SOE LA PROPIEDAD INDUST ' \EZED — Ja
3*DE ‘LA ‘PROPIEDAD INDUSTRIAL O %{ 271 . 504 Y
@i vF!cm DE P‘ntsanﬁmou

18-4-198%

MODELO DE UTILIDAD 10CT.1983

. ESPARA
‘ PRIDRIDA‘D:.E.s: . . )
' NUMERO ’ . @ FEC&A ‘ . PAIS
P 32 14 317.6 ~ 19-4-82 | Rep.Fed.Alemana
@ FECHA DE PUBLICIDAD QCLASIF'ICAchN ]

ERNACIONAL, I ~ M 1
o | BOAL. 03 Cgb{/d 3%/5;447 < /Qf
LW )

e e

TITULO DE LA INVENCION

"PLACA DE MICROTITULACION" .

. s
- g
@ SOLICITANTE (sS)

BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAF”

v e+ e g.FF

(Hoe 82/B 007)

DOMICILIO CEL SOLICITANTE

D-%3550 Marburg l; Rep.Fed.Alemana

@ INVENTOR (E£5)
Dr. Hans-Detlef Dopatka

@ YITULAR (£S5}

REMRESCNTANTE i
D. FERNANDO DE ELZABURU MARQUEZ

(MOD.- 6.%39)

e

UNE A<  MOD. 3204 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE L& MEMORIA

ASM



{8

(ol
(ea
D)
]

[
(@]

no
(@

(@]

o

o El invento se refiere & una placa de microtitula-l

te de temperatura entre las soluciones de reasccidn en reci-

Lab. Sci. (1573) 35, 227).

Hajn nom, 1

ecién en la que las zonas de borde y la parte central se ca-
lientan uniformemente cuando es colocada sobre una base con

temperatura mds eleveda, de forma gue no se produce gradien

pientes del borde y las de la parte central. Lsia placa tig
ne, por ello, propiedades que evitan el llamado efecto mar-

co de las placas convencionales.

Zste efecto marco es conocido como fuente de erriyr
en el knzyme Linked Inmuno Sorbent Assay (ELI 3A ) (hnsaye de

inmuno~sorbente enlazado por enzima), cuando éste se reali-

za sobre placas de microtitulacidn (Denmark y Chessum,:ﬁgg.
k] falgeamiento del resuliado de
la prueba consiste en una elevacién de la intensidad del cg
lor en las depresiocnes del borde de las placas de microtitg
lacidén utilizacas, a pesar de que, por parte de la 1nscala-
cidn de prueba, cabria esperar un valor de extincién aproxl
madamente igual en todas laS depresiones.

_ﬁSygﬁ?;plcd clevac1on-ae la intensidad del color
no debe sef confundida con las degviaciones individuales
denouminedas generalmente "arrangueg", que suelen aparecer
sobre 1la placa ude microtitulacidn con ﬁna distribucion ca-
sual. Aqui lus causas son errores en la realizacidén de la
»ruebs, cedectos en el recunrimienio o en ia calidad del gl
turial de la placa,

ror el contrario, el efecto marco es producido
por'uné calaa ae temperstura entre las cavi.ades de borde

Y las restanters cavidades de la placa de microtitulecidn

durante las reacciones inmunoldgicas y la reaccidn enzimé-
tica del kilsa (Burt ev al., J. Tmmunol. Meth. (1979) 31,
231).
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o - Con une temperatura en las cavidades del borde de|

‘miento mds rédpiio del borde de la placa. Lsto puede expii7i

medignte lu Tlolacidn exente de burbujas de la place de mi-

' b;;li.ija nﬂt‘n 2

hasta 1,62C mis alta, las reacciones dependientes de la tem
peratura, como la unién de anticuerpos y antigenos o una;
reaccidén enzimdtica, se desarrollan @llfi mds deprisa que en
el reato de la placa. Esto se manifiesta por una més eleva-
da intengidad de color de la cavidad afectada en el ELISA.

E1l gradiente de temperatura enire las cavidades

del borde y el centro de la placa se produce por el calenta

carse tanto por la colocacidén de la placa sobre una bagé}
puena conductora del calor, por ejemplo el suelo metélico
de una incubadora, como por el aislamiento. térmico del:péﬁ—
tro ce laﬂﬁigba mediente el colchdén de aire debajo de la

placa. Cuantc mds eltas las temperaturas de incubacidén y .
mée cortos los tiempeos de incubéciém, mgs acusado es nprmg;
rente el efecto marco. hediénte el apilamiento unas entiia

de otrag de las placas se puede reducir el efecto marco y,

crotitulagidn en un baio maria o la utilizacién_del soplan—
te de calefaccidn adecuado, pvede ser eliminado.

Las dog posibilidades citadas en Ultimo luger son
te costosas (Viliver et &l., J. Immunol. eth. (1961) 42,
195).

Ll invento se noopone resolver el problem:z e con
aegguir una placa de micfutitul&cién, ¢g aecir, un aizpositg
Vo que, bfsicamente, consta e un soporte en forma de pla-
ca con varios recivientes, el cual garantice una variacién
uwniforme con el tiemro e lu temperotura del éontenido ae

toaos los recipientes, cuaneo el cispositivo es colocrdo s

oy
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| bre una base con una temperatura més elevada.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la gene-
racién de un gradiente de temperatura entre las zonas del
borde_y del interior de una placa de microtitulacidén al ca-
ientar puede ser evitaaa mediante una Torma adecuada del
waterial de la placa.

ns objeto del invento que la forma de una placa
de microtitulacidén convencional se modifica de tal wanera
gue la capacidaa de calentamiento de las cavidades sobre &l
borde ae la placa se reduce fuertemente y simulténeamepte»
se aumente le capacidad de calentawiento ue las restantes
caviuades de la placa. Ambos efectos de transporte de galon
cooperan de tel forma que el efecto marco es eliminado.

