ES 2642203 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 642 203
GDint. Ci.;

GO1N 33/576 (2006.01)
CO7K 16/08 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
GO1N 33/577 (2006.01)
C12P 21/08 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 30.10.2007  PCT/JP2007/071150

Fecha y numero de publicacion internacional:

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:

08.05.2008 WO08053901
30.10.2007 E 07830884 (8)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.08.2017  EP 2088431

T3

Tl’tulo: Método para analizar el antigeno s del virus de la hepatitis B

Prioridad:

30.10.2006 JP 2006294906
18.05.2007 JP 2007133539

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
15.11.2017

@ Titular/es:

ADVANCED LIFE SCIENCE INSTITUTE, INC.
(100.0%)

51, Komiyamachi, Hachioji-shi

Tokyo 192-0031, JP

@ Inventor/es:

MATSUBARA, NAOKO;
SUGAMATA, YASUHIRO;
KUSANO, OSAMU y
SHIRATA, NORIKO

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2642203 T3

DESCRIPCION
Método para analizar el antigeno s del virus de la hepatitis B
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para determinar el antigeno superficial del virus de la hepatitis B,
particularmente mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que se une al antigeno superficial del virus de la
hepatitis B. De acuerdo con la presente invencion, el antigeno superficial del virus de la hepatitis B (este puede
referirse en lo sucesivo como antigeno HBs) en una muestra de prueba (esta puede referirse en lo sucesivo como
muestra) puede ensayarse con exactitud mediante la medicién del antigeno HBs usando una sonda que se une al
primer péptido de la region interna del antigeno HBs y una sonda que se une a un segundo péptido de la regién
externa del antigeno, cuyas sondas son especialmente anticuerpos monoclonales.

Antecedentes de la técnica

La sangre que se usa en transfusiones a menudo causa una infeccion postransfusion. El virus de la hepatitis B (este
puede referirse en lo sucesivo como VHB) es un virus causativo de hepatitis postransfusién, que infecta a través de
la transfusion en una cirugia o similar. Por lo tanto, resulta extremadamente importante diagnosticar si la sangre esta
0 no esta infectada por VHB mediante una seleccién de la sangre a transfundir. Se usa ampliamente como método
para diagnosticar tal infeccion de VHB, un método para determinar el antigeno HBs, en cuyo antigeno HBs se
detecta y cuantifica.

El antigeno HBs es una proteina de la envoltura estructural importante sobre la superficie de una particula de VHB
infecciosa y que esta contenida en la membrana bicapa lipidica derivada a partir de células hepaticas, cuya
membrana envuelve la particula nuclear que contiene ADN-VHB. La sangre de un paciente infectado por VHB
también contiene pequefias particulas esféricas no infecciosas y particulas tubulares que no tienen la particula
nuclear y que estan compuestos del antigeno HBs. Las pequefias particulas esféricas existen en la sangre de forma
mas abundante y se observan en relaciones de aproximadamente 1.000 pequefias particulas esféricas respecto a 1
a varias particulas de VHB. Los reactivos de diagndstico actualmente disponibles para el antigeno HBs detectan
principalmente el antigeno HBs en forma de la pequefia particula esférica.

El antigeno HBs es una proteina de membrana que tiene la longitud total de 226 restos de aminoacidos, que penetra
la membrana bicapa lipidica 4 veces. Aunque el modelo para la estructura de la transmembrana del antigeno HBs
aln no se ha elucidado completamente, Howard y col. propusieron que el antigeno HBs esta formado por: la primera
regiéon externa (lado del lumen del ER) de la membrana bicapa lipidica, que consiste en restos del antigeno HBs del
extremo N que se encuentran entre la posicion 1 y la posicion 11; consistiendo la primera region de la
transmembrana en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 12 y la posicion 28, que penetra la
membrana bicapa lipidica y es hidrofoba; la primera region interna de la membrana bicapa lipidica, que consiste en
restos que se encuentran entre la posicion 29 y la posicidn 80; la segunda regién de la transmembrana que consiste
en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 81 y la posicion 97, que es hidréfoba; la segunda
regiéon externa (lumen del ER) que consiste en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 98 y la
posicion 156, que es hidrofilica; y la tercera region de la transmembrana, la segunda region interna, la cuarta regién
de la transmembrana y la tercera region externa (lumen del ER) que consiste en el resto de aminoacidos que se
encuentra en la posicion 157 y restos mas distantes del extremo N (bibliografia no de patente 1: Fig. 1).

Como el método convencional para analizar el antigeno HBs, han sido comunes los métodos que usan un anticuerpo
gue se une al determinante antigénico comun de un antigeno HBs. El determinante antigénico comun de un antigeno
HBs se ubica sobre el péptido que consiste en los restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 110 y
la posicién 156 en la segunda regién externa (lumen del ER) del antigeno HBs, es decir, los restos de aminoacidos
que se encuentran entre la posicién 98 y la posicion 156. El determinante antigénico comuin a tiene una gran
estructura dimensional compleja y, ademas, se informa que tiene cuatro epitopos (bibliografia no de patente 2).

Por otra parte, el método anterior para analizar el antigeno HBs usando un anticuerpo que se une al determinante
antigénico comln a es a veces incapaz de detectar VHB que tenga mutacion(es) de aminoacidos en la regién del
antigeno HBs. Por lo tanto, recientemente se ha desarrollado un método para analizar antigeno HBs usando un
anticuerpo que se une al péptido en la primera region interna de la bicapa lipidica, cuyo péptido consiste en restos
de aminoacidos que se encuentran en la posicion 26 y la posicion 80 (bibliografia de patente 1).

Bibliografia de patente 1 WO 2006/033368

Bibliografia no de patente 1: Howard et al. "Viral Hepatitis and Liver Disease" (Zuckerman AJ and Alan R (eds.))
(Liss Inc, Nueva York) 1988, pags. 1094-1101

Bibliografia no de patente 2: Hiroaki Okamoto "Nippon Rinsho, Molecular Hepatitis Virology, Fundamental-Clinic-
Prophylaxis, Lower Volume, Hepatitis A, B, D, E Viruses", publicado el 26 de octubre de 1995, pags. 212-222)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2642203 T3

Descripcion de la Invencion
Problemas a resolver con la invencion

En un paciente gravemente infectado por VHB, el antigeno HBs es positivo en la fase inicial de la infeccion vy,
posteriormente, el anticuerpo HBs se vuelve positivo y el antigeno HBs se vuelve negativo. Se descubrié que,
cuando el anticuerpo HBs en la sangre de un paciente es positivo y el antigeno HBs se analiza mediante un método
gue usa un anticuerpo que se une al determinante antigénico comun a, el anticuerpo HBs del paciente inhibe la
union del anticuerpo usado en el método de analisis al antigeno HBs, de modo que el valor medido disminuye.
Ademas, cuando se analizé el antigeno HBs mediante un método para analizar antigeno HBs usando un anticuerpo
que se une al péptido en la primera region interna de la capa bilipidica, cuyo péptido consiste en los restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicion 26 y la posicién 80, se descubrié que existen muestras de falso
negativo que no pueden analizarse a pesar de la existencia del virus en la sangre.

Los presente inventores estudiaron exhaustivamente en un intento para conseguir cuantificar con exactitud el
antigeno HBs en las muestras para las que los valores medidos son bajos o los resultados de falso negativo se
obtienen mediante el método de andlisis convencional de antigeno HBs, y se encontré que un método de andlisis de
antigeno HBs en el que se usan en combinacion anticuerpos que reconocen péptidos en regiones especificas del
antigeno HBs, para eliminar la aparicion de falsos negativos y permitir la cuantificacién exacta de antigeno HBs.

La presente invencién se basa en tal descubrimiento.
MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un método para analizar un antigeno HBs, caracterizado por
usar como sondas de captura al menos una sonda de captura interna en la que dicha sonda de captura interna se
une a un péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la posicion 51 y la posicion 60 en la
secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y al menos una sonda de captura externa, en la que
dicha sonda de captura externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la
posicion 111 y la posicion 130 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y que usa como
sondas de deteccion al menos una sonda de deteccion interna, en la que dicha sonda de deteccion interna se une a
un péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la posicion 51 y la posicion 69 de la secuencia de
aminoéacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y al menos una sonda de deteccion externa, en la que dicha sonda
de deteccién externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la posicion 98 y la
posicion 156 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion preferida del método para analizar antigeno HBs segln la presente invencién, las sondas son
anticuerpos monoclonales o fragmentos de las mismas y, en particular, el cuerpo monoclonal de captura interna se
selecciona a partir del grupo que consiste en anticuerpo FERM BP-10117, anticuerpo FERM BP-10702, anticuerpo
FERM BP-10700 y anticuerpo FERM BP-10698; el anticuerpo monoclonal de deteccion interna se selecciona a partir
del grupo que consiste en anticuerpo FERM BP-10117, anticuerpo FERM BP-10702, anticuerpo FERM BP-10700 y
anticuerpo FERM BP-10698; el anticuerpo monoclonal de captura externa se selecciona a partir del grupo que
consiste en anticuerpo FERM BP-10699, anticuerpo FERM BP-10703, anticuerpo FERM BP-10701 y anticuerpo
FERM BP-10697; el anticuerpo monoclonal de deteccién externa se selecciona a partir del grupo que consiste en
anticuerpo FERM BP-10699, anticuerpo FERM BP-10703, anticuerpo FERM BP-10701 y anticuerpo FERM BP-
10697; el anticuerpo monoclonal de captura interna y el anticuerpo monoclonal de deteccion interna son anticuerpos
distintos; y el anticuerpo monoclonal de captura externa y el anticuerpo monoclonal de deteccién externa son
anticuerpos distintos.

La presente invencion también se refiere a un kit para analizar antigeno HBs, cuyo kit se caracteriza por comprender
un portador de anticuerpos inmovilizados que comprende como sondas de captura al menos una sonda de captura
interna y externa como se ha definido anteriormente, y como reactivo, al menos una sonda de deteccioén interna y
externa como se ha definido anteriormente.

La presente invencién se refiere adicionalmente a un hibridoma de ratén depositado conforme a la referencia
internacional n°. FERM BP-10702, FERM BP-10698, FERM BP-10699, FERM BP-10703, FERM BP-10701, FERM
BP-10700 o FERM BP-10697.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un hibridoma de ratén depositado conforme a la referencia
internacional n°. FERM BP-10702, FERM BP-10698, FERM BP-10699, FERM BP-10703, FERM BP-10701, FERM
BP-10700 o FERM BP-10697, y a un anticuerpo monoclonal producido a partir del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, un "andlisis" incluye tanto la "deteccién" para determinar la presencia o
ausencia de un compuesto a analizar y la "cuantificacién" para determinar la abundancia de un compuesto a
analizar.

