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Ia presente invencidn se refiere a un método pa-
ra la determinacidén de wroteinas y polinéptidos, por ejem—
plo hormonas proteinicas y polipeptidicas, en muestras acﬁg
ses, vor ejemplo en fluidos corporales tales como el suero
de la sangre o la orina, pero también en otras fuentes, ta
les como diferentes tipos de extractos glandulares. Un fac
tor esencial del método es que la sustancia oue ha de ser
determinada es capaz de actnar como antigeno, es decir, es
capaz de provocar la formacidn de. anticuernos contra si
misma en los animales.

Ta invenecidn se earzcteriza pnoroue unas particg,
las de polimeros insolubles en agua a 1os que se han unido
anticuerpog, por medio de enlaces covalentes, contra la
proteina o polipéptido cue ha de ser determinado, son pues
tas en contacto con la muestra y con una cierita cantidad
de la oroteina o polinéptido marcado o radimctivado con
un isdtopo radioctivo, con lo aque las varticulas, después
Ge haber tenido lumar la rencecidn entre la proteina 0 el
polipdutido y los anticuerpos unidos a las particulas, son
separadas del licuido de muestra, y se determina la radioag
tividad del material en particulas y/o del liguido.

Bl método puede ser utilizado para determinacio-
nes cualitativas y cuantitativas.

Ia invencidn se basa parcialmente en el conoci-
miento de gue, en ciertas circunstancias, las proteinas
vy los polipéntidos son, en general, cancces de actuar co-
mo antigenos, es decir cavzces de causar la Formacidn de:
anticuerpos, y parcialmente en el hecho de que los mé todos
radioinminolégicos son muy sensibles y muy adecuados pars

determinar proteinas y polinéptidos diferentes, pregentes

15,7467 -2 31‘«3‘257
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en los fliidos corvorales en concentraciones muy bojos.

ios métodos radioinmunolégicoa se bason en gene
ral en la capacidad de un anticuervo »ara unirge a su an-—
tigeno proteinico, independientemente de si date ditino
estd 0 no marcado o radioactivado con un igdtovo redioac-
tivo. Ié unidén de antizenos de proteinas marcedos ¥ no nay
cados tiene lugar en vronorcidén con la concentrneidn de
proteinas morcadas y no marcades, resnectivemcnte. Se 1mi-
de lz radiomctivided de la nroteina moarceds cue se une a
los anticuernos, y/o &e la vroteina marcede libre, en el
liguido de muestra. Ie proporcidn de nroteine commedidora
no mercaca puede ser determineda a partir de log valores
obtenidos por cdleulo o nor comparacidn Cirecta con una
curva normalireda o patrdn.

£n nrincioio, los métodos rodioimmunoldszicosn
pueden ser apliccdos a les proteinas y volinévlidos me
son entigénicos, cuowcces de ser purificados y oo mer mares
dos con un isdtopo radioactivo. Ia oroteins uwaide ol enti-
cuerpo ha de ser seporeda de la proteina no waida. Zste
procedinicnto de sewaracidn ha sido renlimodo oreviamente
por un gran nimero de métocos diferentes, tales como cro-
matografia sobre papel, electroforesis, wrecivitrcidn con
una sal o alcohol etilico, nrecipitecidén de enticuervos
por medio de anticuernos contra estos ultimos, o Liltra-

hl

cidn a través de un gel. dstos métodos son comnlicedos,
llevan tiempo, y no son précticos ni de consisnra en enso-
yos de rutina, nor ejemnlo en un laborstorio de un hosni-
tnl ordinario,.

Ie zran venteje del método de la aresente inven—

cidn es que los anticuernos se unen Iirmemente a un vehileuw

16.7.67 R \34{5257
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1o insoluble, y oue la proteina marcada, que en ln» detemni
nacién rescciona con los anticuerpos y se une a los mismos,

~t
L

puede ser asi separade I“cilmente de la proteine marcada
gue no es unide, por ejemplo nox simple centrifugacidn, o
filtracidn, siendo la seporocidn insensibie a las varia-
ciones en las concentraciones de sal y de nroteina del 1i-
quido dentro de limites fisioldgicos. El ensayo es fdcil
de llevar a cabo, ya que pureden dosificarse nreviamente,
en tubos de ensayo nor ejemnlo, cantidades conocides de
particulas, juntamente con enticuerpos unidos a las miémas
¥y oueden ser olmacenedss sin pérdida de su copacided de.
unidn o enlace. Todo el procedimiento, incluyendo la sepa-
racidn de las proteinns libres marcadas y de las proteinaé
mercadas unides & los anticuernos, suede ser realiwado en
un mismo tubo de ensoyo, sin ninguna adicidn posterior de-
sustancias precipitantes o similares.