»8To es conseguido segin el invento mediante las
modificaciones en la forma de una place de microtitulgcién
convencional gque se deecriben detallademente a continuscidn
u otras similares que produzcan el mismo efecto, siendo:
la Figura 1, una visie de una placa segin el invento,
la Pigura 2, uua vista por cebajo de esta vlaca,
la Figura 3, una viste lateral de esta placa y

la ¥igura 4, la seccién IV — IV de la figura 1

a) ¥1 borde suverior (2) le la placa de microtitulacién es
separade e la parte (1) ve la wlzca, con la exeepciédn
ge unos wpocos vupnies de unidén (:), formadccs por los ex-
tremes en punte de los nervion (D), de formwa que se pro
duee una aberture cireundanie (4)y

E) en caso necesario, estos nervios (%) perpenuiculares a

{-7

a superficie de la placza, son mantenidos tan altos co-
me es pogible, gin nmenoscabar le capacldec de apllamien

to de la place de microtitulacién. Los nervics pueden
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L ‘estar colocados entre la primera y la segun&a file de re+4

‘Hojn nom,

cipientes (8), la tercera 'y cuarta, quinta y sexta, =ép-
tima y octava, novena y dééima asi como onceave y doceavs,
tal como se representa er ‘3 Piguras 1 y 2. Los nervios,
(5) gin embargo, pueden también estar colocados perpendi-+
cularmente a lag filas de récipienﬁes entre las lineas dd

recipientes A hasta H;

9]
~

eén su cé=0 se preven ranuras (6), preferentemente peque-

Fiae muescas, en el canto de apoyo del borde inferior de

la placa (7) de tal Teorma que se enfrenten entre los nerd

vics (%H).

Liodo de funcionamiento v mejoras

La abertur& 4 reduce la trensuisidén del calor del
borde de la placa, que ge caliente, rdpidamente, hacia los
recicientes Jel borde.

mediante Jlas medicse &, b ¥y ¢ se¢ conslgue, tambiéy
nara placas avilzaas unasg encima de.otraﬁ, una degradacién'
nds rdpida éel colcidn de aire depajo Jde cada placa {princi
pio de ﬁoZo»de caida para el aire mis Trio). Lon ello, los
nerviog libres y ae gran superficie pueden calentarse mas
rédpidamente.

Lediante la medida b), los nervios calientes trang
miten unifornementie el calor &l corresponeiente recipiente
contiguo, siencdo el calentamiento a travis del nervio miswmo
rdg rdpido que a través de lom puntos de unidn con el borde
de la placa. &l efecto residual del borde de la placa es col
pensado por el achaflanado del nervio hacie ¢l borde de la
placa,

Ia sume de estas mediuas elimina el elfecto marco.
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1-perados entre €llos por una abertura y unidos unic:

‘elgunos pntospsserantizdndose una. varigeidn. uniforme”

Fde apoyo e la placa hay nrevisias ranuras.

7ti1idad en Eepafia, por VEINDE:

:cogen en las reivindicapionéswSiguienteS;; : ,

18~ ?1aca:de'microtitulaciénrcon un bor&e’dg.aag}
jo ¥ una parts centrél provista de recipienteé, caracte:iégl
da perque el borde y la purte central estén ampliamenté'se~a
de e,
temperatura del contenido de todos los reci@ientés;quando-
es}colocada sobre-una hase con una temperatura més alia
gue la de la placa.

28,- Place de microtitulacidn, especialmente ze-
sén la reivindicecidn 1%, caracterizada woroue en la parie

inferior de la placa estdn colocados nervios orientados en |

| K
R PR L 8
o

una direceidn.
38.- Placa’ de microtitulacidn, especialmente se-

gin la reivindicacidn 18, caracierizada porque en el borde

4% .= Flaca ae microtitulucidn sestdn il reivindicq
cidn 1#, curacierizaua poraue la abertura cntre borde y

parte centrul estd colocads tai cores de los reci

e

lentes
el bowde como ez posible.

H8,- rlaca we microtitulscidn segdn la reivindi-
cacidn 12 y/o 4%, caracterigada porquekia abertura entre

borde y parte central estd agrandada para Tormar ranuras.
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cidn

cede,

les fines

Ao uine

cacidn L1¥,

nados en iilas y entire cawca dos filas =28t%d colocadc un ner-

24 Y/O 38,

nervios estdn afilados y unen el borde y la parte central.

cidn 28 y/o 48,
de lg placa se

por 1muescas.

repreasentado en los dibujos

uor

68,~ Placa de microtitulacidén seglin la reivindi-

caracterizada porque log recipientes estdn orde—

\‘-l-Lv
78.- zlach de microtitulacidn se5ﬁn la reivindicaf
caracte da porque los extrewos de ios |

G8,- Flaca de wlcrotitulacidén segin la reivindica)

eracterizade vorque las ranuras del borde

entre log nervios y esidn formedas

e

WICROTITULACION®, ,
Memoria que ante-

> he ae scrito en la

que 3e acompanan y para

aue ge nan especiiicado.
[}
LEOA wewmeria consts de niete hojas cwerites a
uns gols cara. '
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