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DESCRIPCION

Anticuerpo anticomplejo heparina/FP4 modificado y patrén de anticuerpo TIH

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de un patréon de anticuerpo TIH, caracterizado
por el ligamiento de una IgG humana o un fragmento Fc de la misma, mediante un agente reticulante, para modificar
proteinas, a un anticuerpo monoclonal obtenido mediante inmunizacién de un animal no humano con un complejo
heparina/FP4, en el que el anticuerpo monoclonal reacciona con el complejo heparina/FP4, y reacciona con FP4
solo, y en el que el patréon de anticuerpo TIH reacciona con el complejo heparina/FP4, pero no reacciona con FP4.
Mediante dicho procedimiento, puede suministrarse de forma constante un patrén de anticuerpo TIH
(trombocitopenia inducida por heparina), el cual se usa para medir un anticuerpo TIH en el ensayo de TIH. Por tanto,
la presente invencion se refiere ademas con un procedimiento de medicién cuantitativa de un anticuerpo TIH en el
que se prepara un patrén de anticuerpo TIH de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, el cual se
usa después como el patrén de anticuerpo TIH en dicho procedimiento.

Técnica anterior

La heparina, que es un anticoagulante, se usa para evitar la coagulacion de la sangre durante el tratamiento de la
tromboembolia o de la coagulacién intravascular diseminada (CID), la didlisis, o la circulacion extracorporea.

Sin embargo, se sabe que la administracion de heparina a veces causa TIH (trombocitopenia inducida por heparina),
y se considera que el factor responsable es la generacion de un autoanticuerpo (anticuerpo TIH) contra el factor
plaquetario 4 (FP4), al cual se une la heparina. El diagndstico de la TIH se lleva a cabo mediante la medicion de la
produccién del anticuerpo TIH. Mas particularmente, el anticuerpo TIH reacciona fuertemente con heparina/FP4,
pero apenas reacciona con FP4 y, por tanto, se conoce un procedimiento de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, enzimoinmunoensayo) en el cual se hace reaccionar una muestra de plasma humano con un complejo
heparina/FP4 inmovilizado sobre una placa, seguido de un anticuerpo antinmunoglobulina humana marcado
enzimaticamente, y se lleva a cabo una reaccién enzimatica para determinar la presencia o ausencia del anticuerpo
TIH (referencias que no son patentes 1 a 3).

Sin embargo, el anticuerpo TIH contenido en las muestras se mide de una forma meramente cualitativa o
semicuantitativa mediante la absorbancia (valor de DO) en estas referencias.

Lista de referencias

Bibliografia que no de patentes

[Bibliografia no de patente 1] Thrombosis and Haemostasis, Alemania, 1992, Vol. 68, n° 1, pags. 95-96
[Bibliografia no de patente 2] Thrombosis and Haemostasis, Alemania, 1994, Vol. 71, n° 2, pags. 247-251
[Bibliografia no de patente 3] Thrombosis and Haemostasis, Alemania, 1995, Vol. 73, n° 1, pags. 21-28

Sumario de la invenciéon

Problema técnico

El presente inventor consider6 que era importante para la mejoria de la eficacia del tratamiento de la TIH medir
cuantitativamente el anticuerpo TIH contenido en una muestra. El presente inventor considerd, ademas, que era
importante medir cuantitativamente la cantidad de complejo heparina/FP4, un factor de inicio de la TIH, sin la
influencia de la presencia de FP4.

Mas particularmente, la medicién cuantitativa del anticuerpo TIH contenido en una muestra necesita una sustancia
patron que tenga reactividades similares a las del anticuerpo TIH. Sin embargo, como el anticuerpo TIH es un
autoanticuerpo producido en un ser humano, se utilizé simplemente bien (1) un anticuerpo TIH extraido de sujetos
humanos (pacientes con TIH), o bien (2) un anticuerpo anticomplejo heparina/FP4 obtenido mediante la
inmunizacién de un animal con el complejo heparina/FP4 (utilizando la reactividad cruzada frente a inmunoglobulinas
humanas) como la sustancia patron para reactivo de medicion. Con respecto a (1), como se usa material humano
(pacientes con TIH), se plantean varios problemas tales como restricciones éticas, limites cuantitativos, y garantias
de calidad vy, por tanto, el uso practico es imposible. Con respecto a (2), los anticuerpos obtenidos mediante
inmunizacion de un animal con el antigeno solian reaccionar tanto con el complejo heparina/FP4 como con FP4, o
sea, que estos anticuerpos no eran patrones especificos para el complejo heparina/FP4. A este respecto, hay una
referencia (G. M. Arepally y cols., Blood, 95(5), 1533-1540, 2000; documento US-6964854-B1) en la que se publica
que se obtuvo un anticuerpo monoclonal de raton que se unia débilmente a FP4 y se unia fuertemente al complejo
heparina/FP4, pero habia una pequefia posibilidad de obtener este anticuerpo monoclonal y, por tanto, no todos los
proveedores podian obtenerlo. Ademas, en el caso de (2), se considere que a veces no hay correlaciéon con las
muestras, porque la medicion se lleva a cabo usando reactividad cruzada con las inmunoglobulinas humanas.
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El presente inventor ha llevado a cabo estudios exhaustivos para solucionar los problemas mencionados
anteriormente, y ha encontrado que puede prepararse faciimente un anticuerpo modificado que no reacciona con
FP4, pero reacciona con el complejo heparina/FP4, mediante el uso de un anticuerpo obtenido mediante
inmunizacién de un animal con el complejo heparina/FP4, cuya disponibilidad es relativamente facil, y que el
anticuerpo modificado puede usarse como un patrén de anticuerpo TIH especifico para el complejo heparina/FP4.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un anticuerpo modificado que no reacciona con FP4, pero
reacciona con el complejo heparina/FP4 y que puede usarse como un patréon de anticuerpo TIH especifico para el
complejo heparina/FP4.