21 método recuiere acceso a la proteina o el wo-
linéntido que han de ser determinados para producir anti-
cuernos, y wosibilidad de preparar proteinas o polinépti-
Gos marczdos con un trazador radiozctivo, y tembién que
gecn edecuados para obtener disolucigpes patrén normaliza-
¢os, para obtener por ejemplo, curvas patrdn.

Son ejemplos de proteines y polipéntidos contra
los cueles pueden obtenerse cnlicuernos las protéincs del
plaswa, las enzimos y muches hormonas, Iijenplos de estas
hormones son la insuline, los gonadotropinas, la hormona
Gel decarrollo, la ACTH, le tirotrovpina y la parathormona.

Tos anticuerpos contra la proteina o el polipép-
tido pueden ger wnrenarsdos por cualguier método conocido

por e, por inmunizccidn de enineles utilizados para expe-

. S S ’fm—] :.'“‘;'1
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rimentacidn, nor ejemplo por cndio Ge inyecciones subcutd—
nezs repetidas de pecueiias ceatidedes de la proteina o po-
linéptido antigénicos, combinndos nogiblemente con una sug
tancis de las llomadog suxiliares, tales como la emmloidn
de aceite mineral de #reund, en el animal . Iogs anticuer—
»0s producidos en log cnimecles nueden recunersrse del sue-
ro sanguineo de log mismos. Ia fraceidn nroteinica, que con
Liene el antisuero, nuede se recogida por-métodos conven-
cionzles, nor ejemnlo mrecipitendo el suero con cantidades
adecusdes de una digolucidn rcuosa seturcde de sulfato de
amonio.

Ia radiozctivacidn de la proteina o polindplido
con un isdtopo radioactico puede efectuarse de una forme
convencional, seleccionddose vere egte fin un isdtono ode-
cuado, por ejemplo I125, Il31, ¢t 6 w3, un isbtono parti-
cularmente adecuado es un isétono radiomctivo del yodo tal
como el 1125, porcue la radiozctivacidn con este isdtopo
es simple, ¥y noroue, por ejemplo, muchos laboratorios de
hognitales disponen ya del ecuino necesario pere medir es—
te isdtopo.

Como vehiculos para los anticuernos se utilisan
particulas de polimeros insolubles en sgua. ¥l polimero
se selecciona de modo cue contenga grupos reactivos adecug
dog, 0 pueda ser provisto de los mismos, tales como Lrunog
amino, grupos hidroxilo y grupos carboxilicos, vpara hacer
posible una fdcil unidn de los anticuerpos 2l wolimero por
medio de puentes con enlaces covalentes.

ds poerticulammente adecuade la eleccidn de var—

ticulas de volimeros rue consten de una estructura reticu~

lar de tres dimensiones, mentenida nox medio de enlaces co

16.7.67 -5 - 341257
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valentes. Aun cvendo son hinehables en agua, estas parti—
culas son completam:nte insolubles en ella, y son por tan
to incapaces de dejar en libertad cantidad alguna de matg‘
rial polimérico ni de la sustanciz unida a las nismas vor
enlaces covalentes, »nor ejemplo durante las operaciones
de lavado. Son ejemplos de estas particulas de polimeros
los grimilos de copolimeros obtenidos por reticulacidn de
sustancias que contienen una grén cantidad de grupos hi-
droxilicos, tales como los hidratos de carbono y los alco
holes de azicares, como el dextrano, el almiddén, las dex-:
trinas y otros polisacdridos, y el poli(alcohol vinilico):
con una sustancia bifuncional, por ejemplo sustancias bi-
funcionales del tipo X-R-Z, en las oue, por ejmplo, Xy 2
gon, cada uno de ellos, haldgeno o un grupo epoxidico, y
R es el radical de la sugtancia bifuncional, wnor ejemplo
un radical alifdtico que contiene de 3 a 10, inclusive,
dtomos de carbono.

