Assai, Methods in Cell Biology Vol. 37: Antibodies in Cell Biology,
Academic Press, Inc. New York (1993). Métodos para producir anticuerpos
fabricados son igualmente bien conocidos por aquellas personas con
habilidades en el arte y pueden encontrarse en publicaciones tales como
Gavilondo, J. V., y colegas, Biotechniques, 29:128-145 (2000) y Hudson P.

J. Current Opinion in Immunology 11:548-557 (1999). Métodos para
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producir anticuerpos en plantas adecuados para uso en la presente invencion
son bien conocidos por aquellas personas con habilidades en el arte y
pueden hallarse descritos en publicaciones tales como Hein, Biotechnology
Process T:455 (1991); Zeitlin, Nature Biotech 16:1361 (1998), WO
98/10062, Ma, Eur J Immunol 24:131 (1994), Schouten, Plant Mol Biol 30:
781 (1996), Ravishanker Ga, J Biochem., Mol. Biol. Biophysics 4(2):73-102
(2000); Fisher, R., Biol. Chgm. 380:825-839 (i999); Russel, D. A., Curr.
Top.- Microbiol. Immunol. 240:119-138 (1999); y Smith M. D., Food
Technol. Biotechnol. 35(3):183-191 (1997). Detalles adicionales sobre
anticuerpos de cadena simple y métodos para producirlos pueden
encontrarse en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,121,424;
6,103,889; 6,027,725; 6,025,165; 5,990,275; 5,917,021, 5,869,620,
5,856,456, 5,757,260, 5,763,733; 5,656,730, 5,534,621, 5,518,889,

5,455,030; y 5,260,203.

Todas las referencias, patentes o solicitudes citadas aquf se incorporan por

referencia en su integridad como si estuvieran escritas aqui.

Varios otros ejemplos serén aparentes para la persona con habilidades en el
arte después de leer la presente revelacidn, sin apartarse del espiritu y la
Orbita de la invencién. Se pretende que todos los demis ejemplos se

incluyan dentro de la érbita de las reivindicaciones adjuntas.
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%_;' @ Un método para la deteccién de un primer anticuerpo en una

LO QUE SE REIVINDICA ES:
W

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 anFicuerpo;

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 recubier.ta con anticuerpo con
dicha combinacién de antigeno y primer anticuerpo; y

medir la cantidad de inhibicién enlazante de antigeno.

N '
(2/ El método de la reivindicacién 1 en donde dicho primer

anticuerpo en un anticuerpo endégeno. i AN

/
a/ El método de la reivindicacién 2 en donde dicho anticuerpo

endbégeno es contra un polipéptido recombinante. NI

\4.) El método de Ia reivindicacion 3 en donde dicho polipéptido
recombinante se selecciona del grupo conformado por MPO, PMP y ProGP.
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'S.  FEl método de la reivindicacién 2 en donde dicho anticuerpo

\

enddgeno es contra una vacuna.

(6. El método de Ia reivindicacion 1 en donde dicho primer
anticuerpo en un anticuerpo exégeno.,

l\7) El método de la reivindicacién 6 en donde dicho anticuerpo
exdgeno se selecciona del grupo conformado por una inmmoglc;blﬂina
intacta, un fragmento FV, un fragmento Fab, un anticuerpo de cadena

simple, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado.

':;E.\, El método de la reivindicacién 7 en donde dicho anticuerpo
exdgeno se selecciona del grupo conformado por Vitaxin™, PE38, LMB-7,
Ch14.18, Verluma™, Avicidin, NR-LU-10, CMB-401, CMA-676, hB72.3,
Panorex ™, CY1748, MFE-23, HuBrE.3, C225, BEC-2, ior-R3, ior-r3hum,
ior-c5, Oncolysin B™, BR96, ChTNT-1/b, Oncolym™, IDEC-Y2BS,
IDEC-InB8, RI1GScan® CR49, OncoRad®, PR CYT-356-Y-90,
OncoScint®, MDX-447, MDX-H210, MDX-220, CEA-Cide™, hMN14,
CEA-Scan™, LymphoScan™, Lymphocide™, AFP-Scan™, ImmuRAIT-
CEA, ImmuRAIT-LL2, Campath 1 LDP-03, SMART ™ M195, SMART™
1 D10, Zenapax®, OvaRex, Anti-ICAM 3, CDP-571, SMART™ anti-CD3,
Clenoliximab, IDEC-131, IDEC 151, h5G 1.1, Orthoclone OKT4,