Solucién al problema

El inventor inmunizé a un raton con el complejo heparina/FP4, y us6 células de hibridoma preparadas a partir de
células de bazo del ratén y de células de mieloma para obtener anticuerpos monoclonales de ratén segun un
procedimiento convencional. Estos anticuerpos monoclonales reaccionaban con el complejo heparina/FP4, pero
también reaccionaban con FP4 solo con una reactividad de alrededor del 80 %. A continuacion, se ligoé IgG humana
o su fraccion Fc (fraccion IgG-Fc) a cada uno de los anticuerpos monoclonales de ratén usando un agente
reticulante, y se estudio la reactividad del mismo contra FP4 o el complejo heparina/FP4. Como resultado, se
encontré inesperadamente que la reactividad contra FP4 solo descendié notablemente, mientras que la reactividad
contra el complejo heparina/FP4 se mantuvo. A partir de estos hallazgos, el inventor encontré que puede usarse un
anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado a IgG humana o un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
heparina/FP4 ligado a la fraccion IgG-Fc humana como patron de anticuerpo TIH, el cual tiene reactividades
similares frente al anticuerpo humano antiheparina/FP4 (anticuerpo TIH) y el cual puede usarse en la medicion
cuantitativa del anticuerpo TIH, y completo la presente invencién. La presente invencion proporciona los siguientes

My @).

(1) Un procedimiento de preparacion de un patrén de anticuerpo TIH, caracterizado por el ligamiento de una
IgG humana o un fragmento Fc de la misma, mediante un agente reticulante para modificar proteinas, a un
anticuerpo monoclonal obtenido mediante inmunizacion de un animal no humano con un complejo heparina/FP4,
en el que el anticuerpo monoclonal reacciona con el complejo heparina/FP4, y reacciona con FP4 solo, y en el
que el patron de anticuerpo TIH reacciona con el complejo heparina/FP4, pero no reacciona con FP4.

(2) Un procedimiento de medicion cuantitativa de un anticuerpo TIH contenido en una muestra, caracterizado
por la preparacion de un patron de anticuerpo TIH de acuerdo con el procedimiento de (1) y el uso de dicho
patrén de anticuerpo TIH en dicho procedimiento.

La expresion "anticuerpo TIH" tal como se usa en el presente documento significa un autoanticuerpo que se produce
en un ser humano, y que reacciona fuertemente con el complejo heparina/FP4, pero apenas reacciona con FP4 solo.

La expresion "anticuerpo anticomplejo heparina/FP4" se usa para querer decir un anticuerpo que reacciona con el
complejo heparina/FP4, independientemente de su origen o de la reactividad frente a FP4 solo, a menos que se
especifique de otra forma. Mas particularmente, los "anticuerpos anticomplejo heparina/FP4" incluyen, por ejemplo,
un anticuerpo que reacciona con FP4 solo, un anticuerpo que no reacciona con FP4 solo, un autoanticuerpo
producido en un ser humano (por ejemplo, el anticuerpo TIH), y un anticuerpo obtenido mediante la inmunizacion de
un animal no humano, siempre y cuando reaccionen fuertemente con el complejo heparina/FP4,

Efectos ventajosos de la invenciéon

El procedimiento de acuerdo con la presente invencién permite proporcionar un anticuerpo modificado que no
reacciona con FP4, pero reacciona con el complejo heparina/FP4, y el cual puede usarse como un patron de
anticuerpo TIH que esta disponible facilmente y, muestra una buena repetibilidad de forma sistematica. Ademas, se
proporciona un procedimiento de medicion cuantitativa de un anticuerpo TIH mediante la preparacién de un patrén
de anticuerpo TIH de acuerdo con el procedimiento de la presente invencién y el uso de dicho patrén de anticuerpo
TIH en dicho procedimiento.

Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 es un cromatograma que muestra el patrén de fraccionamiento de un anticuerpo monoclonal de raton
antiheparina/FP4 ligado a IgG humana mediante HPLC por filtracién en gel.

La fig. 2 es un cromatograma que muestra el patrén de fraccionamiento de un anticuerpo monoclonal de raton
antiheparina/FP4 ligado a la fraccion IgG-Fc humana mediante HPLC por filtracion en gel.

La fig. 3 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado
a IgG humana (5A1) contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 4 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/Fp4 ligado
a la fraccion IgG-Fc humana (5A1) contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 5 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de raton antiheparina/FP4 ligado
a la fraccion IgG-Fc humana (2D6B) contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 6 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado
a la fraccion IgG-Fc humana (10E6) contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.
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La fig. 7 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 (5A1)
contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 8 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de ratéon antiheparina/FP4
(2D6B) contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 9 es una grafica que muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal de raton antiheparina/FP4 (10E6)
contra una placa de complejo heparina/Fp4 o una placa de FP4.

La fig. 10 es una grafica que muestra una curva patrén construida usando el patron de anticuerpo TIH descrito en
el presente documento.

Descripcion de realizaciones

(1) Preparacion del complejo heparina/FP4

El factor plaquetario 4 (FP4) es una proteina que tiene un peso molecular de 31.000, la cual es un tetramero
compuesto de cuatro subunidades, que tienen cada una un peso molecular de 7.800. La heparina y el FP4 forman
complejos a diversas proporciones in vivo, pero se considera que la proporcion optima es un complejo compuesto
por dos moléculas de FP4 y una molécula de heparina, porque la carga eléctrica se neutraliza. EI complejo
heparina/FP4 usado en la preparacion del anticuerpo modificado de la presente invencién puede prepararse
mediante la mezcla de heparina con FP4 purificado a partir de plaguetas humanas, o segun procedimientos
conocidos tales como un procedimiento conocido de preparacién de proteina recombinante o un procedimiento de
expresion de proteina de fusion, como se describe en el ejemplo 1 de mas adelante. A este respecto, el tipo de
heparina o una modificacion parcial en la secuencia de aminoacido de FP4 no esta limitado, siempre y cuando dicha
proteina recombinante o de fusion tenga propiedades similares a las de los complejos heparina/FP4 presentes in
vivo. Las propiedades similares a las de los complejos heparina/FP4 presentes in vivo significan, por ejemplo, que un
anticuerpo TIH producido en un paciente con TIH muestra una reactividad contra el complejo heparina/FP4
preparado similar a la reactividad mostrada contra los complejos heparina/FP4 presentes in vivo.