Para este fin pueden utilizarse, nmor ejemplo,
granulos del producto Sephadex, disponible en el comercio,
cue es un Gextrano reticuledo con puentes de éter de gli-~-
cerina, obtenido tratando dextrano cen eviclorhidrina. El
Sevhad ﬁ y los productos obtenidos de una forma similar
son granulos del gel coprces de hinchafse en ague, pero
que son insolubles en ella, Contienen grupos hidroxilo, y
por lo tznto pueden ser sustituldos fdcilmente con otros
&rupos, por ejemnlo grupos cue contienen grupos aminicos
o grupos carboxilicos, y son vor tanto muy adecuados para
formar vuentes por enlaces covalentes con los anticuerpos.

s adecuado escoger particulas peouefiag, de modo

que se obtiene una cmplia superficie de contacto.

20.7.67 -6 34@257
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ios enticuernos se unen a dichas pariicules de
vehiculo con enlaces covalenies en condiciones suaves, de
medo cue no disminuye sustenciolmente la recctivided inmu
no-ouinica de 1o§ anticuernos. A cousa de los uniones CO-
volentes, log anticuernos no mieden aflojar su enlece ¥
llegar a ser semaradoz nor levado de las particulas. Se
emplean grunos reactivos, tales como grupos amino, grupos
hidroxilo y grunos c~rhorilo, vars unir oquimicomente la
proteina del antiocusrmo con la particula de polimero, es-
tableciéndose un muente con enlaces covelentes entre la
proteine del anticuerpo y la paritieula del polimero, por
ejemplo del tipo:

Anticuerpo - NI . €5 . HH . Particula de polimero
Anticuerpo — NH . CO . NH . Particuls de polimero

Porticula de nolimero.

Anticverpo - N = K

. Ademds, en el endlisis se utilize, como matrdn
adecuado, una disolucidn de la nroteina o pblinéptido de
concentracidén conocida.

Ias determinaciones de radioactividad nueden lle
varse a cabo nor métodos conocidos, nor ejemplo nor medio
de detectores ce centelleo. '

Ia centidad de mariiculas con anticuermos se
selecciona teniendo en cuenta, entre otres cosasg, el gra-
do de sensibilidad recuerido en el enzayo.

Ia centidad de nroteina o polinéniido uarcedo o

o~ .

radioactivado, por ¢jemplo hormona con 1127, clindides 2 la
reacecibn, se seleccions de modo que, por ejemplo, nucda
unirse a log anticuernos anproxinadamente 40-60 por ciento
de la hormona mafcada, cuendo no hay oresente hormona com-

petidora no merceda., Lo inecubacidn sz rsaliza preferiblemen

20,7.67 -7 - T w B
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te a temperaturas entre 44 y 37°C, yuusuaimente a bempera-

turs ambiente. No es necesario gue la reaccidén entre el
entigeno y los anticuervos llege a ser completa. Ia reac—
citn se interrumpe, por ejemplo, después de 24 horas, pe-
ro tanbién puede ser interrumpida entes, por ejmmplo des-
oués & 2 - 4 horas. Zs importante cue el tiempo y la tem-
veratura de reccciln seen igucles para las disoluciones
Ge la muestra y las disoluciones normalizadas o patrdn.

Como el método es simple, rdnido y prdctico, y
da resultodos Gel andlisis exactos, es tembién muy adecua-
do para determinaciones cuantitativas de uso rutinario, y
permite la determinacidn de incluso cantidades muy peque-
fias de sustancias de muegtra.

Ia invencibn serd ilustrada mds detalladamente

en 1o cue sigue, con referencia ejemplos detallados.
BJENMPLO I

Deterninacidn de gonadotronina en orina

A. Preparacidn de anticuernos

Se inyectd vor vio subcutdnea a conejos 0,5 mg.
de gOnadétropina hmmena en 2 ml, de auxiliar de Freund.
La inmunizecidn fué repetide cada semana durente cuatro
semanag, Unc vez transcurrida una semena mds, se extrajo
sangre de log conejos y sc recuperd antisuero de la sangre
de jendo gue coagulose la misma, y separando los codgulos
e sangre,

I= fraccién de anticuerpo fué precipitada a par
tir de este antisuero por tratomiento con una disolucidn
acuosa saturada de sulfato de amonio, efindiéndose 2,5 ml.

