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FUNDAMENTOS DE L4 INVENCION

Esta invencidn se refiere a un reactivo quimi
co insoluble en el que un material proteinico estd unido
quimicemente a una particula proteinica de soporte, y par-
ticularmente en el que el material proteinico es un mate-
rial inmunoldgico y el reactivo resultante se utiliza pu-
ra llevar a cabo ensayos inmunolégicos.

Los reactivos quimicos que contienen materia-
les proteinicos han sido empleados para usos tales como
inmuno-adsorbentes, agentes de conversidn enzimitica, y
reactivos de enssyos inmunoldgicos. En muchas de estas
aplicaciones un material proteinico es adsorbido sobre la
superficie de particulas de soporte, ususlmente de forma
de particulas, tales como gldbulos rojos, y sobre los glb-
bulos rojos que sirven de soporte al material protefnico
adsorbido se hace pasar después un flido que contiene el
material que ha de ser tratado. Un problema en este tipo
de aplicacidn es que el material proteinico adsorbido es
arrastrado de la superficie de los gldbulos rojos y se
confunde con el material que es tratado. Esto es particu~
larmente molesto cuando son necesarios productos finales
altamente purificados o cuasndo se lleva a cabo un ensayo
inmunolégico. En el caso de esta Ultima aplicacidn, el ma-
terial proteinico, un antigeno o un anticuerpo, es arras-
trado de la superficie de la particula de soporte, por ej.
un gldbulo rojo, y provoca resultados falsos en el ensayo.

En la técnica anterior se ha intentado evitar
la dificultad antes descrita disponiendo una unién quimica
entre el material proteinico y la particula de soporte o

portadore. Estos agentes de unidn, tales como el difluoro-
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dinitrobenceno y diisocianato de tolueno han sido utilizag
dos para unir quimicemente ant{genos a glébulos rojos. Es
tos agentes de unién son altamente reactivos y han de ser
afiadidos de una forma cuidadosamente controlada a los ua-
teriales que han de ser unidos a ellos, para evitar pro-
blemas tales como la unidn de glébulo con glddbulo. Otra
desventaja es que no pueden ser empleados para preparar
particulas portadoras con capacidad reactiva inducide ar-
tificialmente que puedan ser almascenadas, transportadas y
después unidas a materiales protefnicos.

Ademés, en la técnica anterior se ha expuesto
que los compuestos tetrazotados reaccionan con el mate-
rial proteinico (A.N. Howard y F. Wild: Biochemical Jour-
nal, 65, 651, 1957), y que varios material proteinicos so-
lubles, cuando son hechos reaccionar con estos compuestos
tetrazotados, pueden ser unidos a otras proteinas solu-
bles que han sido hechas pre-reaccionar con pirrol (A.N.
Howard y F. Wild: Brit. J. Exptl. Pathol., 38, 640-3,
1957). No obstante, no se ha observado que pueda utilizar-
se una técnica de unidn en tres fases para unir quimica-
mente materiales protefnicos a particulas de soporte de
modo que se formen reactivos proteinicos solubilizados al-
tamente Utiles.

Por lo tanto, es un objeto de esta invencidn
proporcionar un procedimiento para producir un reactivo
proteinico, en el que un material protef{nico es tratado
con, blen un compuesto tetrazotado o bien un compuesto re-
ticulado que tiene un resto aromitico que es mas suscepti-
ble de sustitucidn electroffilica que cualquier resto aromi

tico protefnico presente, y después es unido el resto de
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mente se hacen reaccionar los dos materiales tratados pa-

ra formar un reactivo proteinico Gtil.
Otro objeto de la presente invencidn es pro-
porcionar un reactivo proteinico producido por el procedi-

niento anterior.

RESUMEN DE LA INVENCION

El material protefnico seleccionado para su
conversién en una forma de reactivo sélido insolubilizado
es disuelto en un medio liquido, y después tratado con
uno de los dos compuestos siguientes: un compuesto tetru~
zotado o un compuesto reticuledo que tiene un resto aremi
tico que es més susceptible de sustitucidn electrofilica
que cualquier resto aromdtico protefnico presente. Cual-
quiera de los dos reactivos reacciona con el material pro
tefnico y se fija al mismo. El resto de estos dos compo-
nentes es unido despuds a una partfcula portadora proteini
ce que tiene suficiente reactividad para reaccionar con
dicho compuesto restante, y que estd en forma insoluble.
Los dos materiales asi tratados son hechos reaccionar des
pués entre si por mezclado, de modo que los dos grupos
8zoicos que no han reasccionado de los restos del compuesto
tetrazotado pueden reaccionsr con el resto aromitico del
compuesto reticulado. El reactivo as{ formado contiene el
material proteinico unido quimicamente a la particula pro-
tefnica portadora, que después presenta el material pro-
tefnico en una forma sdlida, fija e insolubilizada para su
reaceibn con otros materiales.

