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DESCRIPCION
Anticuerpo especifico de transferrina deficiente en carbohidratos (CDT), su produccién y uso

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales, que se unen de manera selectiva en solucién acuosa a
un homdlogo de transferrina "transferrina deficiente en carbohidratos" (CDT), sin que ésta necesite estar unida a una
fase sélida. La CDT se caracteriza porque por lo menos una de las dos cadenas de oligosacaridos, que
normalmente estan unidas a Asn 413 y/o Asn 611 de la transferrina, estd muy ausente o esencialmente muy
ausente.

El alcoholismo es un problema difundido mundialmente. En el pasado se desarroll6 una serie de pruebas de
diagnostico para diagnosticar alcoholismo. Sin embargo, la mayoria de estas pruebas no es especifica para la
enfermedad. La prueba mas ampliamente desarrollada hasta ahora fue introducida por Makhlouf et al. en la EP-0
605 627. Los anticuerpos alli divulgados reaccionan de manera especifica con CDT, que fue encontrada en
alcohdlicos, pero sin embargo no en no alcohdlicos. Con ello fue posible establecer un inmunoensayo, con cuya
ayuda puede detectarse CDT en sueros de alcohodlicos. Sin embargo, es una desventaja que en esta prueba el
antigeno que va a ser detectado tiene que estar acoplado primero a una fase soélida, puesto que los anticuerpos
divulgados en la EP-0 605 627 no se unen o se unen de manera insuficiente a la CDT, la cual se halla en solucién.

Con ello, existio el objetivo de mejorar la deteccién de CDT, de manera que sea posible la deteccion directa de CDT
en una muestra que se encuentra en solucion y con ello omitir la necesidad del acoplamiento a una fase sélida del
antigeno que va a ser detectado.

De manera sorprendente este objetivo fue logrado mediante el suministro de anticuerpos, que en solucién acuosa se
unen de manera selectiva a CDT, sin que ésta necesite estar ligada a una fase sélida. Con ayuda de experimentos
de levantamiento de mapa de epitope se establecié que los anticuerpos de acuerdo con la invencion, en
contraposicion a los anticuerpos del estado de la técnica, se ligan simultaneamente a diferentes segmentos de
secuencia de la CDT. De ello se derivé que los epitopes reconocidos de los anticuerpos de acuerdo con la invencién
son epitopes discontinuos.

Con ello, la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal, que en solucién acuosa se une de manera
selectiva a CDT, sin que ésta necesite estar unida a una fase sélida. Se determin6 que la union de este anticuerpo
ocurre en el ambito de los siguientes segmentos de secuencia (1) a (4) de la CDT:

(1) WARSMGGKEDLIWELL y

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF y

(3) SKLSMGSGLNLSEPN y

(4) YEKYLGEEYVKAYV,

donde es irrelevante si los péptidos estan presentes unidos a una fase sélida o en solucién.

En el marco de la presente invencion, unién selectiva significa una unioén suficientemente especifica o esencialmente
especifica, que hace posible una clara diferenciacion entre CDT por un lado y transferrina humana por otro lado.

En el sentido de la presente invencion, el concepto "fase sélida" o "fase solidificada" abarca un objeto que consiste
en un material poroso y/o no poroso, por regla general insoluble en agua y que puede exhibir las mas diversas
formas, como por ejemplo recipientes, tubos, placas de microtitulacion, esferas, microparticulas, palillos, tiras, papel
de filtro o de cromatografia, etc. Por regla general, la superficie de la fase sélida es hidrofilica o puede ser convertida
en hidrofilica. La fase sélida puede consistir en los mas diversos materiales, como por ejemplo en materiales
inorganicos y/u organicos, en materiales sintéticos, de ocurrencia natural y/o en materiales de ocurrencia natural
modificados. Son ejemplos de materiales de fase sélida polimeros, como por ejemplo celulosa, nitrocelulosa, acetato
de celulosa, cloruro de polivinilo, poliacrilamida, moléculas de dextrano entrelazadas, agarosa, poliestireno,
polietileno, polipropileno, polimetacrilato o nylon; ceramica; vidrio; metales, en particular metales nobles como oro o
plata, magnetita; mezclas o combinaciones de ellos; etc. También el concepto "fase solida" deberia involucrar
células, liposomas o vesiculas de fosfolipidos.

La fase solida puede exhibir un recubrimiento de una o varias capas, por ejemplo de proteinas, hidratos de carbono,
sustancias lip6filas, biopolimeros, polimeros organicos y mezclas de ellos, para suprimir o impedir por ejemplo la
unién no especifica de componentes de las muestras a la fase sélida o para alcanzar mejoramientos por ejemplo
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respecto la estabilidad de la suspension de fases sélidas en particulas, en la estabilidad al almacenamiento, en la
estabilidad a la forma dada o la resistencia frente a la luz UV, microbios u otros agentes con efecto destructor.