El "método para analizar antigeno HBs" segun la presente invencién puede usarse como un "método de diagnéstico
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para el VHB".
EFECTO DE LA INVENCION

De acuerdo con la presente invencion, es posible analizar antigeno HBs en las muestras para las cuales se han
obtenido resultados de falso negativo mediante el método de andlisis convencional de antigeno HBs. También es
posible cuantificar con exactitud antigeno HBs en las muestras para las cuales los valores medidos son bajos en el
método de andlisis convencional de antigeno HBs.

Breve descripcién del dibujo
La Fig. 1 es una vista de un modelo de transmembrana del antigeno HBs.
MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCION

El antigeno HBs medido mediante el método de la presente invencion para analizar antigeno HBs es una proteina de
membrana que tiene una longitud total de 226 restos de aminoacidos, que penetra la membrana bicapa lipidica 4
veces. Varios genotipos tales como genotipos A, B, C, D, E, F y G se conocen en el VHB, y la secuencia de
aminoéacidos del antigeno HBs varia dependiendo del genotipo. Se conocen variaciones genéticas que varian entre
distintas cepas de virus y tal cantidad de variaciones se conocen especialmente en la regién externa de aminoacidos
gue se encuentran entre la posiciéon 110 y la posiciéon 156 de la membrana bicapa lipidica de una particula de VHB.
Los antigenos HBs que tienen tales secuencias de aminoacidos que muestran heterogeneidad pueden incluirse en
los antigenos HBs a medir mediante el método de andlisis de la presente invencién para analizar antigeno HBs, y
pueden medirse mediante el método de andlisis de la presente invencion.

La Fig. 1 muestra el modelo de estructura de transmembrana del antigeno HBs propuesto por Howard y col. El
primer péptido de la region interna corresponde a la primera regién interna de la bicapa lipidica que consiste en
restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 29 y la posicion 80 en el modelo de estructura de
transmembrana del antigeno HBs propuesto por Howard y col., pero el péptido no queda restringido a los
aminoacidos que se encuentran en la posicién 29 y la posicion 80 del antigeno HBs y los nimero de los aminoacidos
pueden variar debido a la mutacién, delecién y/o insercién de un aminoacido(s) de antigeno HBs. El segundo péptido
de region externa corresponde a la segunda region externa (lumen del ER) que es hidrdéfila y que consiste en restos
de aminoécidos que se encuentran en la posicion 89 y la posicién 156 en el modelo de estructura de transmembrana
del antigeno HBs, pero el péptido no queda restringido a los nimeros de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 98 y la posicion 156 del antigeno HBs y los nimero de aminoéacidos pueden variar debido a la mutacién,
delecion y/o insercién de un aminoéacido(s) de antigeno HBs.

El primer péptido de region interna es preferiblemente un péptido hidréfilo que consiste en restos de aminoacidos
gue se encuentran en la posicion 26 y la posicion 80 del antigeno HBs, cuyo péptido existe en el lado interno de la
membrana bicapa lipidica de una particula del VHB. Habitualmente tiene la secuencia de aminoacidos que
corresponde a los aminoacidos que se encuentran en la posicion 26 y la posicion 80 en la SEQ ID NO: 1. Sin
embargo, el primer péptido de la region interna en el presente documento no queda restringido al péptido que tiene
la secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos que se encuentran en la posicién 26 y la posicién
80 en la SEQ ID NO:1 del antigeno HBs siempre y cuando sea el primer péptido del extremo N del antigeno HBs
entre aquellos que existen en el lado interno de la bicapa lipidica. Los ejemplos del mismo pueden incluir, por
ejemplo, los péptidos que tienen secuencias de aminoacidos que corresponden a distintos nimero de aminoacidos
desde el extremo N y los péptidos que tienen secuencias de aminoacidos que son las mismas que las que
corresponden a los aminoacidos que se encuentran en la posicién 26 y la posicion 80 en la SEQ ID NO:1 excepto
gue 1 o mas aminoacidos sean sustituidos (mutados) en, delecionados desde, y/o insertados a 1 o mas sitios en el
mismo. El segundo péptido de la region externa es preferiblemente un péptido hidréfilo que existe en el lumen del
ER en el lado externo de la membrana bicapa lipidica de una particula de VHB, cuyo péptido consiste en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicion 98 y la posicion 156 del antigeno HBs. Habitualmente tiene la
secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos que se encuentran en la posiciéon 98 y la posicién 156
en la SEQ ID NO: 1. Sin embargo, el segundo péptido de la regién externa en el presente documento no esta
restringido al péptido que tiene la secuencia de aminoacidos que corresponde a los aminoacidos que se encuentran
entre la posicién 98 y la posicion 156 en la SEQ ID NO:1 del antigeno HBs siempre y cuando sea el segundo péptido
desde el extremo N del antigeno HBs entre aquellos que existen en el lado externo (lado del lumen= de la bicapa
lipidica. Los ejemplos del mismo pueden incluir, por ejemplo, péptidos que tienen secuencias de aminoacidos que
corresponden a distintos nimeros de aminoacidos desde el extremo N y péptidos que tienen secuencias de
aminoéacidos que son los mismos que los que se corresponden con los aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 98 y la posicion 156 en la SEQ ID NO:1 excepto que 1 o0 mas aminoacidos sean sustituidos (mutados) en,
delecionados desde, y/o insertados a 1 0 mas sitios en el mismo.

Las sondas de captura interna y las sondas de deteccién interna pueden usarse en la presente invencién como se
define en la reivindicacién 1. También se describen sondas que se unen al péptido, que consiste en aminoacidos,
gue se encuentran entre la posicion 26 y la posicion 80 en la SEQ ID NO:1 y sondas que se unen a un péptido que
tiene una secuencia de aminoéacidos que es la misma que la que se corresponden con los aminoacidos que se
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encuentran entre la posicion 26 y la posicion 80 en la SEQ ID NO:1 excepto que 1 o mas aminoacidos sean
sustituidos (mutados) en, delecionados desde, y/o insertados a 1 0 mas sitios en el mismo. Mas particularmente, se
describen sondas, cuyas sondas se unen al péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la
posicion 31 y la posicion 50, consistiendo el péptido en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 51 y la
posicion 70, consistiendo el péptido en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 21 y la posicion 40,
consistiendo el péptido en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 71 y la posicion 90 y consistiendo el
péptido en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 61 y la posicion 80 en la secuencia de aminoacidos que
se muestra en SEQ ID NO:1; o a péptidos que tienen las mismas secuencias de aminoacidos que estas excepto que
sus aminoacidos se sustituyen parcialmente.

Las sondas de captura externa y las sondas de deteccién externa que pueden usarse en la presente invencion son
como se describe en la reivindicacién 1. También se describen sondas que se unen al péptido, que consiste en
aminoacidos, que se encuentran entre la posicion 121 y la posicion 130, consistiendo el péptido en aminoacidos que
se encuentran entre la posicién 151 y la posicion 170, consistiendo el péptido en aminoacidos que se encuentran en
la posicion 121 y la posicion 140, en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:1; o a péptidos que
tienen las mismas secuencias de aminoacidos que estas excepto que sus aminoacidos se sustituyen parcialmente,
respectivamente. Entre los ejemplos de epitopos a los que las sondas de captura externa se unen se incluye
adicionalmente un epitopo estructural que tiene una gran estructura dimensional compleja, tal como el determinante
antigénico comuan a. Por lo tanto, también hay epitopos que pueden no estar formados por un péptido parcial que
consiste solo de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 98 y la posicion 156 en la SEQ ID NO:1 sino que
pueden formarse por un péptido mas largo que esta porcion, por ejemplo, la longitud total del péptido que consiste
de restos de aminoacidos de la posicion 226 que corresponde a la longitud total del antigeno HBs.

Las sondas que pueden usarse en la presente invencion no estan restringidas siempre y cuando sean moléculas
capaces de unirse a un primer péptido de region interna, un segundo péptido de regién externa 0 un epitopo de
regiéon estructural en la segunda region externa. Los ejemplos de los mismos incluyen anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos recombinantes, receptores y analogos. Se prefieren anticuerpos
monoclonales y fragmentos de los mismos.

Los fragmentos de anticuerpo de los anticuerpos monoclonales no quedan restringidos siempre y cuando estos
comprenden una regién de unién de antigeno que se une a un primer péptido de region interna, un péptido de region
externa y a un epitopo de region estructural en la segunda region externa, y ejemplos de los mismos incluyen Fab,
Fab', F(ab’). y Fv. Estos fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse mediante, por ejemplo, la digestién del cuerpo
monoclonal de la presente invencién mediante un método convencional usando una enzima proteolitica (tal como
pepsina o papaina), y posteriormente la purificacion del producto digerido mediante un método convencional de
separacion y purificacion de proteinas.

En el presente documento a continuacion se ilustran realizaciones que usan anticuerpos, especialmente anticuerpos
monoclonales como las sondas, pero el método de la presente invencion para analizar antigeno HBs puede llevarse
a cabo de forma similar o también usando otras sondas.

El principio de medicidon del método para analizar antigeno HBs no queda restringido siempre y cuando sea un
método para detectar antigeno HBs usando un(os) anticuerpo(s) de captura y anticuerpo(s) de deteccion y es
preferiblemente un ensayo sandwich. Entre los ejemplos de ensayo sandwich se incluye el sucesivo ensayo
sandwich y el ensayo sandwich inverso que son métodos de 2 etapas, asi como el método de 1 etapa.

El método para analizar antigeno HBs puede comprender (i) la etapa de contacto en la que: al menos un anticuerpo
de captura interna que se une al primer péptido de region interna de antigeno HBs y al menos un anticuerpo de
captura externa que se une a un segundo péptido de region externa de antigeno HBs; una muestra de prueba; y al
menos un anticuerpo de deteccion interna que se une al primer péptido de region interna y al menos un anticuerpo
de deteccién externa que se une al segundo péptido de region externa; se ponen en contacto; y (ii) la etapa de
deteccién, en donde se detectan sefiales de deteccién de anticuerpos.

La anterior etapa de contacto puede llevarse a cabo en dos etapas separadas, es decir, la primera etapa de contacto
en la que al menos un anticuerpo de captura interna que se une al primer péptido de region interna de antigeno HBs
y al menos un anticuerpo de captura externa que se une al segundo péptido de region externa de antigeno HBs se
ponen en contacto con el menos una muestra de prueba; y la segunda etapa de contacto en la que el complejo de
antigeno-anticuerpo formado en la primera etapa de contacto se pone en contacto con el menos un anticuerpo de
deteccién interna que se une al primer péptido de region interna y al menos un anticuerpo de deteccion externa que
se une al segundo péptido de region externa.