Orthoclone OKT3 (Muromomab), LDP-02, J695, D2E7, MDX 33, MDX

4



CD4, 160.1, h5G1.1, BIRR-1, MHI1-Fab, nHu23F2G, VL4-A integrin,
Corsevin™ M, Enlimomab, Rovelizumab (nHu23F2G), Antegren™, LDP-
01, Zenapax®, daclizumab, ReoPro® Abciximab, IDEC 131, J695,
ATM027, nHu23F2G, BTI-322, MEDI-507, ABX-CBL, LDP-01, CTLA-4,
SMART™ anti-CD3, Zenapax™, daclizumab, OKT4A, hOKT-4A, Anti-
LFAl, Antova, hul124, ICM3, ior-t1, MEDI-507, ABX-IL-8, CDP-850,
IDEC-114, CAT 192, SMART™ anti-CD3, Zenapax®, daclizumab, MAK
195F, LeukoScan®, Protovir ™, SDZ OST 577, SDZ MSL 109, PRO 542,
HNK20, CaroRx™, thuMabE25, IDEC-152, SB-240563, SCH 55700, CAT
152, MDX-RA, ICl4, Ritmxan (Rituximab), Remicade (Infliximab),
Simulect (Basiliximab), Herceptin (Trastuzumab), Zenapax (Dacliximab),

Synagis (Palivizumab) y CDP-870.

@ El método de la reivindicacién 8 en donde dicho anticuerpo
exogeno se selecciona del grupo conformado por Orthoclone OKT3
(Muromomab), Rituxan (Rituximab), ReoPro (Abciximab), Remicade
(Infliximab), Simulect (Basiliximab), Herceptin (Trastuzumab), Zenapax
(Dacliximab), Synagis (Palivizumab), D2E7 (adalimumab), CAT 152, CAT
192, J695 y CDP-870.

@ El método de la reivindicacién 9 en donde dicho anticuerpo
exdgeno se selecciona del grupo conformado por CDP 571, D2E?
(adalimumab), CAT 152, CAT 192, J695 y CDP-870.
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oy
\11- El método de la reivindicacién 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,96 10

donde dicho segundo anticuerpo es un anticuerpo policlonal purificado.

‘ljZ) El método de Ia reivindicacién 11, en donde dicho anticuerpo '
policlonal purificado se purifica ‘mediante un método seleccionado del
grupo conformado por purificaciéon de afinidad de antigeno, purificacién de

afinidad de Proteina A y purificacién de afinidad de Proteina G.

@ El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 6 10 en

donde dicho segundo anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

'_\14,. El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 6 13 en donde dicho antigeno se etiquetea con un agente seleccionado
del grupo conformado por peroxidasa de ribano, fosfatasa alcalina, biotina

y fosforescentemente.

15. El método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 6 14 en donde dicha superficie enlazante o soporte es una celdilla de
placa de microtitulacion.

—
(\16.) E! método de la reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14 6 15 en donde dicha muestra de prueba es un suero de un

mamifero.



17. Bl método de Ia reivindicacién 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14 6 15 en donde dicha muestra de prueba es un suero de un

humano.

18. Un estuche de prueba 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;. (et

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

un antigeno purificado y etiqueteado que especificamente se

enlaza y satura dicho segundo anticuerpo. et -

19.  Un estuche de prucba para uso en un inmunoensayo con el fin

dedcteclnrunpnmeranhcuelpopmunanugenoenlmamuesu'adepmeba

que comprende ademss reactivos de lavado, reactivos de incubaciéon y

sustrato de etiqueteado.