Se prefiere el anticuerpo monoclonal, que es producido a partir de un cultivo celular, que fue inscrito ante el DSZM
Deutsche Sammlung de Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Maschero Weg 1b, 38124 Braunschweig,
Alemania el 16 de abril de 2002 (dia del ingreso de la posicion de inscripcion) segin acuerdo de Budapest, como
sigue:

Cultivo celular 98-84/011 namero de ingreso: DSM ACC2540

También son fragmentos de acuerdo con la invencion que se ligan al antigeno, por ejemplo fragmentos Fab, Fab’, Fv
0 F(ab’),, que pueden ser producidos a partir de los anticuerpos de acuerdo con la invencion previamente
mencionados, segun métodos conocidos por los expertos.

En general, en el sentido de esta invencion, bajo el concepto "anticuerpo” se entiende no sélo anticuerpos completos
sino también de manera expresa fragmentos de anticuerpos, como los ya mencionados fragmentos Fab, Fv, F(ab’),
o Fab’ asi como también anticuerpos quiméricos, humanizados, bi- u oligoespecificos, o "de cadena sencilla”;
ademas también agregados, polimeros y conjugados de inmunoglobulinas y/o sus fragmentos, en tanto se obtengan
las propiedades de unién al antigeno o hapteno. Los fragmentos de anticuerpos se producen por ejemplo mediante
escisién enzimatica de anticuerpos con enzimas como pepsina o papaina. Los agregados, polimeros y conjugados
de anticuerpos pueden ser generados mediante multiples métodos, por ejemplo mediante tratamiento en caliente,
transformacion con sustancias como glutaraldehido, reaccion con moléculas que se unen a la inmunoglobulina,
adicion de biotina a anticuerpos y subsiguiente reaccion con estreptavidina o avidina, etc.

En el sentido de esta invencion, un anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede haber sido
producido mediante métodos comunes, por ejemplo mediante inmunizaciéon de un animal, como por ejemplo ratén,
rata, conejillo de indias, conejo, caballo, oveja, cabra, perro (ver otros Messerschmid (1996) BIOforum, 11:500-502),
y subsiguiente establecimiento de células de hibridoma y la subsiguiente purificacién de los anticuerpos secretados;
0 mediante clonacién y expresion de las secuencias de nucleétido o bien versiones modificadas de ellas, las cuales
codifican las secuencias de aminoacidos que son responsables de la union del anticuerpo natural al antigeno y/o
hapteno.

Ademas, es un objetivo de la presente invencién un método para la produccion del anticuerpo mediante
inmunizaciéon de un animal de ensayo adecuado con transferrina no glicosilada o CDT, subsiguiente fusion de las
células del bazo de este animal de ensayo con células de mieloma, donde surgen células hibridas que producen
anticuerpos, y subsiguiente clonacion de las células hibridas y seleccién de un clon de tales células hibridas, el cual
produce un anticuerpo, cuya unién ocurre segun los resultados de un levantamiento de mapa de epitope en el
ambito de los siguientes fragmentos de secuencia (1) a (4) de una CDT:

(1) VWARSMGGKEDLIWELL y

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF y
(3) SKLSMGSGLNLSEPN y

(4) YEKYLGEEYVKAV;

Finalmente sigue la produccién de los anticuerpos a partir del clon de células hibridas seleccionado de tal manera,
segun un método conocido por los expertos.

El método de produccion previamente descrito comprende la tecnologia de hibridoma conocida por todos los
expertos para la produccién de anticuerpos monoclonales, como fue divulgado por primera vez en el afio 1975 por
Kohler y Milstein y después de lo cual fue modificado o mejorado por numerosos autores. Aunque esta tecnologia
fue empleada frecuentemente para la produccion de anticuerpos monoclonales a partir de células de ratén, existen
también publicaciones que describen la produccion de anticuerpos monoclonales de otro origen. Ademas, se han
divulgado también métodos para la produccién de fragmentos de anticuerpos, por ejemplo anticuerpos humanizados
o bi- u oligoespecificos o quiméricos, que asi mismo evidentemente pueden ser consultados para la produccion de
anticuerpos de acuerdo con la invencion.