El FP4 puede prepararse mediante el uso de un procedimiento conocido de preparacion de proteina recombinante, y
puede seleccionarse apropiadamente un anfitrion de entre, por ejemplo, E. coli, levaduras, células de insecto, un
gusano de seda, y células animales.

La heparina usada puede seleccionarse apropiadamente de entre, por ejemplo, heparina sin fraccionar, una fraccion
de heparina de alto peso molecular, y una fraccion de heparina de bajo peso molecular,

(2) Preparacion de anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4

Un anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 que puede usarse en la presente invencion puede obtenerse
mediante, por ejemplo, un procedimiento de produccién de un anticuerpo monoclonal usando un hibridoma
preparado mediante un procedimiento conocido de fusion celular. Puede seleccionarse una célula productora de
anticuerpo de entre animales distintos de un ser humano, por ejemplo, un ratén, una rata, o un cobaya. Mas
particularmente, se usa un complejo heparina/FP4 como un antigeno, y se lleva a cabo un cribado usando este
complejo heparina/FP4 para preparar un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal que puede usarse en la
presente invencién. El anticuerpo monoclonal de interés puede prepararse a partir del hibridoma obtenido. Los
hibridomas y los anticuerpos monoclonales pueden prepararse segun procedimientos convencionales, como se
describe en, por ejemplo, Zoku Seikagku Jikken Koza, editado por la Sociedad Japonesa de Bioquimica, o Meneki
Seikagaku Kenkyu Ho, editado por la Sociedad Japonesa de Bioquimica.

El anticuerpo monoclonal deseado puede preparase mediante el cultivo de células de hibridoma (por ejemplo,
hibridoma de ratén) que producen el anticuerpo monoclonal, por ejemplo, en un medio apropiado o en la cavidad
abdominal de un mamifero tal como un ratéon. Los hibridomas pueden prepararse generalmente mediante, por
ejemplo, fusién celular de células de bazo de un mamifero tal como un ratén o un ave inmunizados con un complejo
heparina/FP4, con células de mieloma de un mamifero a tal como un ratdn, segun el procedimiento descrito en
Nature, Vol. 256, pag. 495 (1975) Mas particularmente, la preparacion puede llevarse a cabo segun los
procedimientos descritos en los ejemplos de mas adelante.

El medio que puede usarse en el cultivo del hibridoma no esta limitado, siempre y cuando sea adecuado para el
cultivo de hibridomas. Preferentemente, puede usarse un medio minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco
(al que de aqui en adelante se hara referencia como DME) complementado con suero bovino fetal, L-glutamina, L-
piruvato, y antibiéticos (penicilina G y estreptomicina). En el caso de que el cultivo se lleve a cabo en un medio, el
hibridoma se cultiva, por ejemplo, a 37°C en CO- al 5 % durante alrededor de 3 dias. En el caso de que el cultivo se
lleve a cabo en la cavidad abdominal de un raton, el hibridoma se cultiva, por ejemplo, durante alrededor de 14 dias.

El anticuerpo monoclonal de interés puede separarse y purificarse del caldo de cultivo o la ascitis de mamifero
anteriormente preparados mediante, por ejemplo, un procedimiento de uso comun para el aislamiento y purificacion
de proteinas. Ejemplos del procedimiento incluyen precipitacion salina con sulfato amoénico, cromatografia de
intercambio i6nico usando celulosa de intercambio i6nico, cromatografia en columna por tamiz molecular usando un
gel de tamiz molecular, cromatografia de afinidad en columna usando polisacaridos de union a proteina A, dialisis, y
liofilizacion.
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El "anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4" que puede usarse en la presente invencion incluye un
fragmento de anticuerpo. El fragmento de anticuerpo es un fragmento que procede del anticuerpo monoclonal
deseado, y que tiene la misma reactividad que el anticuerpo monoclonal original. Ejemplos del fragmento de
anticuerpo de la presente invencion incluyen Fab, Fab’, F(ab’),, y Fv. Estos fragmentos de anticuerpo pueden
obtenerse, por ejemplo, mediante la digestién del anticuerpo monoclonal original con una proteasa segun un
procedimiento convencional, y la realizacion de un procedimiento convencional para la separacion y purificacion de
proteinas.

(3) Preparacion de anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a IgG humana y de anticuerpo
monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a un fragmento procedente de IgG humana

La IgG humana usada en la presente invencion puede adquirirse de AbD Serotec o similar. Un fragmento de
anticuerpo procedente de IgG humana puede adquirirse de BETHYL o similar, o puede prepararse de una forma
similar a la descrita con respecto al fragmento de anticuerpo en la seccion anterior (2). La IgG humana puede
purificarse a partir de un suero humano mediante un procedimiento conocido.

El fragmento de anticuerpo procedente de IgG humana usado en la presente invenciéon puede seleccionarse,
independientemente de si tiene o no la misma reactividad que la IgG humana original. El fragmento de anticuerpo
puede ser, por ejemplo, Fab, Fab’, F(ab’)z, Fc, o Fv.

El componente de IgG humana que puede usarse en la presente invencion y que se liga al anticuerpo monoclonal
anticomplejo heparina/FP4 puede seleccionarse apropiadamente de entre el total de IgG humanas y fragmentos de
anticuerpo (Fab, Fab’, F(ab’);, Fc, Fv, o similar) procedentes de IgG humana, preferentemente el total de IgG
humanas, una fraccién Fc procedente de IgG humana, o una fraccién Fab procedente de IgG humana. A veces en el
presente documento se hace referencia a la fraccion Fc procedente de IgG humana como la fraccion IgG-Fc
humana.