Mas particularmente, el ensayo sandwich de mas adelante se puede llevar a cabo como sigue. En primer lugar,
anticuerpos de captura que se unen al antigeno HBs se inmovilizan sobre un portador(es) insoluble(s) tales como
microplacas o microesferas. Se lleva a cabo a continuacién un bloqueo usando un agente de bloqueo adecuado (tal
como albimina o gelatina de suero bovino) para evitar la adsorcién no especifica a anticuerpos de captura y
portador(es) insoluble(s). Se afiade a la placa o microesferas sobre las cuales se han inmovilizado los anticuerpos
de captura, una muestra de prueba que contiene antigeno HBs junto con la solucion de reaccion primaria, y los
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anticuerpos de captura se ponen en contacto con y se unen al antigeno HBs (la etapa de reaccion primeria). A
continuacién, el antigeno no unido a los anticuerpos de captura e impurezas, se elimina por lavado mediante una
solucion de lavado apropiada (por ejemplo, un tampo6n de fosfato que contiene un tensioactivo). Posteriormente, se
afiaden al mismo anticuerpos marcados que reconocen el antigeno HBs capturado y a los cuales hay unida una
enzima tal como peroxidasa de rabano picante (HRP), para permitir que los anticuerpos marcados se unan al
antigeno capturado (la etapa de reaccion secundaria). Mediante esta reaccién, un complejo inmune de los
anticuerpos de captura -antigeno - anticuerpos marcados se forma sobre el portador(es) tales como la microplaca.
Después de eliminar por lavado los anticuerpos marcados no unidos con la solucion de lavado, se afiade un sustrato
colorante o un sustrato luminiscente para la enzima de los anticuerpos marcados y se permite que la enzima
reaccione con el sustrato, para permitir la deteccion de una sefial.

Los anticuerpos de captura usados en el método de la presente invencién para analizar antigeno HBs son
anticuerpos que capturan antigeno HBs en una muestra de prueba y, en el ensayo sandwich usando el/los
portador(es) insoluble(s) anterior(es), estos son anticuerpos inmovilizados que estan inmovilizados sobre el/los
portador(es) insoluble(s). Al menos un anticuerpo de captura interna que se une a un primer péptido de region
interna de antigeno HBs y al menos un anticuerpo de captura externa que se una un segundo péptido de regién
externa de antigeno HBs se usan en combinacién como anticuerpos de captura. Ademas de estos 2 anticuerpos,
pueden afadirse adicionalmente otros anticuerpos y usarse como anticuerpos de captura.

Los anticuerpos de deteccion usados en el método de la presente invencién para analizar antigeno HBs son
anticuerpos que detectan antigeno HBs capturado mediante los anticuerpos de captura en una muestra de prueba y
en el ensayo de sandwich usando el/los portador(es) insoluble(s) anterior(es), estos son anticuerpos marcados que
estan marcados mediante una enzima o similar. Al menos un anticuerpo de deteccion interna que se une al primer
péptido de region interna de antigeno HBs y al menos un anticuerpo de deteccién externa se une al segundo péptido
de region externa de antigeno HBs se usan en combinacion como anticuerpos de deteccion. Ademas de estos 2
anticuerpos, pueden afiadirse adicionalmente otros anticuerpos y usarse como anticuerpos de deteccién.

El anticuerpo de captura interna y el anticuerpo de deteccion interna que se une al primer péptido de region interna
del antigeno HBs se une preferiblemente a distintos epitopos. "Distintos epitopos” significa que los epitopos no son
completamente los mismos. Por ejemplo, los epitopos de los dos anticuerpos son completamente los mismos en
casos, en donde estos dos anticuerpos son los mismos anticuerpos monoclonales o donde los dos anticuerpos estan
completamente inhibidos en la prueba de inhibicion de epitopos. Incluso es casos, en donde el epitopo del
anticuerpo de captura interna y el epitopo del anticuerpo de deteccién interna se solapan parcialmente, pueden
usarse en el método de la presente invencion para analizar antigeno HBs en muchos casos.

El anticuerpo de captura externa y el anticuerpo de deteccién externa que se unes al segundo péptido de region
externa que consiste en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 98 y la posicion 156 del antigeno
HBs también se unen a distintos epitopos. "Distintos epitopos” significa que los epitopos no son completamente los
mismos. Por ejemplo, los epitopos de los dos anticuerpos son completamente los mismos en casos, en donde estos
dos anticuerpos son los mismos anticuerpos monoclonales o donde los dos anticuerpos estan completamente
inhibidos en la prueba de inhibicion de epitopos. Incluso en casos, en donde el epitopo del anticuerpo de captura
externa y el epitopo del anticuerpo de deteccion externa se solapan parcialmente, pueden usarse en el método de la
presente invencién para analizar antigeno HBs en muchos casos.

Ejemplos de los epitopos que se son reconocidos mediante las sondas, en particular anticuerpos monoclonales o
fragmentos de anticuerpo de los mismos, de la presente invencion incluyen epitopos continuos compuestos de
restos de aminoacidos continuos y epitopos estructurales (epitopos discontinuos) que han sido formados por un(as)
estructura(s) de lamina del antigeno HBs y compuestos de una combinacion de aminoéacidos discontinuos.

Ejemplos de la enzima que marca los anticuerpos incluye peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-
galactosidasa, luciferasa y similares. A parte de enzimas, pueden usarse como sustancias marcadoras sustancias
luminiscentes tales como derivados de acridinio, sustancias fluorescentes tales como europio, sustancias
radioactivas tales como 1'® y similares. El sustrato y la sustancia desencadenante de la luminiscencia pueden
seleccionarse apropiadamente dependiendo de la sustancia marcadora.

Entre los ejemplos de anticuerpos marcados en la presente invencién también se incluye anticuerpos que tienen,
como marcadores de deteccion, sustancias unidas a los mismos tales como haptenos, péptidos de bajo peso
molecular y lectinas que pueden usarse para la deteccion de una sefial de la reaccion antigeno-anticuerpo. Entre los
ejemplos de haptenos se incluye biotina, dinitrofenol (DNP) y FITC. Por ejemplo, en casos donde la biotina esta
unida al anticuerpo para proporcionar un complejo de sonda, la avidina, que tiene una afinidad a la biotina, puede
marcarse con una enzima tal como HRP, una sustancia fluorescente tal como fluoresceina o una sustancia
luminiscente tal como un derivado de acridinio; y la avidina marcada pueden permitirse que reaccionen con el
complejo de sonda, para permitir la deteccion de una sefial mediante coloracion, fluorescencia, luminiscencia o
similar.

El método para marcar el anticuerpo no queda restringido y puede usarse un método convencional, y ejemplos del
mismo incluyen métodos, en donde el anticuerpo esta marcado directamente con un marcador tal como una enzima,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2642203 T3

métodos, en donde el anticuerpo y un marcador tal como una enzima estan unidos a un compuesto macromolecular
tal como dextrano, y métodos, en donde un anticuerpo marcado esta unido a un compuesto macromolecular tal
como dextrano.

Entre los ejemplos de anticuerpos de la presente invencién se incluye anticuerpos policlonales a partir de animales y
anticuerpos monoclonales a partir de humanos y raton, y pueden usarse métodos conocidos para inmunizar los
animales para obtener los anticuerpos y para obtener hibridomas que produzcan los anticuerpos monoclonales
excepto ese antigeno HBs o un péptido parcial de antigeno HBs se usa como un inmundgeno, cuyos métodos
pueden llevarse a cabo segun, por ejemplo, aquellos descritos en "Biochemistry Experiments Lecture, Continued
Edition" (Japanese Biochemical Society ed.), o "Immunobiochemistry Research Techniques" (Japanese Biochemical
Society ed). El antigeno HBs usado para la inmunizacion pueden ser particulas viricas o antigeno HBs purificado a
partir de particulas viricas. El antigeno HBs, primer péptido de la region interna y el segundo péptido de la regién
externa pueden obtenerse mediante, por ejemplo, la expresiébn de estos antigenos en E. coli mediante
recombinacién genética y purificacién del mismo. También puede prepararse un péptido parcial de antigeno HBs
mediante sintesis quimica mediante, por ejemplo, sintesis de fase sélida de Fmoc o sintesis de fase sdlida de Boc.
Este péptido sintetizado puede purificarse mediante un método convencional tal como HPLC y su aminoacido
terminal puede estar fabricado para que sea cisteina cuyo grupo SH puede usarse para unir el péptido a una
proteina portadora, cuyo péptido de unién puede usarse a continuacién como inmundégeno.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden obtenerse mediante inmunizaciéon de animales usando el antigeno
HBs, el primer péptido de regién interna y el segundo péptido de regidon externa como inmunogenes. El animal a
inmunizar no esta restringido y los ejemplos del mismo incluyen oveja, cabra, conejo, ratén, rata, cobaya, pajaro,
bovinos y equinos. El antigeno HBs, el primer péptido de regién interna y el segundo péptido de regidon externa se
mezclan y emulsionan con una cantidad igual de adyuvante completo de Freund o Titer-Max gold (Titer Max) y la
mezcla resultante se administra a un conejo subcutaneamente o a un ratén intraperitonealmente. A continuacion, la
misma inmunomanipulaciéon se repite a intervalos de 1 a 2 semanas. Los anticuerpos de la presente invencién
pueden obtenerse mediante la recoleccion de sangre a partir del animal inmunizado como anteriormente y mediante
la obtencion de suero o plasma a partir de este.

El hibridoma de la presente invencion que produce el anticuerpo monoclonal de la presente invencién puede
obtenerse a partir del animal que ha sido sometido a la anterior inmunomanipulacién. Por ejemplo, después de
someter 2 semanas a un ratén varias veces a inmunomanipulacion, el antigeno HBs, el primer péptido de region
interna y el segundo péptido de region externa disueltos en solucién salina fosfatada (PBS) se inoculan a través de
la vena caudal. Dos o tres dias después, el bazo que contiene linfocitos que producen anticuerpos se retira
asépticamente del ratdon. Estos linfocitos pueden, por ejemplo, fusionarse con células de mieloma para establecer un
hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal.