La presente invencion se refiere también a un inmunoensayo para la deteccion de CDT en una muestra; al respecto,
se pone en contacto la muestra con un anticuerpo de acuerdo con la invencion previamente descrito o un fragmento
de anticuerpo correspondiente, y a continuacion se determina de manera cualitativa o cuantitativa la formacién de un
inmunocomplejo con participacion de la CDT.
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Asi mismo son objeto de la presente invencion kits de prueba para la ejecucién de un inmunoensayo previamente
mencionado, que contienen un anticuerpo de acuerdo con la invencién o un fragmento de anticuerpo de acuerdo con
la invencion.

Ademas, la presente invencion es aclarada mediante los siguientes ejemplos. Estos sirven exclusivamente para
aclarar a modo de ejemplo aspectos individuales de la presente invencion y en ningln caso se entienden como
limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1: Produccién de Sefarosa transferrina-antihumana

Para la purificacién por afinidad de transferrina de sueros humanos (sueros normales y sueros de alcohdlicos) se
produjo un soporte de afinidad mediante acoplamiento de 120 mg de transferrina anti-humana (Dade Behring
Marburg GmbH, Marburg, Alemania) a 0,8 g de Sefarosa activada CNBr CL-4B.

Se realiza didlisis de 120 mg de transferrina anti-humana contra solucién 0,1 M de NaHCOj3;. Se lavan 0,8 g de
Sefarosa CL-4B (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania) con solucién 0,1 M de NaHCO;3 y se
afaden bajo enfriamiento a 1,28 g de Bromcyan disuelto en 5 ml de acetonitrilo. Se agita la suspensién por 15
minutos a pH 11 y 4°C. A continuacién se lava de manera intensa la suspensién con soluciéon de NaHCO3 0,1 M. Se
suspende la Sefarosa activada en solucion 0,1 M de NaHCO;3 y se afiade a la solucidn de anticuerpo previamente
preparada y se incuba por 6 horas a temperatura ambiente. La Sefarosa-transferrina anti-humana asi producida es
lavada con solucion de sal de Koch con tampdn de fosfato de pH 7,2 y se almacena hasta su uso en solucion de sal
de Koch con tampdn de fosfato de pH 7,2 + 1g/L de NaNs.

Ejemplo 2: Aislamiento de transferrina humana de suero humano (suero normal y suero de alcohdlico)

Para la purificacion por afinidad de transferrina de suero humano se coloca en una columna de vidrio la Sefarosa
transferrina anti-humana producida bajo el Ejemplo 1 y se lava con 100 ml de solucion de sal de Koch con tampén
de fosfato de pH 7,2 + 1 g/L NaN;. Se aplican a la columna 10 ml de suero humano (suero normal y suero de
alcohdlico) con un flujo de 0,5 ml/minuto y se eliminan las proteinas no ligadas mediante lavado de la columna con
50 ml de solucién de sal de Koch con tampdn de fosfato de pH 7,2 + 1 g/L NaN3, 50 ml de soluciéon 1 M de NaCl y 50
ml de agua. Se realiza la elucién a la transferrina ligada con 50 ml de solucién 0,5 M de glicina, cuyo valor de pH fue
ajustado con acido clorhidrico a pH 2,5, se neutraliza inmediatamente mediante adicion de tris(hidroximetil)-
aminometano sélido y se realiza dialisis contra solucién de sal de Koch con tampén de fosfato de pH 7,2 + 1g/L
NaNs.

Ejemplo 3: Transferrina humana no glicosilada
a) Transferrina humana no glicosilada recombinante

La produccién de transferrina no glicosilada recombinante ocurre con ayuda de métodos comunes de tecnologia
genética y biologia molecular y es descrita en Mason et al. (1993) Biochemistry, 32: 5472-5479.

b) Desglicosilacion enzimatica de transferrina humana

Se disuelven 60 mg de transferrina humana (por ejemplo compafiia Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden,
Alemania) en 8 ml de solucion de sal de Koch con tampoén de fosfato de pH 7,2 con 10 mM/L de ETDA y 1g/L (p/v)
de decil-sulfato de sodio (compafiia Fluka, nimero: 71443). La solucién asi preparada de transferrina es calentada
en el bafio de agua a 37°C y se afiaden 180 unidades (3 unidades / mg de transferrina) de N Glicosidasa F
(compafiia Roche, nimero: 1365193). Se incuba la carga por 17 horas en el bafio de agua a 37°C. Se investiga la
terminacion de la desglicosilaciéon por medio de SDS-PAGE (Duan et al (1998) Applied Biochemistry and
Biotechnology, 69: 217-224).