de la disolucidn ssturcda a 5 ml. de suer034 1 2 5 :
20.7.67 _ 3 - 7
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Bl precipitado fué sevorado por centriiugacidn.
Bl precipitado fud disuelio en ague, v se revitid dos ve-
ces el procedimiento de vrecivitacidén con disolucidn de
sulfato de amonio, Tesnmuds de la tercera onerscidn de pre-
cipitacidn, el precipitado fué disuelto en 0,1 ml. de una
disolucidén acuosa de carbonato de sodio e hidrdgeno, des-—
pués de lo cual tuvo lugar uwne Gidlisis Frente disolucidnm -
0,1 I de carbonato de sodio e hidrdgeno. ista fraccidn de
anticuerpo fué utilizads para la copulscibn o unidn,

B. Preparacidn de marticulas con anticuernos unidos vor

enlaces covalentes.

Se utilizaron como material de partida particu-
las en foxma de grénulos finos del producto Sephedex (G
25 superfino), siendo el vroducto dextrano reticulado con
puentes de éter de glicerina, y sustituildo con grupos p-ni
tro-fenoxi-hidroxi-nronil-éter haste un grado de sustitu-
cibén de 200 micromoles de gruvos nitro por sremo de susten
cia seca. (El producto habia sido obienido haciendo reac-
cionar Jpadex G5, superfino, con &, 3-cpoxi-l-(4 nitrofe-
noxi)-propano en un medio alcalino). 10 gramos del nroduc
to de Sephadex sustituldo rueron introducidos, juntemente
con 50 wl, de agua, en un melraz de dos bocag, desnmués de
lo cual la temperatura de lo mezcla iué mentenide e 35°C.
Ia mezcla fué agitade, y al mismo tiempo se afiadieron 25
nl. de una disolucién acuosa 5 N de hidrdxido de sodio y
6 gramos de ditionito de sodio pars reducir log grupos
nitro o grupos amino. Desvuéds de aproximedamente 30 minu-

tos de ailadieron 5 gramos mde de ditionito de modio., 1

procediniento de reduccitn fué interrumpido despuds de a-

proximedamente 1 hora, desnuds ¢e 1o cual tuvo luger la

»24.7.67 . -9 - 34@257
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neutralizacidn con £cido clorhidrico diluido, siendo sepa-
rada la sustancia sélida por £iltracidn, y lavada con agua
destilade sobre un filtro de succidn.

10 gramos del producto de Sephadex obtenido an-
teriormente, sustituido con grupos p-amino-fenoxi-hidroxi-
propilo, fuveron introducidos en uwn matraz de reaccidn, jun
temente con 100 ml. de una disolucidn al 10 por ciento de
tiofosgeno en tetracloruro de carbono. Bl matraz fué cer-
rado herméticamente con un obturador, y la mezcla fué agi-
tada durente aproxinedenente 2 horas. Ia mezcla obitenida
fué enfriada en un beflo de hielo, y después de abrid el
matrez y se Tiltrd el contenido. Bl residuo de filtracidn
Fue "lavado con una disolucidn acuose 0,1 molar de carbona-
to de sodio e hidrdgeno, agua destiladd y acetona., EL re-
siduo fué seczdo despuds en uwna estufa de éecado a 60-80°C.
Bl producto de Sephadex, obtenido segin lo exnlicado ante~
rioruente, sustituldo con grumos p-isotiocianato-fenoxi-hi
drosipropilo, fue ‘hinchado en 30 ml. de una disolucidn
acuosa 0,1 ¥ de carbonato de sodio e hidrdgeno. Fué conec—
tado el agitador, y desvués ese afiadieron, gota a gota, 5
ml. de la disolucidn dialimada de anticuervco segin A). Ia
mezela fué egitade durante 24 horas a_ 20°C, y después fud
riltrada., Bl residuo del filtro fué lavado con disolucidn
0,5 i de carbonato de sodio ¢ hidrdgeno, pare seperar las
gutanciss no unidas ouimicamente. @1l producto puede ser
secado cuidadosamente, nor ejemplo por liofilizacidn.