La fusion celular puede llevarse a cabo, por ejemplo, fusionando linfocitos y células de mieloma en presencia de
polietilenglicol. Por ejemplo, células conocidas que tienen marcadores tales como deficiencia de hipoxantina-guanina
fosforribosiltransterasa o deficiencia de timidinquinasa pueden usarse como las células de mieloma. En particular,
entre los ejemplos de células se incluye p3NS-1/1 - Ag4.1 y SP2/0-Agl4. Las células fusionadas se seleccionan
destruyendo las células no fusionadas usando un medio de seleccién tal como medio HAT.

Posteriormente, se identifica la presencia o ausencia de produccion de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo de
los hibridomas que han crecido. La deteccion puede llevarse a cabo midiendo la produccion de anticuerpos
especificos respecto al antigeno HBs, el primer péptido de regién interna y el segundo péptido de regidon externa
mediante el uso de un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) o similar. La clonalidad de los
anticuerpos monoclonales puede asegurarse mediante la seleccion de clones de los hibridomas que secretan
anticuerpos de interés y repitiendo adicionalmente el subclonaje limitando el método de dilucién. De este modo, los
hibridomas que producen los anticuerpos de la presente invencién pueden seleccionarse, y las lineas celulares del
hibridoma HBs121 [n°. de referencia internacional FERM BP-10697], HBs123 [n° de referencia internacional FERM
BP-10698], HBs136 [n° de referencia internacional FERM BP-10699], HBs163 [n° de referencia internacional FERM
BP-10700], HBs605C3 [n° de referencia internacional FERM BP-10701], SF111 [n° de referencia internacional FERM
BP-10702], SF124CS [n° de referencia internacional FERM BP-10703], que producen los anticuerpos monoclonales
de la presente invencion, se depositaron en el Organismo Depositario Internacional de Patentes, el Instituto Nacional
de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki
305-8566, Japon) el 12 de octubre de 2006. La linea celular de hibridoma 6G6 [n°. de referencia internacional FERM
BP-10117] se ha depositado Organismo Depositario Internacional de Patentes, el Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada el 9 de septiembre de 2004.

En la presente memoria descriptiva, un anticuerpo producido por una linea celular de hibridoma se designa por el
nombre de la linea celular del hibridoma seguido del término "anticuerpo” o por el nombre en el que el nimero de
referencia internacional de la linea celular estd seguido del término "anticuerpo”. Por ejemplo, el anticuerpo
producido por la linea celular de hibridoma HBs121 se hace referencia como "HBs121 anticuerpo” o "FERM BP-
10697 anticuerpo".

Los hibridomas de la presente invencion pueden subcultivarse en un medio conocido arbitrario tal como RPMI1640.
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El anticuerpo monoclonal de la presente invencion puede prepararse mediante el cultivo de este hibridoma. Por
ejemplo, afiadiendo un 10 % de suero de feto bovino al medio RPMI1640 y cultivando el hibridoma a 37 °C en
presencia de un 5 % de CO, el anticuerpo se produce en el sobrenadante de cultivo. Ademas, el anticuerpo puede
obtenerse mediante la inoculacion del hibridoma intraperitonealmente a un ratén tratado previamente con pristano y
recuperando su ascitis 10-20 dias después, en cuya ascitis se produjo el anticuerpo. El anticuerpo de la presente
invencion puede purificarse mediante cualquier método conocido, por ejemplo, un método de purificaciéon usando
columna de proteina G o columna de proteina A, un método usando una columna de afinidad a la cual se une el
antigeno HBs, o un método usando una columna de intercambio de iones.

El epitopo que se reconoce mediante el anticuerpo monoclonal obtenido puede determinarse a partir de la secuencia
del antigeno HBs, mediante ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) usando un antigeno
recombinante preparado, un primer péptido de region interna, un segundo péptido de regién externa o un péptido
sintético sintetizado quimicamente con la longitud de 10 a 20 aminoécidos. El epitopo del anticuerpo monoclonal
producido por cada hibridoma de la presente invencion se determiné de acuerdo a las reactividades con péptidos
guimicamente sintetizados que tenian 20 restos de aminoacidos que se solapaban entre si mediante 10 restos de
aminoacidos basandose en las secuencias de aminoacidos de antigenos HBs que tenian distintos genotipos. El
anticuerpo HBs121 se une a los péptidos que consisten en los restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 151 y la posiciéon 170 de los genotipos C y D, pero no se une a los péptidos que consisten en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicién 151 y la posicion 170 de los genotipos Ay B. El anticuerpo HBs123
se une a los péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 31 y la posicion
50 de los genotipos A a D. El anticuerpo HBs136 se une a los péptidos que consisten en restos de aminoacidos que
encuentran entre la posicién 111 y la posicion 130 de los genotipos A, C y D. El anticuerpo HBs163 se une a los
péptidos que consisten en restos de aminoacidos que encuentran entre la posicion 31 y la posicion 50 de los
genotipos A a D. El anticuerpo SF111 se une a los péptidos que consisten en restos de aminoacidos que encuentran
entre la posicidon 51 y la posicién 69 de los genotipos A, B y C. Por otro lado, el anticuerpo HBs605C3 y el anticuerpo
SF124CS no se unen a ninguno de los péptidos que consisten en 20 restos de aminodacidos. Puesto que el
anticuerpo HBs605C3 y el anticuerpo SF124CS se unen al antigeno HBs que consiste en estos de aminoacidos que
se encuentran entre la posicidon 1 y la posicién 226, y se unen al péptido que consiste en restos de aminoacidos que
se encuentran entre la posicién 98 y la posicién 156, son anticuerpos que reconocen un epitopo estructural de
antigeno HBs, por ejemplo, el determinante antigénico comdn a. Ademas, el anticuerpo 6G6 que se usa en los
ejemplos a continuacién es una anticuerpo que se une al péptido que consiste en restos de aminoacidos que se
encuentran entre la posicion 51 y la posicion 60 y, en particular, se une al péptido que consiste en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicién 41 y la posicion 60 y el péptido que consiste en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posiciéon 51 y la posicién 70 de antigeno HBs.

El kit de la presente invencién para analizar antigeno HBs mediante ensayo de sandwich puede comprender: un
portador insoluble (por ejemplo, una placa de 96 pocillos 0 microesferas) sobre las cuales al menos una sonda de
captura interna que se une a un primer péptido de region interna de antigeno HBs y al menos una sonda de captura
externa que se une a un segundo péptido de regién externa de antigeno HBs se inmoviliza; y un reactivo que
comprende como sondas de deteccion al menos una sonda de deteccion interna que se une al primer péptido de
region interna y al menos una sonda de deteccion externa que se une al segundo péptido de region externa. El
reactivo para analizar antigeno HBs puede proporcionarse en la forma de una solucion y también puede
proporcionarse en la forma de un polvo liofilizado. El kit de la presente invencidn para analizar antigeno HBs puede
comprender antigeno virico de la hepatitis B, otro anticuerpo virico de antihepatitis B, unas instrucciones del
fabricante y similares.

Ejemplos

La presente invencion se describird a continuacion de manera mas concreta por medio de Ejemplos y Ejemplos
comparativos, aunque el alcance de la presente invencién no se limita a estos.

Ejemplo 1
Establecimiento de hibridoma productor de anticuerpos monoclonales
(A) Antigeno HBs

Un fragmento de ADN que codifica el péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la posicién 26
y la posiciéon 80 de antigeno HBs se incorporé dentro de un vector pATtrpE, que es un vector de expresion. El
pATtrpE-HBs(26-80) obtenido se expres6 en la cepa HB101 de E. coli, y se recogieron las células. El antigeno
expresado se purificé mediante filtracion de gel y columnas de intercambio de iones para obtener antigeno TrpE-
HBs(26-80). Este antigeno TrpE-HBs(26-80), rHBsAg adquirido (Levadura; Advanced Chemical) y rHBsAg (CHO;
Anapure) se usaron para la inmunizacién, medicién del titulo del anticuerpo del ratén mediante ELISA y deteccion
mediante ELISA.
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(B) Inmunizacion

Se mezclé y emulsion6 una soluciéon de antigeno (2 mg/ml) de antigeno TrpE-HBs(26-80), rHBsAg (Levadura) o
rHBsAg (CHO) con una cantidad igual de Titer-Max Gold (Titer Max EE.UU.), y 0,1 ml de la mezcla resultante se
inyect6 en la cavidad abdominales o a las almohadillas plantares de ratones hembra Balb/c de 4 a 6 semanas de
edad, para inmunizar los ratones (la primera inmunizacion). En intervalos de 1 semana, 0,1 ml de una mezcla
preparada del mismo modo se administré6 dos veces intraperitonealmente (la segunda y tercera inmunizacion). En
algunos casos, se llevo a cabo adicionalmente la cuarta y quinta inmunizacién. Una semana después, se recogi6
sangre de cada ratodn, y el titulo del anticuerpo se midié segun el método (C) que se describe a continuacion.
Respecto al ratdn con titulos de anticuerpo aumentados, se diluyé una solucién de antigeno (0,1 mg/ml) de antigeno
TrpE-HBs(26-80), rHBsAg (Levadura) o rHBsAg (CHO) con una cantidad igual de PBS y 0,1 ml de la dilucion se
administrd a los ratones intravenosamente (la inmunizacion final). Después de tres dias desde la inmunizacién final,
se retir6 asépticamente el bazo o el ganglio linfatico inguinal y se us6 para la etapa de fusiéon celular (D) a
continuacion.

(C) Medicién del titulo de anticuerpo mediante ELISA

Se colocd a una placa de 96 pocillos para ELISA (Nunc), 100 pl de cada antigeno TrpE-HBs(26-80), antigeno
rHBsAg (Levadura) o antigeno HBsAg (CHO) (1 ug/ml) y se dejé reposar a 4 °C durante la noche. Cada pocillo de
esta placa se bloqued a continuacién con solucién salina fosfatada (PBS) que contenia un 0,5 % de caseinato de
sodio y un 2 % de sacarosa durante 30 minutos. Después de retirar la solucion de bloqueo, el suero obtenido en la
etapa anterior (B) se diluy6 de 1.000 a 1.000.000 de veces con PBS que contenia un 0,1 % de caseinato de sodio,
un 1 % de albimina de suero bovino (BSA), 1mM de EDTA y un 0,01 % de Tween 20, y 100 pl de la dilucién
resultante se afiadi6 al pocillo. La placa se dejo reposar a una temperatura ambiente durante 60 minutos y se lavo 3
veces con un 0,05 % de Tween 20/PBS (en lo sucesivo en el presente documento se hara referencia como PBST).
Posteriormente, se afiadieron 100 pl de anticuerpo anti-lgG de ratdbn marcado con peroxidasa de rdbano picante
(HRP) (cabra, Jackson) (0.08 ug/ml) a la placa y se dejé reposar a una temperatura ambiente durante 1 hora,
seguido de lavado de la placa 4 veces con PBST de nuevo. A cada pocillo, se afiadieron 100 pl de solucion de
sustrato de OPD [0,075M tampon de fosfato-citrato (pH 5,0) que contiene 2,2 mM de o-fenilenediamina y 0,03 % de
solucién de peréxido de hidrégeno acuosa] y se dejé proceder la reaccion a 25 °C durante 30 minutos, seguido por la
adicién de 100 pl de 1 M de acido sulfdrico. Se midié la absorbencia a 492 nm de la muestra en cada pocillo.