Ejemplo 4: Produccién de anticuerpos monoclonales segun el estado de la técnica

La produccion de anticuerpos monoclonales segun el estado de la técnica ocurrié como se describe en el documento
de patente EP-0 605 627 B1 mediante inmunizacién con secuencias de péptidos especificas de transferrina P1y P2.
Se obtuvieron los siguientes anticuerpos hibridos / monoclonales:
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Denominacion del anticuerpo | Especificidad
01-32/062 anti-P1
00-177/012 anti-P1
00-187/016 anti-P2
00-187/027 anti-P2

Ejemplo 5: Produccion de los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion
a) Inmunizacién de ratones

Se inmunizaron por via intraperitoneal ratones BALB/c con en cada caso 20 ug de transferrina no glicosilada en
adyuvante completo de Freund. Después de 4 semanas ocurrié una inyeccion de refuerzo con en cada caso 20 ug
de transferrina no glicosilada en adyuvante incompleto de Freund (compafiia ICN Biomedical GmbH, Eschwege,
Alemania) y después de 8 semanas con en cada caso 20 ug de transferrina no glicosilada sin adyuvante de Freund.
Los Ultimos 3 dias antes de la fusion, los ratones recibieron una inyeccion de refuerzo por via intravenosa con en
cada caso 20 pg de transferrina no glicosilada.

b) Fusion

Después de la muerte de los ratones por inhalacion de CO, se tomaron los bazos y se produjeron suspensiones de
células individuales en medio Eagle Dulbeccos modificado libre de suero (DMEM, compafila CC Pro GmbH,
Neustadt/W, Alemania). Se aplicé centrifugacion a las células (652 g) y se lavaron 2 veces en DMEM. A continuacion
se determind el nimero de células por medio de coloracién de azul Tripano. A aproximadamente 10° células de bazo
se afiadieron 2x10’ células de mieloma (Sp2/0). Después de realizar la centrifugacion (360 g) se descartd el
sobrenadante, se afiadi6 1 ml de solucién de polietilenglicol (PEG 4000, compafiia Merck Eurolab, Bruchsal,
Alemania; aproximadamente al 50% en DMEM) a la pella de células y después de nueva suspension se incubd por 1
minuto a 37°C. A continuacién se afiadieron aproximadamente 10 ml de DMEM y se incub6 por 2 a 4 minutos a
temperatura ambiente. Se separaron por centrifugacion las células producto de la fusién (326 g) y se suspendieron
nuevamente las pellas en DMEM + 20% FKS (suero fetal de ternero, compafiia Biowithaker Europe, Verviers,
Bélgica) + solucion de HAT (comparfia CC Pro GmbH, Neustadt/W, Alemania) y se colocaron en placas de cultivo
celular de 24 pozos (compafiia Costar). La concentracion celular aproximada por pozo fue de 5x10* a 5x10° células.

2 - 3 semanas mas tarde se tomaron las colonias formadas de células (hibridas) y se transfirieron a nuevas placas
de cultivo.

c) Determinacion de la especificidad de los anticuerpos

Se probd la especificidad de los anticuerpos suministrados en el cultivo celular en una primera etapa de prueba, con
ayuda de placas de microtitulacion recubiertas con antigeno de inmunizacién (compafiia Nunc, tipo B), recubrimiento
1 pg/ml = 0,015 pg/depresion.

En cada depresion de la placa de microtitulacion se colocaron con pipeta 100 pl de sobrenadante de cultivo celular
(dilucién 1:2) y se incubd por 1 hora a +15 a +25°C. Después de lavar dos veces la placa con solucién de lavado de
POD (OSEW; compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) se colocaron en cada depresion 100 pl de conjugado
anti-raton 1gG/F(ab),-POD (compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) y se incub6 por 1 hora a +15 a +25°C.
Después de otros dos lavados de la placa se colocaron en cada depresién 100 pl de soluciébn Chromogen TMB
(Compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) y se incubd por otros 30 minutos a +15 a +25°C. Después de la
incubacién se colocaron en cada depresion 100 pl de soluciéon de detencion POD (compafiia Dade Behring,
Marburg. Alemania) y se valoraron las placas de microtitulacion en el BEP 1l (Behring-ELISAProzessor I, compafiia
Dade Behring, Marburg, Alemania) a 450 nm.

En una segunda etapa de prueba se verificaron las hibridas como se describié arriba, con ayuda de placas de
microtitulacién (compafiia Nunc, tipo B), las cuales habian sido recubiertas con transferrina humana (por ejemplo de
compaiiia Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Alemania). Recubrimiento 1 pg/ml 0,015 pg/depresion.
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En la tabla 1 se listan los resultados.

Tabla 1: Determinacion de la especificidad de anticuerpos mediante evaluacion de placas de microtitulacion en el
BEP Il (Behring-ELISA-Prozessor Il) a 450 nm.