¢. Prenaracidn de gonadotronina marceda o radioactivada
125

4 ) .
Fue marcada gonadotronina humena con I segun

- - . oy »,
el método siguiente: 2 mC de 1155, en forma de INa, fueron
oxidados con cloramina T en presencia de 5 microgramos de -

47407 - 10 - .
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gonadotronina, segin el nétodo exvlica
wood (ref. Wature/Tondres/ volumen 194/1862/ pdsina 4595).
Después de la radioactivecidn, fué afiadido citionito de
sodio para convertir la cantidad restante de yodo en yoduro

. . . . 12
soluble. Ia gonadotronina obtenida, marcada con I 25

P 4

, fué
sevarada de 1los uproductos de bajo peso moleculer nor fil-
trocidn gobre un gel sobre un covolimero de dextrano con
con epiclorhidrina (Jephadex G-50). Ia gonadotronina morca-—
da de esta forma tiene una actividad esnecifica de 200-300
g N - .2 - ¢ - PR 4

nii por my. 1 nl., de la ifraccidn de protelns marcada iué re
cogida en un necuefio reciniente que contenias 1/2 ml. de una
disolucion de albimina de plasma Ge vacuno, gque contenia

50 mg. por ml. Is homsona marcade fué almecencde en ambien
frio, y diluida antes de ser utilirada,

D. Deterninocidn

Jog endlisiz se lleven & cabo de modo cdecuado
en tubos de vidrio o de nlistico de 50 x 10 mm,
1) En cada uno de los tubos se introdujo 1 ml. de
una suspension de particulas de polimero (por
ejemnlo 1 mg/ml) 2 las cue se hebian unido los

anticuerpos.

N
~—

A uno de los tubos se afiadieron 0,25 nl, de la
mestra de orina cue ha de ser sometica e ensayo.
3) De cada wna de una serie de disoluciones patrdn
que tenilan ciferentes concemtraciones de la hor—
mona, nor ejemnlo 100, 50, 25, 10, 5 y 2,5 IZ por
litro y O IE yor 1litro, se afiadieron 0,25 ml, «
1 tubo.
4) Ia incubacion tuvo lugar durente 24 hores a tea-

peratura ambiente, siendo hechos girer lentonen—

24.7.67 -1l 341257
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te los tubos durente el periodo de incubacidn.

5)

6)

7)

8)

A cada uno de los tubos se afladieron 0,1 ml de
la disolucidn que contenia gonadotropina—I125
{a2proximadamente 1 milmillondsima de gramo
(1/109 g) por ml).

T incubacidn tuvo lugar como en el punto 4, pe
ro solamente duante cuatro horas.

Las particulas fueron centrifugadas a 3000 revolu
ciones por minuto durante 5 minutos.

Las particulas fueron lavadas dos veces con una
disolucidn acuosa al 0,9 por ciento de cloruro
de sodio. Después de la Ultima separacidn por
succidn del liquido que sobrenadaba, los tubos
fueron colocados en tubos contadores para esti-
mar la radiacidn gamma procedente de la hormona
marcada unida al anticuerpo.

¥l ndmero de impulsos o centelleos durante un
clerto tiempo para los tubos patrdn normalizados
fué representado en un diagramas impulsos-dosis
sobre escala semilogaritmica, y de éste pudo ser
calculada después la proporcidn gonadotropina

en las muestras de ensayo desconocidas. Véase el
diagrama 1, en el cual las dOrdenadas representan
impulsos/min., y las abscisas IE/litro de gonado-
tropina.

De modo alternativo, despuds de la centrifugacidn

en el punto 7), 1 ml de liguido que sobrenada transferido

puede ser llevado a tubos de recuento, después de 1o cuel

puede ser calculada la radiacidén gamma procedente de la hor

mona libre marcada. 11 recuento de impulsos procedentes .de

estos tubos patrdén normalizados puede ser igualmente repre-~

14.9.67
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gentado en un diagrama de impulsos-dosis wn escala semi-
logaritmica, y puede calcularsc dsspuds grdficaumente la
proporeidn de gonadotropina en las musstras Je ensayo des-
conocidas, a partir de los puntos de unidn o corvesponden-—

cia, de la misma forma que anteriormente.

AdiPLO IT

Determinacidn de la hormona del desarrollo =n plosma san-

guineo.

A, Preparacidn de anticuerpos

Se inyectaron subcutdneamente a cobayas 0,5 mg
de hormona humana del desarrollo en dos ml de sustancia
auxiliar de Freund. DLa inmuniszacidn se repitid durante
cuatro semanas, cada una de las semanas. Una vez transcu-
rrida una semana mds se extrajo sangre de las cobayas y
se recuperd antisuero a partir ce la cangre dejdndola coa-

gular, y separando los codgulos de sangre.