El ligamiento de la IgG humana o de un fragmento de anticuerpo procedente de IgG humana a un anticuerpo
monoclonal anticomplejo heparina/FP4 puede llevarse a cabo mediante la seleccion apropiada de un procedimiento
de union y de las condiciones de union segun un procedimiento convencional, siempre y cuando sea un
procedimiento para ligar una proteina a otra. En particular, se usa un agente reticulante para modificar proteinas.
Ejemplos del agente reticulante incluyen glutarato de disuccinimidilo, que tiene grupos succinimida en ambos
extremos, o sus analogos; bismaleimida trietilenglicol, que tiene grupos maleimida en ambos extremos, sus
analogos; éster de maleimidacaproil oxisuccinimida, que tiene ambos grupos en sus extremos, o sus analogos; o
glutaraldehido.

(4) Evaluacion del anticuerpo modificado o patron de anticuerpo TIH

Con respecto a los anticuerpos modificados anteriormente preparados (por ejemplo, anticuerpo monoclonal
anticomplejo heparina/FP4 ligado a IgG humana o anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a un
fragmento procedente de IgG humana), puede llevarse a cabo una confirmacion de que reacciona con el complejo
heparina/FP4, pero no reacciona con FP4, o una evaluacion de si puede usarse o no como patrén de anticuerpo TIH,
mediante la medicién de su reactividad contra el complejo heparina/FP4 y de su reactividad contra FP4, y el estudio
de si muestra o no las mismas reactividades que el anticuerpo TIH presente in vivo. Por ejemplo, segun los
procedimientos descritos en los ejemplos 5 y 6, se preparan una placa de complejo heparina/FP4 y una placa de
FP4, y se determina la reactividad del anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a IgG humana o del
anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a un fragmento procedente de IgG humana frente a cada
una de estas placas. Cuando el anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 original, que muestra las mismas
reactividades contra ambas placas, se liga a IgG humana o a un fragmento procedente de IgG humana, se estudia si
se mantiene o no su reactividad contra la placa de complejo heparina/FP4, pero su reactividad contra la placa FP4
desciende de forma notable, es decir, muestra una baja reactividad, similar a la del anticuerpo TIH presente in vivo.

Ademas, el anticuerpo monoclonal anticomplejo heparina/FP4 ligado a IgG humana o el anticuerpo monoclonal
anticomplejo heparina/FP4 ligado a un fragmento procedente de IgG humana se diluyen para preparar muestras que
tengan diferentes concentraciones, y se estudia si puede construirse o no una curva patrén. Dicha curva patrén
puede prepararse usando un procedimiento conocido, por ejemplo, segun una aproximacion terciaria de Microsoft
Excel, una aproximacion segmentaria o similar.

Pueden usarse como un patron de anticuerpo TIH anticuerpos modificados apropiados seleccionados usando los
estudios anteriores.

(5) Procedimiento de medicién cuantitativa de anticuerpo TIH en la muestra usando patrén de anticuerpo TIH

Como un procedimiento de medicién cuantitativa de un anticuerpo TIH contenido en una muestra, puede usarse un
procedimiento inmunolégico de medicion conocido. Ejemplos del procedimiento inmunolégico de medicién incluyen
un procedimiento de ELISA, un procedimiento de RIA, inmunoaglutinacion, e inmunocromatografia.
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El procedimiento de ELISA puede llevarse a cabo de la forma siguiente. EI complejo heparina/FP4 se inmoviliza
sobre un vehiculo insoluble. EI complejo heparina/FP4 inmovilizado se pone en contacto con una muestra para
analizar, o un conjunto de diluciones que tienen diferentes concentraciones, preparadas a partir del patron de
anticuerpo TIH, seguido de un anticuerpo para la deteccion, preparado mediante conjugacién de un anticuerpo
antiinmunoglobulina humana o de su fragmento de anticuerpo con un marcador. Puede detectarse una sefial del
marcador del anticuerpo para la deteccion, el cual se une al complejo heparina/FP4 inmovilizado mediante un
anticuerpo TIH contenido en la muestra. A continuacion, se construye una curva patron basada en los valores
medidos para las diluciones que tienen diferentes concentraciones, preparadas a partir del patréon de anticuerpo TIH.
La curva patrén y el valor medido de la muestra se usan para calcular la concentracion del anticuerpo TIH contenido
en la muestra

El procedimiento de inmunoaglutinacion puede llevarse a cabo de la forma siguiente. El complejo heparina/FP4 y un
anticuerpo antiinmunoglobulina humana o su fragmento de anticuerpo se inmovilizan por separado sobre un vehiculo
insoluble. El complejo heparina/FP4 inmovilizado o el anticuerpo antiinmunoglobulina humana inmovilizado o su
fragmento de anticuerpo se pone en contacto con una muestra para analizar, o un conjunto de diluciones que tienen
diferentes concentraciones, preparadas a partir del patrén de anticuerpo TIH de la presente invencion. Se lleva a
cabo la aglutinacién con el anticuerpo TIH contenido en la muestra, y puede detectarse el grado de aglutinaciéon. A
continuacion, se construye una curva patron basada en los valores medidos para las diluciones que tienen diferentes
concentraciones, preparadas a partir del patron de anticuerpo TIH de la presente invencion. La curva patron y el
valor medido de la muestra se usan para calcular la concentraciéon del anticuerpo TIH contenido en la muestra.

La curva patrén basada en el patron de anticuerpo TIH puede construirse de forma simultanea con la medicién de la
muestra, o de forma separada, a partir de la medicién y puede consultarse.