Extincion a 450 nm
Denominacion de hibrido Transferrina humana no glicosilada Transferrina humana
98-22/026(569) >25 Negativo
98-23/07 (45) >25 Negativo
98-22/0104 (572) 1,739 Negativo
98-84/011 (1) >25 Negativo
01-102/01 (113) >25 Negativo

Leyenda: negativo = extincién (450 nm) < 0,1 DO; por dilucién de los hibridos investigados ningin escalonamiento
de la sefial

d) Clonacion

Se realizé clonacion a células individuales de hibridos, que producen los anticuerpos deseados (unién a transferrina
humana no glicosilada aunque no a transferrina humana, con un micromanipulador (compafiia Leitz, Wetzlar,
Alemania). Los clones 98-84/011 y 01-102/01 asi obtenidos fueron depositados el 16.04.2002 en el DSMZ Deutsche
Sammlung de Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Maschero Weg 1 b, Braunschweig, Alemania, bajo el
numero de ingreso DSM ACC2540 (98-84/011) y DSM ACC2541 (01-102/01).

e) Determinacion de la subclase de anticuerpos

Se determin6 como IgG1 para 98-84/011 y 01-102/01 la subclase de anticuerpos 98-84/011 y 01-102/01, por medio
de kit de determinacién de isotipo de anticuerpo monoclonal de raton IsoStrip™ de la compafiia Boehringer
Mannheim, Alemania.

f) Produccién del anticuerpo

Para la produccion de grandes cantidades de anticuerpo, se transfieren los correspondientes clones de células a un
matraz de rodillo (compafia Corning Costar Alemania, Bodenheim), y se expande hasta el volumen final deseado a
+37°C. Después se filtra la suspension de cultivo en rodillo para la eliminaciéon de las células mayores a 0,22 um. Se
concentra la solucion de anticuerpos ya libre de células, sobre ultrafiltro (limite de separacion 30.000 Dalton) y a
continuacion se purifica.

g) Purificacion del anticuerpo

Se realiza intercambio de tampdn de la solucién obtenida de anticuerpo contra tamp6n de fosfato 0,14 M de pH 8,6 y
se aplica sobre una columna de cromatografia llena con rProtein A Sepharose Fast Flow (compafila Amersham
Pharmacia) (por cada 10 mg de anticuerpo que va a ser purificado se emplea 1 ml de rProtein A Sepharose Fast
Flow). Se eliminan todos los componentes no ligados mediante lavado de la columna con tampén de fosfato 0,14 M
de pH 8,6. Se realiza elucién de la columna a los anticuerpos ligados con &cido citrico 0,1 M de pH 3,0 y se realiza
dialisis contra acetato de sodio 0,05 M + 0,5 M NaCl + Tris 0,05 M + azida de sodio 0,01% pH 7,0.

Ejemplo 6: Determinacion de la especificidad del anticuerpo para antigeno unido a fase soélida

Se probé la especificidad del anticuerpo producido, con ayuda de a) placas de microtitulacion recubiertas con
transferrina no glicosilada (compafiia Nunc, tipo B), recubrimiento 1 pg/ml = 0,015 ug/depresion, b) placas de
microtitulaciéon recubiertas con transferrina humana (compafiia Nunc, tipo B), recubrimiento 1 pg/ml = 0,015
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pg/depresion, c) placas de microtitulacion recubiertas con péptido P1 (compafiia Nunc, tipo B), recubrimiento 3 pg/mi
=~ 0,045 pg/depresion y d) placas de microtitulacion recubiertas con péptido P2 (compafilia Nunc, tipo B),
recubrimiento 3 pg/ml = 0,045 pg/depresion.

Se transfirieron con pipeta a cada depresion de la placa de microtitulacién 100 pl de anticuerpo monoclonal (1 pg/ml)
y se incub6 por 1 hora a +15 a +25°C. Después de lavar dos veces la placa con solucion de lavado POD (OSEW;
compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) se colocaron en cada depresion 100 pl de conjugado anti-raton
IgG/F(ab),-POD (compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) y se incub6 por 1 hora a +15 a +25°C. Después de
otros dos lavados de la placa se colocaron en cada depresion 100 pl de solucién Chromogen TMB (compafiia Dade
Behring, Marburg, Alemania) y se incubd por otros 30 minutos a +15 a +25°C. Después de la incubacién se
colocaron en cada depresion 100 pl de solucién de detencion POD (compafiia Dade Behring, Marburg. Alemania) y
se evaluaron las placas de microtitulacion en el BEP Il (compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) a 450 nm.

En la tabla 2 se listan los resultados.