La fraccidn del anticuerpo £ué procipitada a par-
tir de este antisuero por tratamisnto con una disolucidn
acuosa de sulfato de antimonio saturado, afiadidéndose 2,5
ml de éste a 5 ml de susro.

El precipitado fué separado por centrifugacidn.
i1 precipitado fué disuclto en agua, y sc¢ repitid dos veces
el procedimiento de preclpitacidn con disolucidn de sumlfa-
to de amonio. Despuds de la tercera operacidn ue pre cipi-
tacidn, el precipitado fué disuelto en 0,1 ml de una di-
solucién acuosa de carbonato de sodio e hidrdgeno, después
de lo cual tuvo lugar una didlisis frente a una disolucidn
0,1 i de carvbonato de sodio e hidrdégeno. ssta fraccidn

de anticuerpos fué utilizada para el acoplamicnto o

ﬂ; fj' : EN e,
14.9.67 . - 13 - Rt MBS WE
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unidn.

B Preparacifén de merticulas con anticuernos unidos por

enlaces covalentes

Ia preparacidéa se lleva a cabo de la misma forme
cue en el cago del djemplo 1 B.

C. Preparacidn de hormona de desarrollo marcada o radioac-—

tivada

Se marcé hormona humana del desarrollo con 1125
segin el método siguiente: 2 mC de T-2° en forma de INa
iueron oxidados con Cloramina T en presencia de 5 microgra
mos de hormona de desarrollo, segin un método explicado
por Hunter y Greenwood (ref. Hature/Iondres/ volumen
194/1962/pdg. 495). Después de la radioasctivacidn, se afia—
dié ditionito de sodio para convertir la cantidad restan-

te de yodo en yoduro soluble. Iz hormona de desarrollo mar

cada con 1125 obtenida fue separada de los productos de

veso molecular bajo por f£iltracidn por medic de un gel so-
bre un copolimero de dextrano con epiclorhidrina (Sephadex
G-50). I2 hormona del desarrollo marcada de esta forma tie
ne una actividad especifica de 200-300 mC por mg. 1 ml. de
la fraccion de proteinas marcada fué recogida en un veque—
fio reciniente gue contenia 1/2 ml., de-una disolucidn de
albimina de plasuwa de vacuno, que contenia 50 mg. 00T ml.
Ia hormona mercada fué almacenada en ambiente frio, y di-
Iuida antes de ser utilizada.

D. Leterninacidn

i0s andlisis se llevan a cabo de modo adecuado
en tubos de vidrio o nldstico de 50 x 10 mm.
1) En cada uno de los tubos se introdujo 1 ml. de

una suspensidén de varticulas de volimero (w. ej.

26.7.67 - 14 - 34 ‘E 257
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4)

6)

7)

26.7.67

1 omg./ml.) & les cue se habian unido los anticuer
OGS,

A un tubo se eindieron 0,1 ml. del nldowmo cue he
de someterse & ensayo.

De cada una de una serie de Gisoluciones patrin
nomwelizadas oue tenian diiercnies concentracio-
nes de la horuona, por ej. 20, 10, 5, 2, 1, 0,5
¥ 0,2 nilmillonésimas de gramo, y O milmillonési-
mag de pramo, se afiedieron 0,1 ml. a 1 tubo.

Ia incubacidn tuvo lugar durente 20 horas a tem-
veraturs ambiente, haciéndose zirar lentorente
los tubos dursnte el periodo de inecubecidn,

4 cada uno de los tubos se fisdieron 0,1 nl. de la
disolucidn cue contenis horuwona de desarrollo-
1125 (aprozimadancente 2 miluillonésinng de sramo
por ml.)

Se llevd a cabo la incubacidn como en el punto
4), pero solo durante cuatro horss.

ias particules cenbrifugadas a 4000 revoluciones
»or minuto durante 1 minuto.

Tas partienlas iueron lavodas dos veces con una
disolucidn scuosa al 0,9 vor ciento Ge cloruo de
50Gio. Después de la Ultime scneracidn por succidn
del liouido cue sobrenadaba, los tubos fueron co-
locados en tubos contadores pars egtimor la radia
cién gamma procedente de la hormona mercsda unida
a los anticuervos.