Como se ha descrito anteriormente, el patron de anticuerpo TIH puede usarse para llevar a cabo el procedimiento de
la presente invencién para la mediciéon cuantitativa de un anticuerpo TIH en una muestra. Las muestras que pueden
analizarse mediante el procedimiento de la presente invencién para medir de forma cuantitativa un anticuerpo TIH no
estan particularmente limitadas, siempre y cuando, sean el patron de antigeno TIH preparado segun el
procedimiento de la presente invencion, cuya concentracion se conoce, o una muestra sospechosa de contener un
anticuerpo TIH. Ejemplos de la muestra incluyen muestras bioldgicas tales como sangre, plasma, suero, y orina,
preferentemente plasma o suero.

El vehiculo insoluble que puede usarse en el procedimiento de analisis inmunolégico de la presente invencion
utilizando un procedimiento de ELISA no esta particularmente limitado. Ejemplos del vehiculo insoluble incluyen
polimeros (por ejemplo, polietileno, poliestireno, polipropileno, cloruro de polivinilo, poliéster, poliacrilonitrilo,
fluororresinas, dextrano reticulado, y polisacaridos), nitrocelulosa, papeles, y agarosa, y combinaciones de los
mismos.

Como sustancia de marcaje, puede usarse una enzima, una sustancia fluorescente, o una sustancia luminiscente.
Ejemplos de la enzima incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa, y B-D-galactosidasa. Ejemplos de la sustancia
fluorescente incluyen isotiocianato de fluoresceina. Ejemplos de la sustancia luminiscente incluyen ésteres de
acridinio y luciferina.

El vehiculo insoluble que puede usarse en el procedimiento de analisis inmunolégico de la presente invencion
utilizando una reaccion de aglutinacion puede ser cualquier vehiculo insoluble que se usa generalmente en un
procedimiento de analisis inmunoldgico utilizando la reaccion de aglutinacion de la reaccion antigeno-anticuerpo, tal
como particulas de latex (en particular, particula de latex poliestireno). Puede inmovilizarse un anticuerpo
monoclonal sobre el vehiculo insoluble mediante un procedimiento conocido, tal como un procedimiento de
aglomeracion quimica (usando glutaraldehido de carbodiimida, o similar como agente reticulante) o adsorcion fisica.
Puede formarse un complejo de un anticuerpo monoclonal y el vehiculo insoluble (complejo anticuerpo/vehiculo)
como se describe anteriormente, y puede usarse en el procedimiento de analisis inmunolégico de la presente
invencion.

Como el anticuerpo TIH es un factor de inicio de la TIH (trombocitopenia inducida por heparina), la cantidad de
anticuerpo TIH contenida en una muestra puede medirse usando el procedimiento de la presente invencién para
medir de forma cuantitativa un anticuerpo TIH, y puede detectarse la presencia o ausencia de TIH y/o el grado de
TIH.

Para llevar a cabo de forma conveniente la presente invencion, puede usarse preferentemente un kit de reactivos
que contenga el patron de anticuerpo TIH y el complejo heparina/FP4. El patrén de anticuerpo TIH pueden ajustarse
previamente a una concentracion éptima, o pueden prepararse apropiadamente cuando se usen. Puede afadirse al
kit un vehiculo insoluble sobre el que se va a inmovilizar el complejo heparina/FP4, o un vehiculo insoluble sobre el
que se ha inmovilizado previamente el complejo heparina/FP4. Pueden afiadirse al kit un anticuerpo marcado
antiinmunoglobulina humana para la deteccién, o un fragmento de anticuerpo antinmunoglobulina humana marcado.
Las preparaciones y el uso del kit pueden llevarse a cabo segun un manual adjuntado al kit.
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Ejemplos
La presente invencion se ilustrara ahora mas mediante, pero en modo alguno limitada a, los ejemplos siguientes.
«Ejemplo 1»

Preparacion del complejo heparina/FP4

El factor plaquetario 4 recombinante se prepar6 segun el siguiente procedimiento.

Se sintetizé quimicamente un gen que codifica la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 32-101 del factor
plaquetario 4 humano [n° de acceso P02776 del NCBI (National Center for Biotechnology Information, Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica)] mediante un procedimiento de PCR. Para llevar a cabo una expresion
directa en un sistema de expresion de E. coli, se construy6 un vector de expresion GST-FP4 para expresar FP4 que
tenia GST (glutation S-transferasa) y una secuencia de corte PSP (PreScission Protease) en el N-terminal. Se
transformé una E. coli BL21 (DE3) anfitriona con este vector de expresion, y se estudiaron las condiciones del
cultivo.

El rendimiento de GST-FP4 purificado mediante una cromatografia de afinidad con una glutation sefarosa 4B fue
aproximadamente de 20 mg por | de cultivo (correspondiente aproximadamente a 5 mg de FP4; medido mediante
SDS-PAGE). El producto purificado se escindié con PSP durante toda la noche, y la eficiencia de escision de GST-
FP4 fue aproximadamente del 100 %. Para mejorar la pureza de la purificacion, la muestra escindida se purificd
utilizando RESOURCE S (eluido con NaCl), y se purific6 mas usando HiTrap Heparin HP (eluida con NaCl). Como
resultado, se obtuvieron 1,1 ml de FP4 de 6,4 mg/ml (calculados a partir de una absorbancia a 280 nm (Abs280)) de
E. coli correspondiente a 3 | de cultivo.

El FP4 se desnaturalizd y se redujo en presencia de 6 mol/l de clorhidrato de guanidina y 50 mmol/l de DTT
(ditiotreitol), y se sustituyd con una solucidon desnaturalizante compuesta por 8 mol/l de urea y 5 mmol/l de DTT. Este
FP4 desnaturalizado se concentré a 10 mg/ml, y se diluyd 100 veces con un tampén renaturalizante que contenia 1
mmol/l de glutation oxidado y 10 mmol/l de glutation reducido a temperatura ambiente para llevar a cabo la
renaturalizacion. Esta solucion renaturalizante se aplicé a una columna de heparina, y el FP4 se eluyé usando un
gradiente lineal de concentracion de 0,3 a 2 mol/l de NaCl en un tampén fosfato sédico 10 mmol/l (pH 7.5), y se
fracciond una fraccién de heparina de alta afinidad eluida a 1,6 mol/l de NaCl. Esta fracciéon se uso como FP4
recombinante en los experimentos posteriores.