Tabla 2: Determinacion de la especificidad de anticuerpo mediante valoracion de placas de micro titulacion en el
BEP Il a 450 nm

Extincién a 450 nm
Anticuerpo Transferrina humana no glicosilada | Transferrina Péptido Péptido
humana 1 2
Anticuerpo contra 98-22/026 1,578 Negativa Negativa | Negativa
Transferrina 98-23/07 2,497 Negativa Negativa | Negativa
no glicosilada 98-22/0104 | 1,179 Negativa Negativa | Negativa
98-84/011 >2.5 Negativa Negativa | Negativa
01-102/01 2,432 Negativa Negativa | Negativa
Anticuerpo del estado | 00-177/012 1,063 0,157 >2.5 Negativa
de la técnica contra
péptido P1 01-32/062 >2.5 0,151 >2.5 Negativa
Anticuerpo del estado | 00-187/016 2,339 Negativa Negativa | >2,5
de la técnica contra
péptido P2 00-187/027 >2.5 Negativa Negativa | >2,5

Leyenda: negativo = extincion 450 nm >0,1 DO; por dilucién del hibrido investigado ningin escalonamiento de la sefial

Los anticuerpos inducidos con transferrina no glicosilada muestran una reaccién sélo con transferrina no glicosilada,
donde los anticuerpos del estado de la técnica muestran una reaccién con el respectivo péptido y transferrina no
glicosilada ligada a la fase sélida.

Ejemplo 7: Determinacion de la especificidad de los anticuerpos por antigenos en solucion

a) Se recubrieron placas de micro titulacién (compafiia Nunc, tipo B), con los anticuerpos monoclonales que iban a
ser comparados. Concentracion de recubrimiento 1 pg/ml = 0,015 pg/depresion.

En las depresiones de la placa de microtitulacién se colocaron con pipeta 100 ul de una serie geométrica de dilucion
que comenzaba en 200 pug/ml de a) transferrina humana, b) transferrina humana desglicosilada enzimaticamente, c)
transferrina humana de suero normal y d) transferrina humana de suero de alcohdlico y se incub6 por 1 hora a +15 a
+25°C. Después de lavar dos veces la placa con solucion de lavado POD (OSEW; compafila Dade Behring,
Marburg, Alemania) se colocaron en cada depresion 100 pl de conjugado de transferrina anti-humana-POD
(compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) y se incubd por 1 hora a +15 a +25°C. Después de lavar dos veces
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mas la placa, se colocaron en cada depresién 100 ul de solucién Chromogen TMB (compafia Dade Behring,
Marburg, Alemania) y se incub6 por otros 30 minutos a +15 a +25°C. Después de la incubacién se colocaron en
cada depresion 100 pl de solucién de detencion POD (compafiia Dade Behring, Marburg. Alemania) y se evalué la
placa de microtitulacién en el BEP Il (compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) a 450 nm.

En las tablas 3.1y 3.2 se listan los resultados.
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b) Se recubrieron placas de microtitulacion (compafiia Nunc, tipo B), con los anticuerpos monoclonales.
Concentracion de recubrimiento 3 pg/ml = 0,045 pg/depresion.

Se colocaron con pipeta en las depresiones de la placa de microtitulacion, 100 pl de una serie geométrica de dilucion
gue comenzaba en una dilucion 1:10 de a) suero normal y b) suero de alcohdlico, y se incub6 por 1 hora a +15 a
+25°C. Después de lavar dos veces la placa con solucion de lavado POD (OSEW; compafiia Dade Behring,
Marburg, Alemania) se colocaron en cada depresion 100 pl de conjugado de transferrina anti-humana-POD
(compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) y se incubé por 1 hora a +15 a +25°C. Después de lavar otras dos
veces la placa se colocaron en cada depresiéon 100 pl de solucién Chromogen TMB (compafiia Dade Behring,
Marburg, Alemania) y se incubd por otros 30 minutos a +15 a +25°C. Después de la incubacién se colocaron en
cada depresion 100 ul de solucion de detencion POD (compafiia Dade Behring, Marburg. Alemania) y se evalud la
placa de microtitulacién en el BEP Il (compafiia Dade Behring, Marburg, Alemania) a 450 nm.

En la tabla 4 se listan los resultados.