Como el resto aromdtico del compuesto reticula

do es més susceptible de sustitucidn electrofilica que
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la portadora como en el material protefnico que ha de ser

unido a ella, el grupo azoico del compuesto tetrazotedo
reacciona preferentemente con el compuesto reticulado. El
resto de tirosina tiene la mds alta susceptibilidad de
sustitucidn electrfilica de las proteinas nsturales, ¥y
por tanto el resto aromitico del compuesto reticulado ha
de tener mayor susceptibilidad que la tirosina.

Las particulas de soporte pueden ser una par-
ticula revestida con proteina, tal como los glébulos ro-
jos, las c8lulas microbianas, y particulas insolubles re-
vestidas con proteings. Estas particulas son particular-
mente ventajosas si han de llevarse a cabo ensayos inmuno
18gicos con el reactivo.

El material proteinico puede ser un antigeno,
un anticuerpo, o una enzima.

Las varias operaciones del procedimiento de
reaccidén implicadas en la produccidn del reactivo protei-
nico de la presente invencién pueden ser ilustradas ha-
ciendo referencia a la practica preferida de hacer reac-
cionar el compuesto tetrazotado con la partfcula de sopor
te o portadora (Part.) y tratar el material protefnico
(Prot.) con el compuesto reticulado, como sigue

1) Part. + Ar-N," —————3 Part. - Ar - N2+
2) Prot. + Ar'-Y e Prot. - Y - Ar!

donde AT es un grupo
R
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§
en el que R estd seleccionado del grupo de H ¥y grupos al-

cohilo, haldgeno y alcoxilo, Z es un grupo -NR'-, -S- &
-0-, ¥ R' estéd seleccionado del grupo de H y grupos alcc-

hilo; Y es un grupo seleccionado de entre

0 0 0 0
I | |
—O—NB,—C-R',—-C——Z——C-—AI",
X
N=C=0 N=C==S,-CH C=—==20 N ~— ﬁ/,
—H=0=0,— N=0=5,-Ch— (== AR N
| 0 . ’,N ,
NH e C/“'"--'-"-"'—-O \N::::.—C
\.
X
N C’/'X g
/ ——
—-C’/’ §§:‘\1\1' y == C == X, ) SOQX,
\\‘N:=='C’/
\\‘Ar'

donde X es un grupo de haldgeno; y Ar' estd seleccionado

del grupo de

o 0

en los que R' y Z tienen los mismos significados anterio-

res, ¥y R" es un grupo activador del anillo, tal como -OH,

~0CH, ¥ -NH-ﬁcﬂz. Le f8rmula estructural Ar-N," del com~
0

puesto tetrazotado ilustrado en la reaccién (1) anterior,

se refiere a los compuestos aromiticos tetrazotados que

tienen capacidad para unir quimicamente protefnas entre
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s{. Aunque este tipo de unidn directa no estd comprendido
en ellos esta indicaclibén de su significado es coextensiva
de los compuestos tetrazotados utilizados.

Ademas de los compuestos reticulados anterio-
res, el resto Y de la ecuacibn (2) de reaccién puede ser
un grupo —E-OH, —g-NHNH2 -NHNH2 o —NH2, en cuyo caso la

0 0
reaccidn entre el compuesto reticulado y la proteina ha de
ser activada por un activador de &cido carboxilico, tal
como las carbodiimidas, etoxiacetileno, cianamidas, cete-
noimidas, o sales de isoxazolio (reactivos de Woodwsxd).

Ios dos materiales tratados pueden ser hechos
reaccionar después entre si por mezclado a temperatura am
biente (252C) en un medio lfquido, segin la ecuacidn fi-
nal de reaccidn:

(3) Part. - Ar - Né+ + Ar' =« Y - Prot, —————=p.
Part. - Ar - N=N - Ar' - ¥ - Prot.
en la que los varios sfmbolos tienen los significados des
critos anteriormente.

As{ pues, el compuesto aromdtico tetrazotado
empleado para la preparacidn del reactivo proteinico pue-
de ser seleccionado del grupo de la bis-dimzobencidinas,
bis-diazodianisidina, y 4,4-difenilamina tetrazotada, en-
tre otros compuestos aromdticos tetrazotados que tienen
capacidad para unir quimicamente proteinas entre si.