Segun el procedimiento desvelado en Heparin-induced Thrombocytopenia (Marcel Dekker, Inc. New York,
T.E.Warkentin y cols.), se mezclaron 470 ug/ml de FP4 recombinante preparado como se ha descrito anteriormente
con 14 unidades/ml de heparina, sal sodica (de mucosa intestinal porcina, CALBIOCHEM) en un tampén a pH 7,5 a
temperatura ambiente durante 2 horas para preparar un complejo heparina/FP4.

«Ejemplo 2»

Preparacion de un anticuerpo antiheparina/FP4 de ratén

Se inmuniz6 una hembra de ratén BALB/C de 7 semanas de edad con el complejo heparina/Fp4 preparado en el
ejemplo 1 para preparar anticuerpos antiheparina/FP4 de ratdon. Mas particularmente, el complejo heparina/Fp4 se
diluyé cuatro veces, y se mezcld con una cantidad equivalente de un adyuvante completo de Freund. Se inmunizé a
la ratona por via subcutanea e intraperitoneal con 500 ul de la mezcla. Esta inmunizacion se llevé a cabo de la
misma manera tres veces cada 2 semanas, y se prepararon hibridomas a partir de células del bazo segun un
procedimiento convencional. Los hibridomas resultantes se cribaron mediante el procedimiento de ELISA descrito en
el ejemplo 5 para seleccionar 5 clones (10E6, 6G5-6H4, 5A1, 1G2B, y 2D6B) los cuales reaccionaron con el
complejo heparina/FP4. La tipificacion de cada anticuerpo monoclonal se determind segin un procedimiento
convencional para confirmar que todos los anticuerpos monoclonales eran IgGk. Cada hibridoma se administré a la
cavidad abdominal de un raton. Después de 2 semanas, se recogieron las ascitis y se aplicaron a una columna de
proteina G para purificar IgG, y se obtuvieron los anticuerpos monoclonales antiheparina/FP4 de ratén.

La reactividad de estos 5 clones frente a FP4 solo se estudié mediante el procedimiento de ELISA descrito en el
ejemplo 5, para confirmar que todos los anticuerpos monoclonales reaccionaban fuertemente con FP4.

«Ejemplo 3»

Preparacién de patron de anticuerpo TIH (ligamiento de IgG humana al anticuerpo antiheparina/FP4 de ratén)

A 0,5 mg de IgG humana purificada (1 ml de tampon fosfato de 50 mmol/l, pH 7,0 que contenia 0,25 mol/l de NaCl),
que estaba disponible en el mercado, se afadieron 21,3 ug de LC-SPDP (hexanoato de succinimidil 6-(3-[2-
piridilditio]-propionamido) hexanoato, Pierce, 10 pl de dioxano) y se reaccionaron a temperatura ambiente durante 1
hora con agitacion. A continuacion, se afiadieron 0,28 ml de ditiotreitol de 140 mmol/l (en agua destilada) y se dejo
reposar a temperatura ambiente para llevar a cabo la reduccion. La mezcla de reaccioén se aplicé a una columna de
Sefadex G-25 (1,5 cm x 12 cm) equilibrada con un tampodn fosfato de 50 mmol/l, pH 7,0 que contenia 1 mmol/l de
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EDTA, y el pico de la proteina que se eluyo en primer lugar se recogié controlando la absorbancia a 280 nm.

A 0,5 mg del anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 preparado como anteriormente (clon 5A1, 1 ml de
tampon fosfato de 50 mmol/l, pH 7,0 que contenia 0,25 mol/l de NaCl), se afiadieron 52 ug de SMCC (succinimidil-4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato, Pierce, 30 ml de dimetilformamida) y reaccionaron a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacion. La mezcla de reaccion se aplicé a una columna de Sefadex G-25 (1,5 cm x
12 cm) equilibrada con un tampoén fosfato de 50 mmol/l, pH 7,0 que contenia 1 mmol/l de EDTA, y el pico de la
proteina que se eluyd en primer lugar se recogié controlando la absorbancia a 280 nm.

La IgG humana en la que se habian introducido los grupos SH como anteriormente, se mezclé con una cantidad
equivalente del anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 en el que se introdujeron grupos maleimida, y esta
mezcla se dejo reposar toda la noche a 4 °C. Como bloqueante para el exceso de grupos maleimida, se afiadieron
10 pl de 2-mercaptoetilamina de 3 mg/ml (en agua destilada) y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2
horas para llevar a cabo una reaccion. El producto de reaccién se fraccioné mediante una columna de Sefacril S-200
(2,5 x 40 cm) equilibrada con una solucién salina fisiologica, y se recogio el pico de un anticuerpo monoclonal de
raton antiheparina/FP4 ligado a IgG humana, que se eluy6 antes de la IgG humana.

El patron de fraccionamiento del HPLC por filtracion en gel del anticuerpo monoclonal de raton antiheparina/FP4
ligado a IgG humana se muestra en la figura 1. El pico a un tiempo de eluciéon de alrededor de 30 a 40 minutos se
recogié como el anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado a IgG humana. Se considera que se
unieron una o mas IgG humanas al anticuerpo monoclonal de raton antiheparina/FP4.

El pico a un tiempo de elucién de alrededor de 50 minutos fue un exceso no relacionado de IgG humana, y el pico a
un tiempo de elucién de alrededor de 80 minutos fueron compuestos de bajo peso molecular tales como un exceso
no relacionado de agente reticulante (bloqueante).