Tabla 4: Determinacion de la reactividad mediante la evaluacion de las placas de microtitulacion en el BEP Il a 450 nm

Extincién a 450 nm

Anticuerpo contra Anticuerpo Anticuerpo contra Anticuerpo
segun segun
transferrina no glicosilada transferrina no glicosilada
el estado el estado de
dela la técnica
técnica
Antigen | Dilucién | 98- 98- 98- 01- 01- | 00- | Antigen | Diluci6 98- 98- 98 | 01- 01- 00-
o] 23/07 | 22/0 | 84/0 | 102/ | 32/0 | 18 o] n 23/07 | 22/01 | - 102/ | 32/0 | 187/0
104 11 01 62 7/0 04 84 01 62 16
16 /0
11
1:10 0,318 | 0,51 | 2,5 | 0,15 | Neg. | Ne 1:10 0,603 | 0,861 | 2, | 0,22 | Neg. | Neg.
2 0 g. 5 0
1:20 0,212 | 0,31 | 2,5 | Neg. | Neg. | Ne 1:20 0,367 | 0,545 | 2, | 0,14 | Neg. | Neg.
= 1:40 0,146 | 0,19 | 25 | Neg. | Neg. | Ne | 8 1:40 0,259 | 0,391 | 2, | 0,10 | Neg. | Neg.
£ 3 g. |8 5 3
2 8
% 1:80 0,107 | 0,10 2,5 Neg. | Neg. | Ne g 1:80 0,165 | 0,205 | 2, Neg. | Neg. Neg.
£ 4 g. 3 5
2 :
<] 1:160 Neg. | Neg 2,5 Neg. | Neg. | Ne g 1:160 0,128 | 0,155 | 2, | Neg. | Neg. | Neg.
% g. g 5
]
1:320 Neg. | Neg | 1,60 | Neg. | Neg. | Ne 1:320 | 0,110 | 0,118 | 2, | Neg. | Neg. | Neg.
5 g. 5
1:640 Neg. | Neg | 0,93 | Neg. | Neg. | Ne 1:640 Neg. Neg. 2, | Neg. | Neg. | Neg.
6 g. 5

Neg. : Extincién (450 nm) < 0,1 DO
Pos.: Extincion (450 nm) 2 0,1 DO

Los anticuerpos dirigidos contra la transferrina no glicosilada hacen posible una clara diferenciacion entre
transferrina (en el suero normal) y CDT (en el suero de alcohdlico), donde los anticuerpos del estado de la técnica no
muestran reaccion con ninguno de los dos sueros.

Ejemplo 8: Levantamiento del mapa del epitope

Se realiz6 un examen sistematico de barrido de péptidos que se solapan, los cuales se derivaban de la secuencia de
transferrina humana (péptidos de 13 unidades, 11 aminoacidos que se solapaban), con ayuda de la tecnologia de
sintesis SPOT. En: Wenschuh, H. et al. (2000) Coherent membrane supports for parallel microsynthesis and
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screening of bioactive peptides, Biopolymers (Peptide Science), 55:188-206 se describen los métodos. Los péptidos
fueron acoplados por el C terminal a un soporte de celulosa y portan en el extremo N una sefial de reactividad.
Después de la escision de los péptidos de SPOTs punzonados (placas de microtitulaciéon de 96 pozos) ellos fueron
acoplados a chips de vidrio activados. El protocolo de incubacién para estos chips de vidrio transcurrié6 como sigue:

Anticuerpos monoclonales segun el estado de la técnica

« Igualacion en tamp6n de TBS, pH 8.0

« 2 h en tamp6n de bloqueo, pH 8.0

« 2 h de incubacidén de anticuerpos (3 pg/ml) en tampén de bloqueo, pH 8.0

« lavado con TBS (Tween 20 al 0.05%)

« 2 h de incubacién con anti-raton-lgG-POD en tampon de bloqueo, pH 8.0

* 3 lavados de 5 min con TBS (Tween 20 al 0.05%)

« deteccion por medio de quimioluminiscencia (Lumi-lmager), Roche Diagnostics)
Anticuerpo de acuerdo con la invencién 98-84/011

* nivelacion en tampon de TBS, pH 8.0

2 h en tampoén de bloqueo, pH 8.0

2 h de incubacién de anticuerpo (3 ug/ml) en tampén de bloqueo, pH 8.0

« 3 lavados de 5 min con TBS (Tween 20 al 0.05%)

« deteccion por medio de quimioluminiscencia (Lumi-Imager), Roche Diagnostics)

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion fueron marcados directamente con peroxidasa. El método es descrito
en la literatura: Wilson, M. B. y Nakane, P. K. (1978) Recent developments in the periodate method of conjugating
horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies, en: Immunofluorescence and Related Staining Techniques (Eds.:
Knapp, W.; Holubar, K.; Wick, G.) pp. 215-224.