(D) Fusién celular

El bazo o el ganglio linfatico inguinal que se ha retirado asépticamente se coloc6 en una placa de Petri que contenia
8 ml de medio RPMI1640. Después de desasociar las células el bazo, estas células del bazo o el ganglio linfatico
inguinal se pasaron a través de una malla y se recogieron en un tubo centrifugo de 50 ml. Después de afiadir 32 ml
de medio RPMI1640 al mismo, la mezcla resultante se suspendié y centrifugd a 150 x g durante 5 minutos. Después
de aspirar el sobrenadante, el sedimento se suspendié en 40 ml de medio RPMI y se centrifugd a 150 x g durante 5
minutos. Esta operacion se llevo a cabo dos veces. El sedimento celular por lo tanto obtenido se resuspendio en 40
ml de medio RPMI1640 y se contaron las células del bazo o células del ganglio linfatico inguinal.

Por otra parte, las células del bazo o del ganglio linfatico inguinal (aproximadamente 1 x 10° células) se afadieron a
células de mieloma de raton SP2/0-Agl4 [banco de genes] (aproximadamente 2 x 10’ células) se precultivaron en un
tubo de 50 ml y la mezcla resultante se mezcld bien en el medio RPMI1640, seguido de centrifugaciéon (150 x g, 5
minutos). Después de aspirar el sobrenadante, el sedimento se desprendié bien y se afiadié gota a gota al mismo 1
ml de un 50 % de polietilenglicol (PEG) 4000 precalentado a 37 °C, seguido por la rotacion suavemente del tubo
centrifugo a mano durante 1 minuto para mezclar la solucion de PEG y el sedimento celular. Posteriormente, se
afnadieron 9 ml de medio RPMI1640 precalentado a 37 °C al tubo, que a continuacion se hizo rotar suavemente. A
continuacién se llevé a cabo la centrifugacion (150 x g, 5 minutos) y se retir6 el sobrenadante, seguido de la
suspension del sedimento celular en 50 ml de medio HAT (medio RPMI1640 que contiene aminopterina (4 x 107 M,
concentracion final), timidina (1.6 x 10° M, concentracion final), e hipoxantina (1 x 10™* M, concentracion final)) que
contiene un 10 % de suero bovino fetal y un 5 % de BriClone (human IL-6, Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.). Se
tomaron alicuotas de esta suspension celular en 100 pl de volimenes a pocillos de una placa de cultivo celular de 96
pocillos, y se inicio el cultivo en una incubadora de CO; que contenia un 5 % de gas de didxido de carbono a 37 °C.
Durante el cultivo, en intervalos de 2 a 3 dias, se retiré6 aproximadamente 100 ul del medio de cada pocillo y se
afiadieron 100 pl frescos al mismo del anterior medio HAT, para seleccionar hibridomas que proliferen en el medio
HAT. Sobre aproximadamente el dia 10, se llevé a cabo la deteccion de los siguientes hibridomas.

(E) Deteccion de hibridomas

La deteccion de hibridomas se llevo a cabo mediante la medicién repetida del titulo del anticuerpo mediante ELISA
del mismo modo que en la etapa anterior (C) excepto que se usaron 100 pl del sobrenadante de cultivo de cada
hibridoma en lugar de la muestra de sangre. Cada uno de los hibridomas en los pocillos para los cuales se observo
la produccion de anticuerpos se clond mediante el método de dilucion limitante. ELISA se llevd a cabo de forma
similar 10 dias después para detectar clones de hibridomas que producian los anticuerpos monoclonales de la
presente invencion. Como resultado, se establecieron las lineas celulares de hibridoma HBs121 [n° de referencia
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internacional FERM BP-10697], HBs123 [n° de referencia internacional FERM BP-10698], HBs136 [n° de referencia
internacional FERM BP-10699], HBs163 [n° de referencia internacional FERM BP-10700], HBs605C3 [n° de
referencia internacional FERM BP-10701], SF111 [n° de referencia internacional FERM BP-10702] y SF124CS [n° de
referencia internacional FERM BP-10703]. Cada hibridoma se deposit6 en el Organismo Depositario Internacional de
Patentes, el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada (direccién: AIST Tsukuba Central 6, 1-1-
1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki 305-8566, Jap6n) el 12 de octubre de 2006.

El epitopo del anticuerpo monoclonal producido por cada hibridoma de la presente invencion se determind mediante
ELISA usando péptidos que tenian 20 restos de aminoacidos derivados a partir del antigeno HBs. Los péptidos que
tenian 20 restos de aminoacidos o 19 restos de aminoacidos que se solapaban entre si por 10 restos de
aminoacidos basandose en las secuencias de aminoacidos de antigeno HBs que tenian distintos genotipos que
sintetizaron quimicamente y se usaron como antigenos para ELISA. Los péptidos usados para la determinacion de
epitopos se muestran en la Tabla 1. Se usaron PepHBS1AD (SEQ ID NO:2), PepHBS1B (SEQ ID NO:3),
PepHBS1C2 (SEQ ID NO:4) y PepHBS1C (SEQ ID NO:5) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos
gue se encuentran entre la posicion 1y la posicion 20; PepHBS2ACD (SEQ ID NO:6) y PepHBS2B (SEQ ID NO:7)
como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 11 y la posicion 30;
PepHBS3ACD (SEQ ID NO:8) como un péptido que consiste en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 21 y la posicién 40; PepHBS4A (SEQ ID NO:9), PepHBS4B (SEQ ID NO: 10), PepHBS4C (SEQ ID NO:11)
y PepHBS4D (SEQ ID NO:12) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 31 y la posicion 50; PepHBS5A (SEQ ID NO: 13), PepHBS5B (SEQ ID NO:14), PepHBS5C (SEQ ID NO:15)
y PepHBS5D (SEQ ID NO: 16) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 41 y la posiciéon 60; PepHBS6AC (SEQ ID NO: 17) and PepHBS6B (SEQ ID NO:18) como péptidos que
consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 51 y la posicion 69; PepHBS7AC (SEQ ID
NO:19) y PepHBS7D (SEQ ID NO:20) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran
entre la posicién 61 y la posicion 80; PepHBS8ACD (SEQ ID NO:21) y PepHBS8B (SEQ ID NO:22) como péptidos
que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 71 y la posicién 90; PepHBS9ACD
(SEQ ID NO:23) como un péptido que consiste en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 81y la
posicion 100; PepHBS10C (SEQ ID NO:24) como un péptido que consiste en restos de aminoacidos que se
encuentran entre la posicion 91 y la posicion 110; PepHBS11A (SEQ ID NO:25), PepHBS11BD (SEQ ID NO:26) y
PepHBS11C (SEQ ID NO:27) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 101 y la posicién 119; PepHBS12A (SEQ ID NO:28), PepHBS12C (SEQ ID NO:29), PepHBS12D1 (SEQ ID
NO:30) y PepHBS12D2 (SEQ ID NO:31) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran
entre la posicion 111 y la posicion 130; PepHBS13A (SEQ ID NO:32), PepHBS13B (SEQ ID NO:33), PepHBS13C
(SEQ ID NO:34), PepHBS13D1 (SEQ ID NO:35) y PepHBS13D2 (SEQ ID NO:36) como péptidos que consisten en
restos de aminodacidos que se encuentran entre la posicion 121 y la posicion 140; PepHBS14A (SEQ ID NO:37) y
PepHBS14C (SEQ ID NO:38) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 131 y la posicién 150; PepHBS15C (SEQ ID NO:39) como un péptido que consiste en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicion 141 y la posicion 160; PepHBS16AB (SEQ ID NO:40),
PepHBS16C2 (SEQ ID NO:41), PepHBS16C (SEQ ID NO:42) y PepHBS16D (SEQ ID NO:43) como péptidos que
consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicién 151 y la posicion 170; PepHBS 17C (SEQ
ID NO:44) y PepHBS17D (SEQ ID NO:45) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se
encuentran entre la posicion 161 y la posicion 180; PepHBS18ABD (SEQ ID NO:46) y PepHBS18C (SEQ ID NO:47)
como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 171 y la posicion 190;
PepHBS19A (SEQ ID NO:48) y PepHBS19C (SEQ ID NO:49) como péptidos que consisten en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicion 181 y la posicion 200; PepHBS20A (SEQ ID NO:50), PepHBS20B
(SEQ ID NO:51) y PepHBS20C (SEQ ID NO:52) como péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se
encuentran entre la posicién 191 y la posicion 210; PepHBS21A (SEQ ID NO:53), PepHBS21B (SEQ ID NO:54),
PepHBS21C (SEQ ID NO:55) y PepHBS21D (SEQ ID NO:56) como péptidos que consisten en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicién 201 y la posicion 220; y PepHBS22CD (SEQ ID NO:57) como un
péptido que consiste en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 211 y la posicion 226 de
antigeno HBs. El caracter A, B, C, D o similar en el extremo del nombre de cada péptido indica que la secuencia de
aminoéacidos del péptido es una secuencia de aminoacidos de un genotipo representativo. Ademas, "AB" indica que
la secuencia de aminoacidos del péptido es la secuencia de aminoacidos comun entre los genotipos Ay B.

Segun los resultados del andlisis de epitopo, el anticuerpo HBs121 unido a PepHBS16C2, PepHBS16C y
PepHBS16D que son péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 151 y la
posicion 170, pero no se unen a PepHBS 16AB. El anticuerpo HBs123 unido a PepHBS4A, PepHBS16C y
PepHBS16D que son péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 31y la
posicion 50, pero no se unen a PepHBS4D. El anticuerpo HBs136 unido a PepHBS 12A, PepHBS 12C,
PepHBS12D1 y PepHBS 12D2 que son péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 11 y la posicién 130. El anticuerpo HBs163 unido a PepHBS4A, PepHBS16C y PepHBS16D que son
péptidos que consisten en restos de aminoacidos que se encuentran entre la posicion 31 y la posicion 50, pero no se
unen a PepHBS4D. El anticuerpo SF111 unido a PepHBSEAC que es un péptido que consiste en restos de
aminoacidos que se encuentran entre la posicion 51 y la posicién 69, pero no se unen a PepHBS6B. Por otra parte,
el anticuerpo HBs605C3 y el anticuerpo SF124CS unido al antigeno HBs que consiste en restos de aminoacidos que
se encuentran entre la posicion 1 y la posicion 226, pero no se unen a péptidos que tienen 20 restos de
aminoacidos.