20. El estuche de prueba de la reivindicacion 18 6 19 en donde

dicho primer anticuerpo en un anticuerpo enddgeno. eyl f-.: do

21. El estuche de prueba de la reivindicacién 21 (sic) en donde

dicho anticuerpo endégeno es contra un polipéptido recombinante. +



o

22. El estuche de prueba de la reivindicacién 21 en donde dicho
polipéptido recombinante se selecciona del grupo conformado por MPO,

PMP y ProGP.

23, El estuche de prueba de la reivindicacién 20 en donde dicho

anticuerpo end6geno es contra una vacuna. repwtt.

- 24, El estuche de prueba de la reivindicacién 18 6 19 en donde

dicho primer anticuerpo en un anticuerpo exégeno. m"‘u

25. El estuche de prueba de la reivindicacién 18 6 19 en donde
dicho anticuerpo exdgeno se selecciona del grupo conformado por una
inmunoglobulina intacta, un fragmento FV, un fragmento Fab, un
fragmento (Fab)2, un anticuerpo de cadena simple, un anticuerpo quimérico
o un anticuerpo humanizado. rf/w-l-

26. El estuche de prueba de la reivindicacién 25 en donde dicho
anticuerpo exégeno se selecciona del grupo conformado por Vitaxin™™,
PE38, LMB-7, Ch14.18, Verluma™, Avicidin, NR-LU-10, CMB-401,
CMA-676, hB72.3, Panorex™, CY1748, MFE-23, HuBrE.3, C225, BEC-2,
ior-R3, ior-r3hum, ior-c5, Oncolysin B™, BR96, ChTNT-1/b, Oncolym™,
IDEC-Y2B8, IDEC-InBS8, R1GScan® CR49, OncoRad®, PR CYT-356-Y-
90, OncoScint®, MDX-447, MDX-H210, MDX-220, CEA-Cide™,

hMN14, CEA-Scai™, LymphoScan™, Lymphocide™, AFP-Scan™,

reaul 4
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ImmuRATT-CEA, ImmuRAIT-LL2, Campath 1 LDP-03, SMART™ M195,
SMART™ 1 D10, Zenapax®, OvaRex, Anti-ICAM 3, CDP-571,
SMART™ anti-CD3, Clenoliximab, IDEC-131, IDEC 151, h5G 1.1,
Orthoclone OKT4, Orthoclone OKT3 (Muromomab), LDP-02, J695, D2E7,
MDX 33, MDX CD4, h60.1, h5G1.1, BIRR-1, MH1-Fab, nHu23F2G, VL4-
A integrin, Corsevin™ M, Enlimomasb, Rovelizumab (nHu23F2G),
Antegren™, LDP-01, Zenapax®, daclizumab, ReoPro® Abciximab, IDEC
131, J695, ATM027, nHu23F2G, BTI-322, MEDI-507, ABX-CBL, LDP-
01, CTLA4, SMART™ anti-CD3, Zenapax™, daclizumab, OKT4A,
hOKT-4A, Anti-LFA1, Antova, hul124, ICM3, ior-tl, MEDI-507, ABX-
IL-8, CDP-850, IDEC-114, CAT 192, SMART™ anti-CD3, Zenapax ,
daclizumab, MAK 195F, LeukoScan®, Protovir™, SDZ OST 577, SDZ
MSL 109, PRO 542, HNK20, CaroRx™, rhuMabE25, IDEC-152, SB-
240563, SCH 55700, CAT 152, MDX-RA, IC14, Rituxan (Rituximab),
Remicade (Infliximab), Simulect (Basiliximab), Herceptin (Trastuzumab),
Zenapax (Dacliximab), Synagis (Palivizumab) y CDP-870.  ycsud

27. El estuche de prueba de la reivindicacién 24 en donde dicho
anticuerpo exégeno se selecciona del grupo conformado por Orthoclone
OKT3 (Muromomab), Rituxan (Rituximab), ReoPro (Abciximab),
Remicade (Infliximab), Simulect (Basiliximab), Herceptin (Trastuzumab),
Zenapax (Dacliximab), Synagis (Palivizumab), D2E7 (adalimumab), CAT

152, CAT 192, J695 y CDP-870.  jcatld .