Ll nimero de impulsos durante un cierto tiempo
para los tubos natrdén fué presentado en un dingra

ma de imwulsos-dosis en una escala semilogaritmi-

R YR 1Y
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ca, & partir del cual pudo ser calculada después la pro-
poreidn de hormona de desarrollo en lesmuestras de ensayo
desconocidag, véase el diagrama 2, en el cual las'ordena-
das representan impulsos/10 min., y las abscisas ng por ml
de hormone del desarrollo. Alternativamente, después de

la centrifugacidn en el punto 7), puede ser transferido

1 ml del liguido que sobrenada a tubos de recuento, des-
plies de lo cual puede ser calculada la radiacidn gamma pro-
cedente de lahormons libre marcada. Del mismo modo, el
recuento de impulsos procedentes de los tubos patron pue- »
de ger representado sn un diagrame de impulsos-dosis en:
una escala semi-logaritmica, y después puede estimarse
graficemente a partir de los puntos de interseccidn o de Qé

rrespondencia, la proporcidn de la hormona de desarrollo

an las muestras de ensayo desconocidas, de la misma forma
que anteriormente.

SJ i PLO TIT

Determinacidn de insulina en plasma sansuineo

A, Proparacidén de anticucrpos

Se inyectaron por via subcutdnea a cobayas 0,5
mg de insulina de cerdo en 2 ml de auxiliar de Freund. La
inmunizacién fué repetida durante cuatro semanas, cada una
de ellas. Una vez transcuwida una semana mds, se extrajo
sangre de las cobayas y se recuperd el antisuero a partir
de la sangre dejdndola coagular, y separdndo los codgulos
ae sangre.

La fraceidn de anticuerpos fué precipitede a par-
tir de c¢ste antisuero por tratamiento con una dsolucidn -

WA
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acuosa saturada 6e sulfato de amonio, aiiadiéndose 2,0 ml,
de ésta Ultima a 5 ml. de suero.

El precipitado fué sevarado por centrifugacidn,
£1l precipitado fud disuelto en sguz, y se repitid cos ve-
ces el procedimiento de precipitacidn con disolucidn de
sulfato de amonio. Despuds de la tercero owerzcidn de pre
cipitacion, el precipitado fué disuelto en 0,1 ml. dGe una
disolucidn acuosa de carbvonato de sodio e hidrdgeno, des—
pués de lo cual se 1llevé & coebo una didlisis frente a di-
solucidn 0,1 I de carbonato de sodio e hidrdgeno. Lsta
fraccidn de anticuerpos fué utilirada para el acoplanien~
to o unidn.

B. Prenaracidn de narticulas de anticuernos unidos nor

enlaces covelentes.

#sta preparacidn se llevdé a cabo de le nisma ma-
nera gue en Ljemplo 1, B.

C. Preparacibdn de insuline marcada

. L s . . . 125
Tue marcada insuling de cerco con I-=° segin el
metodo siguiente: 2 mC de I en forua de INa Iueron oxi-
dados con Cloramina T en presencia de 5 microgramos de in-
sulina, sesun un método exnlicedo por Iunter y Gresnwood
P “ - . . ’
(ref. Hature/Iondres/volumen 194/1962/véz. 495). Después

de la radioactivacidn, se afindid ditionito de sodio para

convertir la cantided restente de yode en yoduro soluble.

(2]
el Ko

Ia insulina marcada con T 5 obtenida iud mezclada con al-
Wimina de plasma de vacuno, y seyerada de los mroductos
de bajo peso molecular y de log productos de desnaturnlirg,
cidn de la insuline unidos a la 2lbiminae del vlasma, por

filtracidn z través de un gel cobre un conolimero de dex-

trano con gpiclorhidrina (Sephadex G~50). Io insulina ra-

27.7.67 -7 - 54‘3257
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diocactivada o mercada de esta manera +tiene una actividad

especifica de 100-200 mC por mg. El segundo mdximo de la

fraceidén de proteina marcada fué recogido en un pequefio

recipiente que contenia 1/2 ml. ¢e una disolucibén de al-

Mimina de vlasma, cue contenis 50 mg. por ml. Iz hormons

marcada fué almacencde cn ombiente frio, y diluilda antes

de ser utilirada.