Después de la evaluacion de la investigacion surgen para los anticuerpos segun el estado de la técnica los
siguientes péptidos ligantes:

Anticuerpo del estado de la técnica contra péptido 1
1. VLAENYNKSDNCE
2. AENYNKSDNCEDT
3. NYNKSDNCEDTPE
4. NKSDNCEDTPEAG
Anticuerpo del estado de la técnica contra péptido 2
1. VHKILRQQQHLFG
2.  KILRQQQHLFGSN
3. LRQQQHLFGSNVT

4. QQQHLFGSNVTDC

12
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5. QHLFGSNVTDCSG
Las secuencias reconocidas son idénticas a los péptidos usados para la inmunizacion.
El anticuerpo de acuerdo con la invencion 98-84/011 reacciona con cuatro segmentos de secuencia dominantes:

1. VWVARSMGGKEDLI

2. ARSMGGKEDLIWE

3. SMGGKEDLIWELL
4. TTEDSIAKIMNGE

5. SIAKIMNGEADAM

6. AKIMNGEADAMSL

7. TMNGEADAMSLDG
8. NGEADAMSLDGGF

9. SKLSMGSGLNLSE
10. LSMGSGLNLSE PN

11. YEKYLGEEYVKAV

Los ambitos 1. — 3. se encuentra en el dominio terminal en N de la transferrina, mientras que los ambitos 4. - 8., 9. -
10. y 11. estan en el dominio terminal en C y representan un epitope discontinuo.

LISTADO DE SECUENCIA

<110> Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH

<120> Anticuerpo especifico de transferrina deficiente en carbohidratos (CDT), su produccion y uso
<130> 2002P59001EP 01

<150> 0301134.4 <151> 2003-05-19

<160> 4

<170> Version de patente 3.3

<210>1

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
\{a'l val Ala Arg Eer Met Gly Gly Lys g(])u Asp Leu Ile Trp %u Leu
Leu

<210> 2

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
13
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Thr Thr Glu Asp Ser Ile Ala Lys Ile Met Asn Gly Glu Ala Asp Ala
1 5 10 15

Met Ser Leu Asp Gly Gly Phe
20

<210>3

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

Sser Lys Leu Ser Met Gly Ser Gly Leu Asn Leu Ser Glu Pro Asn
1 5 10

<210>4

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4

Tyr Glu Lys Tyr |5_eu Gly Glu Glu Tyr Vgl Lys Ala val
1 1
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REIVINDICACIONES
1. Anticuerpo monoclonal, producido mediante inmunizacién de un animal de ensayo adecuado no humano, con

transferrina deficiente en carbohidratos o transferrina no glicosilada (CDT) y el establecimiento de células de
hibridoma, las cuales se unen de manera selectiva en solucién acuosa a CDT, sin que éstas necesiten estar ligadas
a una fase so6lida y cuya unién ocurre en el &mbito de los siguientes segmentos de secuencia (1) a (4) de la CDT:

(1) VWVARSMGGKEDLIWELL y

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF y
(3) SKLSMGSGLNLSEPN y

(4) YEKYLGEEYVKAV.

2. Anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 1, caracterizado porque él es producido del cultivo celular con el
namero de depoésito DSM ACC2540.

3. Fragmento que se liga al antigeno de un anticuerpo segin una de las reivindicaciones precedentes 1 o 2, el cual
exhibe la misma especificidad de antigeno que el anticuerpo definido en una de estas reivindicaciones.

4. Método para la produccién del anticuerpo segin la reivindicacion 1, mediante inmunizacién de un animal de
ensayo no humano adecuado, con transferrina no glicosilada o CDT, fusion de las células del bazo de este animal
de ensayo con células de mieloma, donde surgen células hibridas que producen anticuerpos, clonacién de las
células hibridas y seleccién de un clon tal de células hibridas, el cual produce anticuerpo, el cual se une de manera
selectiva en solucién acuosa a CDT y cuya unién ocurre en el ambito de los siguientes fragmentos de secuencia (1)
a (4) de la CDT:

(1) VWVARSMGGKEDLIWELL y

(2) TTEDSIAKIMNGEADAMSLDGGF y
(3) SKLSMGSGLNLSEPN y

(4) YEKYLGEEYVKAV.

5. Inmunoensayo para la deteccion de CDT en una muestra, caracterizado porque se pone en contacto con la
muestra un anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1 0 2 o el fragmento que se une a un antigeno segun la
reivindicacion 3 y se determina de manera cualitativa o cuantitativa la formaciéon de un inmunocomplejo que
involucra la CDT.

6. Kit de prueba para la ejecucién de un inmunoensayo segun la reivindicacion 5 que contiene un anticuerpo segun
una de las reivindicaciones 1 o 2 o el fragmento que se une a un antigeno segun la reivindicacion 3.
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