10



ES 2642203 T3

[Tabla 1]

oNFFFFUQ_NGGGGHHHH b bl [ €3 SR L el e - (PO TR TRV LY L S S L ) TR TRy TRy T

IR Y BTy PES [ Ty - W e B [EE X RO O &

ml-..GﬁnunoccccccGRJRRRRFFT'**U. P ] (A TN TR T

(2 O QD D[ — DOV VN — el b= o i oL A A D OO D D O o e e L0 OO0, Q.

[ A i - o 2 bem e e O G e ad ] AANAIE =N EB E G GG L

vVLLDY

OO0 O

—d

-t

-5

Qe o) Ve Qu Qe =G0 O O O OO O
A QO O — >
a.

L+ | R &2 b= i e [ 0 D A O . O

=l - RO A O O Q| o

[T,
B

O ol e N T NP WRTWPY - P B e Y N (o PR P
[ 2]

(o= S T D OC w2 (DO OQIoOoDONOoEE

L
.
§
s

T D O Ol b b =GO

W) LU W) e 0o af el 3= {0 02 000 Ou Qe G

LIRER

e B I DO O Qe o0 ) U e 07 Ol L

L D S W W T S L

P
P
P
T
P
0
P
P

F

u

$

S

T

| ) el [ ) o i} T E o G f i -

]
G
G
G
G

[ o O R ) W) D W

TTTT'"“"'.lsp_"""LL.FFSSPPPI.LL*
PP'LLLL-“'ﬁ"LLGGGFFF:

TPPPP.LL KPYFFFSSOOTUHN!PPPP

S
3
F
F
F
Q
0
0
0

VDD (O — Do G LS OO OME -

0L {0 o 2 O

1]
N
N
N
N
6
G
G
]

T . Ol U] B G G 0.1 €O €3 O Ol - B A O M e Wil e Oe e e 2|00 WD D D

¢

el ] e Gl

P
L
L
L
L
L
L
P
L

= Vo oo o Ol ol [P D LD DO O O QOO O D] o DO Ol i [ =2 2 | )

L L ¢ L
¥
1
I
L

e e b e €5 €D BV DHIS O DD e =0 o O O Qo = b e o o LD Ol U b o o0 G o e B E————

LR LA ol el ol S e T - R P T T )

C
¢
¢

DA OO GO GO € o [ D> 2N NEAEENEED

F
11

DN DO Ol

L P

Ik o O O |0 it Qe O Ed i il el el o (O N el S e R - 31 R B 4 ] I ] R PR

-
Q= =3 3 () = =) DO O |0 G QL f = = e = a ol o vl o e - — =
|'-|Tut.vnssss..hﬁnusouss."LLLLLTSssccccc_._lrrﬁnssss..r_rr-ssv-ﬂnﬂvvsSss
4"N"sLLTDDDDGGGGSSITRRFF_“..STSSTT‘TTT“.&}) PPPA""LLFFSSSPPPP
b bl il Ll d e [ ] o ) o fird e e e [ (L L > GGGGGGGrKKKRRsspll||LL_""__wuLLLGGGB
| "'““PPILSSSSFFFFoossss|Lunu_PPPPGGGGC"TKPPPPFFSSQO""“'N“'r

PFLEP

PeptBS210
PepHBS22CD

2280248 sp3p2elaBe=BolseilzanilisonBisaeelansansizas
Bl R g

L




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2642203 T3

Ejemplo 2
Preparacién de anticuerpo monoclonal establecido
(A) Preparacion de anticuerpo monoclonal a partir de sobrenadante de cultivo

Cada uno de los hibridomas establecidos se cultivd en un medio libre de suero (Hybridoma-SFM, GIBCO) a 37 C
con una atmosfera de un 5 % de dioxido de carbono durante 72 a 96 horas. El medio de cultivo se aplicé a una
columna de proteina A recombinante (GE Healthcare Bio-Science KK). El anticuerpo se eluy6 de la columna usando
un tampoén a un pH de 5,5 para obtener el anticuerpo monoclonal purificado de la presente invencién. Se obtuvieron
aproximadamente 10 mg a partir de 500 ml del medio de cultivo.

(B) Preparacion de anticuerpo monoclonal a partir de ascitis

Se administré intraperitonealmente a ratones Balb/c de 4 a 6 semanas de edad, 0,5 ml de pristano por ratény, 7 dias
después, cada uno de los hibridomas proliferados se inoculé intraperitonealmente para lograr la cantidad celular de 5
x 10° por ratdén. Se obtuvieron aproximadamente 15 ml de ascitis a partir de 5 individuos de ratones y, se obtuvo
aproximadamente 10 mg de un anticuerpo a partir de 2 ml de ascitis. La purificacion del anticuerpo monoclonal en la
ascitis se llevé a cabo del mismo modo que en el anterior proceso de purificacion descrito del mismo a partir del
sobrenadante de cultivo.

Ejemplo 3
Anticuerpo monoclonal marcado con HRP

El marcado con HRP del anticuerpo se llevé a cabo usando EZ-Link Plus Activated Peroxidase de Pierce. Este
método une HRP, al cual se le ha introducido grupo aldehido, a un grupo amino en la molécula del anticuerpo. El
marcado se llevé a cabo segun el protocolo proporcionado por el fabricante.

Ejemplo 4

En este Ejemplo 4, el antigeno HBs en la muestra de un paciente infectado por VHB se midi6 usando como
anticuerpo/anticuerpos de captura para el ensayo sandwich el Unico anticuerpo de captura interna, el Unico
anticuerpo de captura externa o la combinacién del anticuerpo de captura interna y el anticuerpo de captura externa
y usando como anticuerpo/anticuerpos de deteccion el Unico anticuerpo de deteccidn interna, el anticuerpo de
deteccién externa o la combinacion del anticuerpo de deteccidn interna y el anticuerpo de deteccion externa.

Se uso el anticuerpo 6G6 como anticuerpo de captura interna, el anticuerpo HBs136 como anticuerpo de captura
externa, el anticuerpo S6F111 como anticuerpo de deteccion interna y el anticuerpo SF124CS como anticuerpo de
deteccion externa. A una concentracion de 4 ug/ml, se afiadieron 100 pl del Gnico anticuerpo 6G6, Unico anticuerpo
HBs136 o el anticuerpo mezclado en el que se mezclaron cantidades iguales de anticuerpo 6G6 y anticuerpo
HBs136 a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos (Costar 2592), y se incubaron a 4 °C durante la noche.
Después de lavar la placa dos veces con 10 mM de tampén de fosfato, pH 7,3, que contenia 0,15 M de NacCl, 350 pl
de 10 mM de tampdn de fosfato que contenia un 0,5 % de caseinato de sodio se afiadio a cada pocillo y el bloqueo
se llevo a cabo a 37 °C durante 5 horas. Después de retirar la solucion de bloqueo, se afiadieron a cada pocillo 25 pl
de tampon de reaccion (pH 7,2) que contenia un 2% de Lauril sarcosinato de sodio (NLS) (WAKO) y 75 ul de una
muestra individual normal o una muestra de VHB positivo, y la reaccién se dejé procesar con agitacion a una
temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccion se sigui6 por 8 veces de lavado con 10 mM de tamp6n de fosfato,
pH 7,3, que contenia un 0,05 % de Tween 20 (solucion de lavado). Posteriormente, se diluyd anticuerpo SF124CS
marcado con peroxidasa de rdbano picante, anticuerpo SF111 o el anticuerpo mezclado en el que se mezclaron
cantidades iguales de anticuerpo SF124CS y anticuerpo SF111 con 10 mM de tampoén de fosfato, pH 7,3, que
contenia BSA al 2%, un 1 % de suero de ratén y un 0,2 % de Triton X-100, y se afiadieron 100 pl de la dilucién a
cada pocillo para dejar que la reaccién proceda con agitacion a una temperatura ambiente durante 1 hora. Después
de lavar 8 veces con la solucién de lavado, se afadieron 100 ul de una solucion de sustrato (o-fenilenediamina,
SIGMA) a cada pocillo, y la mezcla resultante se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta que la
reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 pl acido sulfdrico 2N a cada pocillo. Se midié la absorbencia (D.O) a
492 nm mediante un detector de TOSOH usando la absorbencia a 620 nm como el control. Los resultados se
muestran en la tabla 2. Los resultados de la muestra normal se indicaron como D.O y los resultados de las muestras
positivas de VHB se indicaron como Sefial/Negativo (S/N) que se calcul6 mediante la division de la D.O de la
muestra positiva en VHB por D.O de la muestra normal. Cuando la S/N no superaba 1, el resultado se consideraba
como N.D. (no detectable). En la Tabla 2, Int represente el anticuerpo 6G6 y Ext represente el anticuerpo HBs136
que son los anticuerpos de captura, y Int representa el anticuerpo SF111 y Ext representa el anticuerpo SF124CS
gue son los anticuerpos de deteccion.

Cuando Int se usé Unicamente como el anticuerpo de captura en el método para el analisis del antigeno HBs, el

antigeno HBs en las muestras positivas de VHB 4, 5 y 6 no se pudieron medir. Ademas, cuando Int se usé
Unicamente como anticuerpo de deteccion en el método para el analisis del antigeno HBs, el antigeno HBs en las
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muestras positivas de VHB 4, 5 y 6 no se pudieron medir, y los valores medidos de antigeno HBs en las muestras
positivas de VHB 10 y 12 fueron extremadamente bajos. Por otra parte, cuando Ext se us6é como el anticuerpo de
captura y Ext se us6 como el anticuerpo de deteccién; cuando Ext se us6 como el anticuerpo de captura y Int + Ext
se usaron como el anticuerpo de deteccion; cuando Int + Ext se usaron como el anticuerpo de captura y Ext se usé
como el anticuerpo de deteccion; o cuando Int + Ext se usaron como el anticuerpo de captura y Int + Ext se usaron
como el anticuerpo de deteccion; todas las muestras positivas en VHB se pudieron medir.
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Ejemplo 5

En el Ejemplo 5, el antigeno HBs se midi6 con las condiciones de anticuerpo HBs-negativo y anticuerpo HBs-positivo
en el método para el andlisis de antigeno HBs usando combinaciones de los anticuerpos de captura y anticuerpos de
deteccion, cuyas combinaciones se usaron en el Ejemplo 4. Mas particularmente, el plasma de anticuerpo HBs-
positivo con un titulo de anticuerpos alto se afiadié a muestras de prueba de antigeno HBs-positivo y las influencias
del mismo se investigaron.