D. Determinacidn,

Los endlisis se lleven @ cabo de modo adecuado

en tubos de vidrio o de pldstico de 50 x 10 mm.

1)

[An]
~

3)

6)

27.7.67

In cada uno de los tubos se introdujo 1 ml. de
una suspensién de particulas de polimero (por ej.
1 mg/wl,) a las cue se habian unido los anticuer:
n0S. ’

4 un tubo ge siiadieron 0,1 ml, del plasma cue ha
de someterse a ensayo.

De cada una de una serie de disoluciones vatrdn
normalizades que tenian diferentes concentracio-
nes de la hormona, por ejemplo 200, 100, 50, 25,
10, 5 y 2,5 microi/ml. y O microi por ml., se a-
fimdieron 0,1 ml., a un tubo,.

Se ofiedieron & cada uno de los tubos 0,1 ml, ée
una disolucidn cue contenia ‘gi_nsulina—Ilzs (apro~
ximadamente 1 milmillondsima de gramo por ml.).
Se 1levd 2 cebo lz incubacidn éurante 20 horag

2 lemperatura ambiente, & a +4°C, haciéndose gi~
rar lentamente los tubos durante el periodo de

incubacidn.

ias psrticulzs fueron centrifugadas a 4000 revo-

luciones por minuto durante 1 minuto,

u- 341257
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las particulas fueron lavadas dos veces con una disolucidn

acuosa al 0,9 por cicnto de cloruro de sodio. Después de

la dltima separacidén por succidn del liguidoque sobrenada-
ba, los tubos fueron colocados en tubos de recuento de cen-
telleo para estimar la radiacidén gamma procedente de la hor-
mons marcada unida a los anticuerpos.

8) En numero de impulsos, durante un cierto tiempo,
de los tubos patrdn fué representado en un diagrama de im~
pulsos-dosis sobre una escala semi-logaritmica, a partir

del cual pueden calcularse después las cantidades de insu-
lina en las muestras de ensayo desconocidas.

Véase el diagrams de la Iigura 3, en el cual las
ordenadas representan impulsos/5 min., y las abscisaS)uU/
ml de insulina.

Alternativamente, despuds de la centrifugacidn
en 7), puede ser transferido 1 ml del liquido que sobrena-
da a tubos contadores, después de lo cual puede‘ser calcu-
lada la radiacidén gamma procedente de la hormona marcada
libre, Del mismo modo, el numero de impulsos de estos tu~
bos patrén puede ser representado en un diagrama impulsos—
dosis en escala semilogaritmica, y después puede ser cal-
culada grificamente la proporcidn de insulina en las mues-
tras de ensayo desconocidas, a partir de los puntos de u-
nién o interseccidn, de la misma manera que anteriormente.

Lgta solicitud que corresponde a la presentada en
Suecia el 2 de Junio de 1966, bajo el nimero 7541/66, se
acoge o los beneficios del articulo 51 del vigente sstatu-

to sobre Propiedad Industrial.

341257
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27.4.68

Los puntos de invencidn propis y mueva que se

: presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-

tente de Invencibn en Espafia, por VEINTE afios, son los

giguientes:
% 1l.- Un método para determinar proteinas y poli-
épéptidos, por ejemplo hormones, en una muestra acuosa,
gque comprende poner en contacto particulas de polimeros
insolubles en agua, a las que se han unido por medio de
enlaces covalentes anticuerpos contra la poteina o el po-
lipéptide que ha de ser determinado, con la muestra y con
une cierta cantidad de la proteina o polipéptido radiocac—
tivado con un isétopo radioactivo, después de lo cual las
iparticulas son separadas del liquido de muestra, después
de haber tenido lugar la reaccidn entre la proteina y el
polipéptido y los anticuerpos unidos a las particulas, ¥y
es determinada la radioactividad del material en particu~
las y/o en el fldido.

2.~ Un método seglin se reivindica en la reivin-
dicacibn 1, caracterizadc® porque la determinacibén se efec
tia cuantitati;amente.

3.- Un método para determinar proteinas y poli-
péptidos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede, representado en los dibujos que se acompafian

361257




.y con los fines que se han especificado.

escritas a miquina por una sola cara.

27.4.68
MGHy/ -

La presente Memoria consta de veintiuna hojas

Wadrid, g 2 MAY. 68

P.A.
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