«Ejemplo 4»

Preparacion de patron de anticuerpo TIH (ligamiento de la fraccién IgG-Fc humana al anticuerpo antiheparina/FP4

de ratén)

Se ligé un mg de una fraccién IgG-Fc humana (fabricada por BETHYL, n° de catalogo P80-204, adquirido de Cosmo
Bio) a 0,5 mg de cada anticuerpo antiheparina/FP4 de ratén (5A1, 2D6B, y 10E6) mediante la repeticion de los
procedimientos descritos en el ejemplo 3, excepto porque se us6 la fraccion IgG-Fc humana en lugar de la I1gG
humana, y porque se usaron multiples clones de anticuerpo.

El patron de fraccionamiento del HPLC por filtracion en gel de un anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4
ligado a la fraccion IgG-Fc humana se muestra en la figura 2. El primer pico a un tiempo de elucién de alrededor de
30 a 40 minutos se recogié como el anticuerpo monoclonal de ratéon antiheparina/FP4 ligado a la fraccion IgG-Fc
humana. Se considera que se unieron una o mas fracciones IgG-Fc humanas al anticuerpo monoclonal de ratén
antiheparina/FP4.

El pico a un tiempo de elucion de alrededor de 60 minutos fue un exceso no relacionado de fraccion IgG-Fc humana,
y el pico a un tiempo de elucidn de alrededor de 80 minutos fueron compuestos de bajo peso molecular tales como
un exceso no relacionado de agente reticulante (bloqueante).

«Ejemplo 5»

Confirmacioén de la reactividad del patrén de anticuerpo TIH

La reactividad del anticuerpo monoclonal de raton antiheparina/FP4 ligado a IgG humana y de los anticuerpos
monoclonales de ratén antiheparina/FP4 ligados a la fraccion IgG-Fc humana que se prepararon en los ejemplos 3 y
4, respectivamente se confirmaron de la forma siguiente.

En cada pocillo de una placa de ELISA para adsorcion fisica (placa Coaster para EIS/RIA, de alta union 2592:
fabricada por Coaster), se dispensaron100 ul de PBS de 10 mmol/l, pH 7,3, que contenia1,2 pg del factor plaquetario
4 recombinante (FP4) preparado en el ejemplo 1, y 0,04 unidades de heparina (de heparina, sal sédica, de mucosa
intestinal porcina, fabricada por CALBIO-CHEM), y se dejé reposar toda la noche a 4 °C para recubrir los pocillos de
reaccion. Ademas, se dispensaron 100 pl del tampdn que no contenia heparina pero contenia FP4 en algunos otros
pocillos, y se dejo reposar toda la noche a 4 °C para recubrir los pocillos de reaccion.

A continuacion, los pocillos de reaccion se lavaron tres veces con un liquido de lavado (PBS que contenia Tween 20
al 0,1 %), y cada uno de los anticuerpos, monoclonal de ratén anticomplejo heparina/FP4 ligado a IgG humana y
monoclonal de ratén anticomplejo heparina/FP4 ligado a la fracciéon IgG-Fc humana, que se diluyeron de forma
secuencial con un diluyente (PBS) que contenia suero normal de cabra al 20 %, se dispensaron en los pocillos, y se
dejaron reposar a temperatura ambiente durante 1 horas para llevar a cabo una reaccion.

Después de que los pocillos se lavaron tres veces con el liquido de lavado, se dispensaron en los pocillos 100 ul de
un anticuerpo antiinmunoglobulina humana marcado con peroxidasa de rabano picante (fraccion F(ab’), de
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anticuerpo antiinmunoglobulina humana de cabra marcado con peroxidasa y purificado por afinidad; fabricado por
Jackson ImmunoResearch) diluido 3000 veces con el diluyente, y se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 1 hora para llevar a cabo una reaccion. A continuacion, los pocillos se lavaron cuatro veces con el liquido de
lavado, y se dispensaron en los pocillos 100 pl de un liquido de revelado (tampon acetato de 50 mmol/l, pH 5,5, que
contenia peréxido de hidrégeno al 0,006 % y 2 mg de o-fenilendiamina), y reaccionaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Después, se afiadieron 100 pl de un liquido de frenado (acido sulfurico de 0,5 mol/l), y el grado
de revelado se midié usando un lector de placas de ELISA (lector de microplacas MPR-A4i; Toso Co., Ltd.) equipado
con un filtro que tenia una longitud de onda principal de 492 nm y una sublongitud de onda de 620 nm.

La reactividad del anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado a IgG humana contra la placa recubierta
con el complejo heparina/FP4 (placa de complejo heparina/FP4) o la placa recubierta con FP4 (placa de FP4) se
muestra en la figura 3. La reactividad de cada uno de los anticuerpos monoclonales de ratén antiheparina/FP4 ligado
a IgG-Fc humana contra la placa de complejo heparina/FP4 o la placa de FP4 se muestra en la figura 4 (5A1), la
figura 5 (2D6B), y la figura 6 (10E6).

Como controles negativos, se examind de una forma similar la reactividad de cada uno de los anticuerpos
monoclonales de ratén antiheparina/FP4 contra la placa de complejo heparina/FP4 o la placa de FP4. Como los
anticuerpos monoclonales de raton antiheparina/FP4 no tienen un componente de IgG humana, se usé un
anticuerpo antiinmunoglobulina de raton marcado con HRP (anticuerpo IgG de conejo antirratdn marcado con
peroxidasa de rabano picante -horseradish peroxidase-; fabricado por DAKO) como el anticuerpo de marcaje. Los
resultados se muestran en la figura 7 (5A1), la figura 8 (2D6B), y la figura 9 (10E6).

Con respecto a todos los anticuerpos monoclonales de raton antiheparina/FP4, el ligamiento al componente de IgG
humana pudo proporcionar anticuerpos modificados que apenas reaccionaban con FP4 solo, pero reaccionaban
fuertemente con el complejo heparina/FP4, igual que un autoanticuerpo humano (anticuerpo TIH).