48



L

28. El estuche de prueba de la reivindicacién 24 en donde di
anticuerpo exdgeno se selecciona del grupo conformado por CDP 571,
D2ET7 (adalimumab), CAT 152, CAT 192, J695 y CDP-870. 1Lyt

29. El estuche de prueba de la reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27 6 28 en donde dicho segundo anticuerpo es un anticuerpo (T~

policlonal purificado.

30. El estuche de prueba de la reivindicacién 29 en donde dicho
anticuerpo policlonal purificado se purifica mediante un método 1
seleccionado del grupo conformado por purificacion de afinidad de 0‘

antigeno, purificacién de afinidad de Proteina A y purificacion de afinidad
de Proteina G.

31. El estuche de prueba de la reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23,

N
24, 25, 26, 27 6 28 en donde dicho segundo anticuerpo es un anticuerpo L

———————

monoclonal.

i —— v —

32. El estuche de prueba de la reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 en donde dicho antigeno se etiquetea con un
agente seleccionado del grupo conformado por peroxldasa de rébano,
fosfatasa alcalina, biotina y fosforescentemente.
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33. El estuche de prueba de 1a reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23, 3

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 6 32 en donde dicha superficie enlazante

soporte es una celdilla de placa de microtitulacién.

(34.” Elestuche de prucba de la reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 ¢ 33 en donde dicha muestra de prueba es
un suero de un mamifero.

A

C__Sj El estuche de prueba de la reivindicacién 18, 19, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 6 33 en donde dicha muestra de prueba es

un suero de un humano.

. e ————
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La presente invenciém 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 deteccién de anticuerpos encontrados en fluidos
biolégicos. El inmunoensayo ELISA de inhibicién (/ELISA) de la presente
invencién aumenta en gran proporcién la sensibilidad, especificidad y
conveniencia de obtener datos serolégicos. La presente invencion se refiere
ademads a un estuche de prueba para uso en un inmunoensayo con el fin de

detectar un anticuerpo para un antigeno en una muestra de prueba.

5t
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Mean Valup OD650

Fig. 2

Anti-MPO Inhibition ELISA - Rhesus monkey
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Fig. 3
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1.000

Breast Cancer Patients/docetaxel

0.900
0.800 +
0.700 +
0.600 -
0.500 -
0.400 -
0.300
0.200 1
0.100 +

—o— 9806 Cycle 2, Day 8
—m— 9806 Cycle 2, Day 1
—a— 811 Cycle 3, Day 15
—¥— 813 Cycle 3, Day 15
—e— BackSpike Control

10 100

1000 10000
Dilution

I3



Mean Values OD 650

Fig.
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Fig. 5

Lymphoma Cancer Patients/ASHAP
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Fig. 6
Anti-PMP Inhibition ELISA in Rhesus monkeys
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OD650 Mean Values

Fig. 7

Anti-PMP Titers, in Male Sarcoma Patient
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Mean Value OD 650

Fig. 8

Protein G IgG Removal From Patient With Positive Titer

0.100
0.000 %

100

1000

10000

100000

—e— 602 Cycie 1, Day 1
—&— 602 Cycle 1, Day 22
—e— 602 Cycle 1, Day 22, G

Removed
—3¢— Antibody Splke Flate 1




Fig. 9
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-76267
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencién:

SI[ 1] NO[x}] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma comrecta (Decision 344, art. 14-a).

SI{ ] NO[x] NO APLICABLE] ] Acreditd, en forma cormrecta, la
existencla y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decisién 344; literal g) del art. 4 del Decreto

117/94).

Si[x ] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacién establecida
(art. 13 de la Decisién 344 y la Resolucion 02 del 4 de Enero

de! 2000)

Si[x] NOI ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Parls.