Se us6 el anticuerpo 6G6 como anticuerpo de captura interna, el anticuerpo HBs136 como anticuerpo de captura
externa, el anticuerpo S6F111 como anticuerpo de deteccion interna y el anticuerpo SF124CS como anticuerpo de
deteccién externa. A una concentracion de 4 ug/ml, se afiadieron 100 ul de una solucion del Unico anticuerpo 6G6,
Unico anticuerpo HBs136 o la mezcla de cantidades iguales de anticuerpo 6G6 y anticuerpo HBs136 a cada pocillo
de una microplaca de 96 pocillos (Costar 2592) y se incubaron a 4 °C durante la noche. Después de lavar la placa
dos veces con 10 mM de tamp6n de fosfato, pH 7,3, que contenia 0,15 M de NaCl, 350 pl de 10 mM de tamp6n de
fosfato que contenia un 0,5 % de caseinato de sodio se afiadié a cada pocillo y el bloqueo se llevé a cabo a 37 °C
durante 5 horas. Después de retirar la solucion de bloqueo, se afiadieron a cada pocillo 25 pl de tampdn de reaccion
(pH 7,2) que contenia 2 % de NLS (WAKO) y 75 pl de una muestra normal o una muestra positiva en VHB diluidas
con plasma de anticuerpo HBs- negativo o anticuerpo HBs-positivo y la reaccion se dejé proceder con agitacion a
temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccion se siguié por 5 veces de lavado con 10 mM de tamp6n de fosfato,
pH 7,3, que contenia un 0,05 % de Tween 20 (solucion de lavado). Posteriormente, se diluyé anticuerpo SF111
marcado con peroxidasa de rabano picante, anticuerpo SF124CS o el anticuerpo mezclado, en donde se han
mezclado cantidades iguales de estos anticuerpos con 10 mM de tampoén de fosfato, pH 7,3, que contenia BSA al
2%, un 1 % de suero de ratén y un 0,2 % de Triton X-100, y se afiadieron 100 pl de la diluciéon a cada pocillo para
dejar que la reaccion proceda con agitacion a una temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar 5 veces
con la solucién de lavado, se afiadieron 100 ul de una solucién de sustrato (o-fenilenediamina, SIGMA) a cada
pocillo, y la mezcla resultante se incubé a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta que la reaccion se detuvo
mediante la adicion de 100 pl &cido sulfarico 2N a cada pocillo. Se midi6 la absorbencia (D.O) a 492 nm mediante un
detector de TOSOH usando la absorbencia a 620 nm como el control. Los resultados se muestran en la tabla 3. Los
porcentajes de los valores obtenidos a partir de las muestras diluidas con el plasta de anticuerpo HBs-positivo en
relacién con los valores (definidos como 100 %) obtenidos a partir de las muestras diluidas con el plasta de
anticuerpo HBs-negativo se representaron como inhibicién (%). En la Tabla 3, Int represente el anticuerpo 6G6 y Ext
representa el anticuerpo HBs136 que son los anticuerpos de captura (1° Ab) y Int representa el anticuerpo SF111y
Ext representa el anticuerpo SF124CS que son los anticuerpos de deteccion (2° Ab).

Cuando Ext se us6 Unicamente como el anticuerpo de captura en el método para analizar antigeno HBs, todos los
valores medidos no superan el 63,5 % en las muestras positivas en VHB 1y 8, y no superan el 44,2 % en la muestra
positiva en VHB 3. Por otra parte, cuando Int o Int + Ext se usaron como el anticuerpo de captura en el método para
analizar antigeno HBs, todos los valores medidos no eran inferiores al 72,3 % en las muestras positivas en VHB 1y
8 y no eran inferiores al 59,4 % en la muestra positiva en VHB 3. De este modo, se sugiri6 que el método para
analizar antigeno HBs usando Int o Int + Ext como anticuerpo de captura era menos probable que se viese afectador
por el anticuerpo anti-HBs en el cuerpo de un paciente.

[Tabla 3]

VHB-muestra positiva 1 VHB-muestra positiva 3 VHB-muestra positiva 8

ler Ab 2° Ab Abde Abde Inhibicion | Abde Abde Inhibicibn | Abde Abde Inhibicion
HBs () HBs (+) (%) HBs (-) HBs (+) (%) HBs (-) HBs (+) (%)

Int Int 0,355 0,346 97,4 0,123 0,088 69,6 1,034 1,094 105,8

Ext 0,279 0,236 84,0 0,061 0,047 73,7 2,019 1,461 72,3
Int+Ext | 0,389 0,350 89,8 0,109 o088 79,2 1,991 1,573 78,9

Ext Int 0,316 0,199 62,2 0,135 0,061 41,8 0,404 0,256 62,8
Ext 0,083 0,048 60,4 0,030 0,010 35,4 0,230 0,125 55,1

Int+Ext | 0,267 0,171 63,5 0,117 0,054 44,2 0,455 0,279 61,0

Int+Ext Int 0,499 0,428 85,3 0,156 0,096 59,4 1,334 1,255 93,9
Ext 0,264 0,194 73,6 0,052 0,035 67,6 1556 1,230 79,1

Int+Ext | 0,497 0,409 81,9 0,146 0,095 63,4 1,815 1,619 89,1

Los resultados en la anterior Tabla 2 y Tabla 3 se resumen en la Tabla 4. En la Tabla 2, las combinaciones de los
anticuerpos con las que todas las muestras podrian medirse se representan mediante O. En la tabla 3, las
combinaciones de los anticuerpos con los que los valores medidos no son inferiores al 80 % en la muestra positiva
en VHB 1, con los que los valores medidos no son inferiores al 60 % en la muestra positiva en VHB 3 o con los que
los valores medidos no son inferiores al 80 % en la muestra positiva en VHB 8 en el Ejemplo 5 se representan
mediante O.
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[Tabla 4]
Anticuerpo de Anticuerpo de Tabla 2 Tabla 3 — —
captura deteccién VHB-r_n_uestra VHB-muestra positiva VHB-muestra positiva
positiva 1 3 8
Int Int X o (0] o
Ext X o (0] X
Int+Ext X o] o X
Ext Int X X X X
Ext o X X X
Int+Ext 0] X X X
Int+Ext Int X O X 0]
Ext o X (0] X
Int+Ext 0] 0] o ®)

Tal como se muestra en la Tabla 4, se descubrié que la aparicion de falso negativo disminuy6 usando Int + Ext como
el anticuerpo de captura y usando Int + Ext como el anticuerpo de deteccién, de modo que el desarrollo de un
método para analizar antigeno HBs que es menos probable que se vea afectado por el anticuerpo anti-HBs en el
cuerpo de un paciente es posible.
Aplicabilidad industrial
Mediante el uso del método de la presente invencién para analizar antigeno HBs en la deteccion de infeccién de
VHB, es posible analizar una muestra de prueba infectada por VHB que no podria analizarse mediante el método
convencional. También es posible cuantificar antigeno HBs en un paciente infectado por VHB con mas exactitud
para ayudar a comprender el estado de enfermedad del paciente.
La presente invencion se ilustr6 anteriormente en el presente documento haciendo referencia a realizaciones
especificas, pero modificaciones y mejoras que son obvias para los expertos en la materia se encuentran dentro del
alcance de la presente invencion.
Listado de secuencias

<110> Instituto de Ciencias Naturales Avanzado, Inc.

<120> Método de andlisis para antigeno de superficie del virus de la hepatitis B

<130> ALS-793

<150> JP 2006-294906
<151> 30/10/2006

<150> JP 2007-133539
<151> 18/05/2007

<160> 57

<170> Patentln versién 3. 1
<210>1

<211> 226

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 1
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Mt Gu Asn Ile Thr Ser Gy Phe Leu GGy Pro Leu Leu Val Leu G n
1 5 10 15

Ala Gy Phe Fhe
20

<210>3

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 3
Met Glu Asn lle Ala Ser Gy Leu Leu Gy Pro Leu Leu Val Leu G n
1 5 10 15

Ala Gy Phe Phe
20

<210>4

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 4
Met G u Asn Thr Thr Ser Gy Phe Leu GGy Pro Leu Leu Val Leu G n
1 5 10 15

Ala Gy Phe Fhe
20

<210>5

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 5
Met G u Ser Thr Thr Ser Gy Phe Leu Gy Pro Leu Leu Val Leu Gn
1 5 10 o 15
Ala Gy Phe Phe
20

<210>6

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400>6
Pro Leu Leu Val Leu dn Ala Ay Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu
1 5 10 15

Thr Ile Pro dn
20

<210>7
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<211>20
<212> PRT
<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 7
Pro Leu Leu Val Leu dn Ala Ay Phe Phe Leu Leu Thr Lys lle Leu
1 5 10 15

Thr Ile Pro A n
20

<210>8

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 8

Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro dn Ser Leu Asp Ser Trp Trp
1 5 10 15

Thr Ser Leu Asn
20

<210>9

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400>9

Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn Phe Leu Gy Ay Ser Pro
1 5 10 15

Val Cys Leu Gy
20

<210> 10

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 10

Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn Phe Leu @y Ay Thr Pro
1 5 10 15

Val Cys Leu Gy
20

<210> 11

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 11
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Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr 3Jer Leu Asn Phe Leu Ay Ay Ala Pro
1 5 10 15

Thr Cys Pro Ay
20

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 12

Ser Leu Asp Ser ‘é‘rp Trp Thr Ser Leu Agn Phe Leu Gy Gy Tgr Thr
1 1 1

Val Cys Leu Gy
20

<210> 13

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 13

Phe Leu Gy @y Ser Pro Val Cys Leu Ay Gn Asn Ser A n Ser Pro
1 5 10 15

Thr Ser Asn Hi s
20

<210> 14

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 14

f’he Leu Gy Ay fghr Pro Val Cys Leu ?Oy G@n Asn Ser dn 1Sgr Gn

Ile Ser Ser H s
20

<210> 15

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 15

fhe Leu Ay Ay ?Ia Pro Thr Cys Pro ?Oy @dn Asn Ser dn 1Sgr Pro

Thr Ser Asn Hi s
20
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<210> 16