Por tanto, se confirmé que estos anticuerpos modificados (los anticuerpos anticuerpo monoclonal de raton
antiheparina/FP4 ligado a IgG humana y anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado a la fraccion IgG-
Fc humana) podian usarse como un patron de anticuerpo TIH para medir el anticuerpo TIH contenido en muestras
humanas.

«Ejemplo 6»

Medicion y cuantificacion de anticuerpo TIH contenido en muestras humanas

Para cuantificar el anticuerpo TIH contenido en muestras humanas, se prepard una curva patrén usando el patrén de
anticuerpo TIH anteriormente preparado (anticuerpo monoclonal de ratén antiheparina/FP4 ligado a la fraccion I1gG-
Fc humana (5A1)). Este patrén de anticuerpo TIH corresponde a 2 unidades por 1 pug/ml. El patrén de anticuerpo TIH
se diluyé en 0, 0,3, 0,6, y 1 pg/ml (correspondientes a 0, 0,6, 1,2, y 2 unidades, respectivamente), la reactividad
contra el complejo heparina/FP4 se midi6 de una manera similar a la descrita en el ejemplo 5. Los valores de DO
fueron 0,005, 1,140, 1,743, y 2,191, respectivamente. A partir de estos valores, se preparé una curva patréon usando
una aproximacion segmentaria. El resultado se muestra en la figura 10. Se encontré que podia construirse una curva
patrén que pasaba por los cuatro puntos obtenidos

Se diluyeron muestras reales (80 muestras) 101 veces, y la reactividad contra la placa de complejo heparina/FP4 se
midié de una manera similar a la descrita en el ejemplo 5. Los valores de DO obtenidos y la curva patrén preparada
anteriormente se usaron para calcular cada concentracion (ug/ml). El resultado se muestra en la tabla 1. Con
respecto a todas las muestras, la concentracién del anticuerpo TIH contenido en cada muestra pudo determinarse a
partir de la curva patron.

Tabla 1

Muestra n°® Dia-1 Dia-2 Dia-3 Dia-4 Dia-5 Dia-6 Dia-7 Dia-8 Dia-9 Dia-10

Valor de DO |0,138 0,211 0,173 0,167 0,301 0,275 0,203 0,233 0,225 0,143

Conc. 0,032 0,049 0,040 0,039 0,071 0,065 0,047 0,054 0,053 0,033

Muestra n°® Dia-11 Dia-12 |Dia-13 Dia-14 |Dia-15 [Dia-16 |Dia-17 |Dia-18 [Dia-19 Dia-20

Valor de DO (0,144 0,146 0,184 0,192 0,177 0,142 0,151 0,172 0,218 0,156

Conc. 0,033 0,034 0,043 0,045 0,041 0.033 0,035 0,040 0,051 0,036
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(continuacion)

Muestra n° Dia-21 |Dia-22 |Dia-23 |Dia-24 |Dia-25 |Dia-26 |Dia-27 |Dia-28 |Dia-29 |[Dia-30
Valor de DO |0,185 0,244 0,207 0,292 0,210 0221 0,198 0,564 0,109 0,183
Conc. 0,043 0,057 0,048 0,069 0,049 0,052 0,046 0,136 0,025 0,042
Muestra n° Dia-31 |Dia-32 |Dia-33 |Dia-34 |Dia-35 |Dia-36 |Dia-37 |Dia-38 |Dia-39 [Dia-40
Valor de DO {0,185 0,169 0,246 0,230 0,107 0,110 0,163 0,879 0,631 0,771
Conc. 0,043 0,039 0,058 0,054 0,024 0,025 0,038 0,220 0,153 0,190
Muestra n° Dia-41 |Dia-42 |Dia-43 |Dia-44 |Dia-45 |Dia-46 |Dia-47 |Dia-48 |Dia-49 |[Dia-50
Valor de DO (0,163 0,158 0,127 0,172 0,169 0,075 0,135 0,163 0,145 0,210
Conc. 0,038 0,036 10,029 {0,040 0,039 0,017 0,031 0,038 0,033 0,049
Muestra n° Dia-51 |Dia-52 |Dia-53 |Dia-54 |Dia-55 |Dia-56 |Dia-57 |Dia-58 |Dia-59 [Dia-60
Valor de DO |0,190 0,224 0,130 0,126 0,133 0,102 0,104 0,134 0,129 0,154
Conc. 0,044 0,052 0,030 0,029 0,030 0,023 0,024 0,031 0,030 0,036
Muestra n° Dia-61 |Dia-62 |Dia-63 |Dia-64 |Dia-65 |Dia-66 |Dia-67 |Dia-68 |Dia-69 [Dia-70
Valor de DO (0,167 0,292 0,29 0,901 0,313 0,357 0,507 0,187 0,191 0,387
Conc. 0,039 0,069 0,070 0,226 0,074 0,084 0,121 0,043 10,044 0,092
Muestra n° Dia-71 |Dia-72 |Dia-73 |Dia-74 |Dia-75 |Dia-76 |Dia-77 |Dia-78 |Dia-79 |[Dia-80
Valor de DO (0,446 2,734 2,435 0,091 0,125 0,341 0,485 0,119 0,150 0,158
Conc. 0,106 1,551 1,248 0,020 0,029 0,081 0,116 0,027 0,035 0,036
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacion de un patréon de anticuerpo TIH, caracterizado por el ligamiento de una IgG
humana o un fragmento Fc de la misma, mediante un agente reticulante para modificar proteinas, a un anticuerpo
monoclonal obtenido mediante inmunizacidon de un animal no humano con un complejo heparina/FP4, en el que el
anticuerpo monoclonal reacciona con el complejo heparina/FP4, y reacciona con FP4 solo, y en el que el patron de
anticuerpo TIH reacciona con el complejo heparina/FP4, pero no reacciona con FP4.

2. Un procedimiento de medicién cuantitativa de un anticuerpo TIH contenido en una muestra, caracterizado por la
preparacion de un patron de anticuerpo TIH de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacion 1y el uso de dicho
patrén de anticuerpo TIH en dicho procedimiento.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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