SI[ 1 NO[x ] NO APLICABLE [ ] Presentd copla, certificada su
conformidad por ia Administracién que reciblé la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

Si[ ) NOI x] NO APLICABLE [ ] Prosentd la traduccion del capitulo
relvindicatorio de la solicitud de la cual se relvindica prioridad
(Ait. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
S8..C).

SI[ 1 NO{ x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

BSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: Debera presentar copla
certificada su conformidad por la Administracion que recibi6 la solicitud de la cual reivindica
prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de depésito de la solicitud posterior. La omisién de esta formalidad implicaré la
pérdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptia que esta sollciud:

Si[ ] NO[x] Se ajusta a los aspectos FORMALES Indicados en la Decision
344 y por tanto,

Si[ ] NO[x] Se recomienda PUBLICAR el exiracto correspondients.

Bogota, D.C., 9 de Octubre del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmuindor 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogotd, D.C. - Colombia



Folio No. 47~

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO.
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacién No. 00-76267
Concepto Técnico No. 1735
Clasificacién Internaclonal de Patentes: GO1N 33/541

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisidn 344, se determiné que la
presente solicitud de Patente de Invencion.

SIXINO{]
SIXINO[]

SIX]NO{]

SIXINO{]
SIXINO[]

SI[JNOPq
SIXINO[]

SI[]NOX]
SI[INOX]

SIX]NO[]
SI[INO D]

SI (X} NO{]
SI[INO D]

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art. 8, Art 13-a).
Contiene la identificacién correcta del solicitante (Art. 13-a)

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma corecta
(Art. 13-)

Contiene el titulo 0 nombre de Ia invencién en forma corracta (Art. 13-b)
Contiene ia descripcion clara y completa de la invencion (Art. 13-c)

Contiene los dibujos comectos (Art. 14c junto con el literal d) del Art. 4
del (Dto. 117 del 94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art. 14-c junto con el Dto. 3464
del 26 de diciembre de 1980)

Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia para la
cual solicita proteccidn mediante la patente (Art. 13-d).

Contiene el exiracto de acuerdo con el literal ¢} del articulo 4 de Dto 117 del 94.

Contiene el arte final de! dibujo caracteristico de acuérdo con el literal c) del articulo 4 y
el articulo 27 del Dto. 117 del 84.

Contiene la tarjeta de archivo temético (forma P-104) en fOrma correcta (Aric 14-c junto
con el literal b) del 1rt. 4 del Dto. 117 del 94).

Contiene Ia tasjeta de archivo de propietarios (forma P-105) en forma comecta (Art. 14c
junto con el literal b) del Art. 4 del Dio. 117 del 94).

CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA:

1. Las Figuras presentan texios en Inglés, por consiguiente deben ser modificadas de modo que toda
la solicitud esté escrita en castellano.

2 Aunque el uso de las expresiones "anticuerpos enddgenos” es propio del sector tecnoldgico, serla
recomendable aclarar a que debe entanderse por esta expresion.

EXAMINADOR TECNICO: 202016.

Bogota, D.C., 02 de noviembre de 2000



SUPERINTENDENCIA J%
SIE xroem™

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 00-76267
AUTO 3619
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para gue dentro del plazo
de treinta (30) dias hablles sigulentes a la fecha de notificacién del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el axamen
de forma.

ARTICULO SEGUNDO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el
no procede recurso alguno en la via gubemativa.

N TIFIQUESE Y CUMPLASE RPN -.;!g:
Dado en Bogotd D.C.,a los ~
ELJEFEDELAD ION AS CREACIONES,

ALIX CARME ESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO
v NG Ny

/Y Ynotificado por anotacion en estado de esta misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACIONESTADO 29— (2= OO
SOLICITO PRORROGA TERMINO s|7L NO____

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA (05 — O 2-300T/
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisca 5°y 10°
Conmutndor 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogotd, D.C. - Colombia