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 16

Phe Leu dy dy ‘é‘hr Thr Val Cys Leu Goy @ n Asn Ser Gn Sgr Pro
1 1 1

Thr Ser Asn H s
20

<210> 17

<211>19

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 17

An Asn Ser An Ser Pro Thr Ser Asn Hi s Ser Pro Thr Ser Cys Pro
1 5 10 15

Pro Ile Cys

<210> 18

<211>19

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 18
An Asn Ser An Ser An lle Ser Ser Hs Ser Pro Thr Cys Cys Pro
1 5 10 15
Pro Ile Cys

<210> 19

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 19

Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Ile Cys Pro Ay Tyr Arg Trp Met Cys
1 5 10 15

Leu Arg Arg Phe
20

<210>2

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 20
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Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Thr Oys Pro @y Tyr Arg Trp Met Oys
1 5 10 15

Leu Arg Arg Phe
20

<210>21

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 21

Ay Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe Ile Ile Phe Leu Phe Ile
1 5 10 15

Leu Leu Leu QOys
20

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 22

Ay Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe lIle Ile Phe Leu Cys lle
1 5 10 15

Leu Leu Leu Cys
20

<210> 23

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 23

lle Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys Leu Ile Phe Leu Ile Val
1 5 10 15

Leu Leu Asp Tyr
20

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 24

Lou Ile Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr G n Gy Mt Leu Pro Val
1 5 10 15

Cys Pro Leu Leu
20

<210> 25
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<211>19

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B
<400> 25

Gn dy Mt Leu gro Val Cys Pro Leu IIOe Pro Ay Ser Thr Tgr Thr
1 1 1

Ser Thr Gy

<210> 26

<211>19

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 26

Gn Gy Met Leu Pro Val Oys Pro Leu Ile Pro Ay Ser Ser Thr Thr
1 5 10 15

Ser Thr dvy

<210> 27

<211>19

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 27

dn dy Mt Leu Pro Val Cys Pro Leu Leu Pro @y Thr Ser Thr Thr
1 5 10 15

Ser Thr Ay

<210> 28

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B
<400> 28

Pro Gy Ser Thr Thr Thr Ser Thr Ay Pro Cys Lys Thr Cys Thr Thr

1 5 10 15
Pro Ala dn dy
20

<210> 29

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 29
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Pro Gy Thr Ser ‘é‘hr Thr Ser Thr Qv Pao Cys Lys Thr Cys Tgr Ile
1 1 1

Pro Ala Gn Ay
20

<210> 30

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 30
Pro Ay Ser Ser Thr Thr Ser Thr Ay Pro Cys Arg Thr Cys Thr Thr
1 5 10 15

Pro Ala dn Ay
20

<210>31

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 31
Pro Ay Ser Ser Thr Thr Ser Thr Ay Pro Cys Arg Thr Cys Met Thr
1 5 10 15

Thr Ala dn dy
20

<210> 32

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 32

Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala Gn Gy Asn Ser Met Phe Pro Ser
1 5 10 15

Cys Cys Cys Thr
20

<210> 33

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 33

Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala @n Ay Thr Ser Mt Phe Pro Ser
1 5 10 15

Cys Cys Cys Thr
20
<210> 34
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<211>20
<212> PRT
<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 34

Cys Lys Thr Cys Thr Ile Pro Ala @n Ay Thr Ser Met Phe Pro Ser
1 5 10 15

Cys Cys Cys Thr
20

<210> 35

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 35

Cys Arg Thr Cys 'é‘hr Thr Pro Ala G n Goy Thr Ser Met Tyr Pgo Ser
1 1 1

Cys Cys Cys Thr
20

<210> 36

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 36

Cys Arg Thr Cys Mbt Thr Thr Ala @ n @y Thr Ser Mt Tyr Pro Ser
1 5 10 15

Cys Cys Cys Thr
20

<210> 37

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 37

Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Thr Asp Gy Asn
1 5 10 18

Cys Thr Cys lle
20

<210> 38

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 38
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]’hr Ser Met Phe Ero Ser Cys Cys Oys ]’Br Lys Pro Ser Asp ?Sy Asn

Cys Thr Cys lle
20

<210> 39

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 39

Lys Pro Ser Asp Ay Asn Cys Thr Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp
1 5 10 15

Ala Phe Ala Arg
20

<210> 40

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 40

Pro Ile Pro Ser ger Trp Ala Phe Ala L%s Tyr Leu Trp Gu Tgp Al a
1 1 1

Ser Val Arg Phe
20

<210>41

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 41
Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Lys Phe Leu Trp GAu Trp Ala
1 ) 10 15
Ser Val Arg Phe
20
<210> 42
<211> 20
<212> PRT
<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 42

Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Arg Phe Leu Trp Gu Trp Al a
1 5 10 15

Ser Val Arg Phe
20
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<210> 43

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 43

Pro Ile Pro 3er Ser Trp Ala Phe Ay Lys Phe Leu Trp Qu Trp Al a
1 5 10 15

Ser Ala Arg Phe
20

<210> 44

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 44

Phe Leu Trp Gu Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu
1 5 10 15

Val Pro Phe Val
20

<210> 45

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 45
Phe Leu Trp GGu Trp Ala Ser Ala Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu
1 5 10 15

Val Pro Phe Val
20

<210> 46

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 46

Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Gdn Trp Phe Val Ay Leu
1 5 10 15

Ser Pro Thr Val
20

<210> 47

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 47
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Ser Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val dn Trp Phe Ala Ay Leu
1 5 10 15

Sor Pro Thr Val
20

<210> 48
<211> 20
<212> PRT
<213> Virus de la Hepatitis B
<400> 48
@n Trp Phe Val @y Leu Ser Pro Thr Val Trp Leu Ser Ala Ile Trp
1 5 10 15
Mot Met Trp Tyr
20

<210> 49

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B
<400> 49

@n Trp Phe Ala Ay Leu Ser Pro Thr Val Trp Lesu Ser Val e Trp
1 5

I
10 15

Mot Met Trp Tyr
20

<210>50

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B
<400> 50

Trp Leu Ser Ala Ile Trp Met Met Trp Tyr Trp Ay Pro Ser Leu Tyr
1 5 10 15

Ser |le Val Ser
20

<210>51

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 51
Trp Leu Ser Val Ile Trp Mot Mbt Trp Phe Trp Gy Pro Ser Leu Tyr

1 5 10 o 15

Asn |Ile Leu Ser
20

<210> 52
<211> 20
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<212> PRT
<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 52
Trp Leu Ser Val
]

Asn |le Leu Ser
20

<210> 53

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 53

Trp Gy Pro Ser

Pro Il e Phe Phe
20

<210> 54

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 54

Trp Gy Pro Ser

Pro Il e Phe Phe
20

<210> 55

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 55

ES 2642203 T3

lle Trp Met Mbt Trp Tyr Trp Ay Pro Ser Leu Tyr
5 10 15

Ile Val Ser Pro Phe Ila Pro Leu Leu

Leu Tyr Ser
5 10 15

Leu Tyr Asn |lle Leu Ser Pro Phe Mt Pro Leu Leu
5 10 15

Trp Ay Pro Ser geu Tyr Asn |lle Leu Ser Pro Phe Leu Pro Leu Leu
1

Pro Il e Phe Phe
20

<210> 56

<211>20

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 56

10 15
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Trp Ay Pro Ser Leu Tyr Ser |le Leu Ser Prgo Phe Leu Pro Leu Leu
1 5 10 15

Pro Il e Phe Phe
20

<210> 57

<211>16

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 57

Pro Phe Leu Pro Leu Leu Pro Ile Phe Phe Cys Leu Trp Val Tyr Ille
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBs), caracterizado por que usa como
sondas de captura al menos una sonda de captura interna, en el que dicha sonda de captura interna se une a un
péptido, que consiste en aminoacidos, que se encuentran entre la posicién 51 y la posicién 60 en la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y al menos una sonda de captura externa, en donde dicha sonda de
captura externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 111 y la
posicion 130 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y que usa como sondas de
deteccién al menos una sonda de deteccidn interna, en donde dicha sonda de deteccién interna se une a un péptido,
que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 51 y la posicion 69 de la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1 y al menos una sonda de deteccion externa, en donde dicha sonda
de deteccién externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 98 y la
posicion 156 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1.

2. El método para analizar antigeno HBs segln la reivindicacién 1, en el que dichas sondas son anticuerpos
monoclonales o fragmentos de los mismos.

3. El método para analizar antigeno HBs segun la reivindicacién 2, en el que dicho anticuerpo monoclonal de captura
interna se selecciona a partir del grupo que consiste en anticuerpo FERM BP-10117, anticuerpo FERM BP-10702,
anticuerpo FERM BP-10700 y anticuerpo FERM BP-10698; dicho anticuerpo monoclonal de deteccion interna se
selecciona a partir del grupo que consiste en anticuerpo FERM BP-10117, anticuerpo FERM BP-10702, anticuerpo
FERM BP-10700 y anticuerpo FERM BP-10698; dicho anticuerpo monoclonal de captura externa se selecciona a
partir del grupo que consiste en FERM BP-10699, anticuerpo FERM BP-10703, anticuerpo FERM BP-10701 y
anticuerpo FERM BP-10697; dicho anticuerpo monoclonal de deteccion externa se selecciona a partir del grupo que
consiste en anticuerpo FERM BP-10699, anticuerpo FERM BP-10703, anticuerpo FERM BP-10701 y anticuerpo
FERM BP-10697; dicho anticuerpo monoclonal de captura interna y dicho anticuerpo monoclonal de deteccion
interna son anticuerpos distintos; y dicho anticuerpo monoclonal de captura externa y dicho anticuerpo monoclonal
de deteccion externa son anticuerpos distintos.

4. Un kit para analizar antigeno HBs, caracterizado por que comprende un portador de anticuerpos inmovilizados
que comprende como sondas de captura al menos una sonda de captura interna, en donde dicha sonda de captura
interna se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la posicién 51 y la posicién 60 en
la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y al menos una sonda de captura externa, en donde
dicha sonda de captura externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la
posicion 111 y la posicién 130 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1; y un reactivo que
comprende como sondas de deteccidon al menos una sonda de deteccion interna, en donde dicha sonda de
deteccién interna se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se encuentran entre la posicion 51 y la
posicion 69 de la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1 y al menos una sonda de deteccién
externa, en donde dicha sonda de deteccion externa se une a un péptido, que consiste en aminoacidos que se
encuentran entre la posicion 98 y la posicion 156 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1.
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