El compuesto reticulado mostrado en la ecua-
¢ibén (2) de reaccidn anterior como Ar'-Y, puede ser selec-
cionado preferiblemente del grupo de azida de acido pirrol
-2-carboxilico, azida de &cido tiofen-2-carboxflico, cloru

ro de 2-tiofenosulfonilo, y &cido 2-furoico. Pueden emplear
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se igualmente otros compuestos reticulados de esta natura
leza comprendidos por la férmula estructural expuesta an-
teriormente, tales como el anhfdrido 2-furoico; 2,4-dime-
toxibenzaldehido; isotiocianato de 3-metil-2-tiofeno; N-
metil-2-pirrol oxazolidina-2,5-diona; y N-(4,6-dicloro-
1,3,5-triazinil-2)~2,4~-diacetilamino anilina.

El procedimiento para producir el reactivo
proteinico de la presente invencidn puede ser efectuado
bajo condiciones muy suaves, tales como temperatura am-
biente, y puede ser llevado a cabo en un medio liquido
tampbn, tal como un medio tamponado con fosfato, o en una
disolucidén salina empleande s8lo una ligera agitacibn. A
causa del cardcter finico del método de reacciln en tres
fases ilustrado por las ecuaciones de reaccidén (1), (2) ¥y
(3) eanteriores, no se requieren condiciones de reaccidn
de baja temperatura especialmente controladas, y no hay
necesidad de llevar a cabo las reacciones de una forma es-
pecialmente controlada, tal como tener ls particula porta-
dora y el material proteinico que ha de ser unido a ella
en el mismo medio 1lfquido y el mismo tiempo antes de la
adicidn del compuesto tetrazotado y el compuesto reticula-
do.

Una vez efectuada la reaccibn (3), el reactivo
proteinico formado puede ser recuperado del medio liquido
¥ preparado en forma seca, en la que es estable y no se
desnaturaliza ni se estropea. Es particularmente deseable
una forma seca y estable de reactivos protefnicos, desde
el punto de vista de la produccidn de materiales reactivos
enziméticos comercialmente asceptables y reactivos para en

sayos inmunolégicos. La separacidn del medio liquido del
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indicador protefnico puede ser conseguida por medio de un
procedimiento de secado por pulverizacidn a baja tempera~
tura, o por un procedimiento de liofilizacidn.

Cuando las particulas portsdoras para el mate
rial protelnico han de ser glébulos rojos, pueden ser ex-
trafdos de un amplio nfimero de snimales. Ejemplos de gld-
bulos rojos de animales que pueden ser empleados son los
de la zarigieya, rata, conejo, cobaya, sangre humans, ca-
bra, oveja, pollo, caimén y tortuga de mar. La forma de
recoger los gldbulos rojos es extraer una muestra de san-
gre del animal y separar despuds por centrifugacibn los
glébulos rojos del suero. Después, los glbébulos rojos son
recogidos y almacenados en disolucién salina fisioldgica
antes de su tratamiento con el compuesto tetrazotado o el
compuesto reticulador como se ha expuesto anteriormente.
Si se desea, los glbbulos pueden ser protegidos con for-
maldehido o fenol.

Las células microbianas empleadas como parti-
culas de soporte pueden ser cualquier microorganismo suto-~
-reproductor que se propague dependiendo o no de otros or-
ganismos. Pueden utilizarse tanto c&lulas bacterianas gram
positivas como gram negativas. Pueden emplearse igualmen-
te células de hongos y células de protozoos, asi como par
t{culas de virus. Estos son generalmente orgenismos unice-
lulares que ocasionalmente se relnen en forma de grupos o
aglomerados. las c8lulas pueden ser usadas de esta forma,
siempre que el tamafio de su aglomerado no sea tan grande
que haga que el cuerpo superficial de soporte resultante
sea infitil para el objeto particular para el que se pre-

tende emplear,
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Si hen de unirse enzimas a las células micro-
bianas ¥y han de emplearse en procedimientos quimicos de
conversidn, generalmente no hay limite alguno en el tauafio
del aglomerado. Sin embargo, cuando el reactivo protelnico
ha de emplearse en un ensayo inmunoldgico del tipo de una
aglutinacidn, el tamafio de los aglomerados de particulas
no ha de ser tan grande que el reactivo no se aglubtine en
presencia de una sustancia inmunoldgica que es homdloga
del material proteinico unido a las células aglomeradas.

Las células microbisnas preferidas son célu-
las bacterianas, o aglomerados de las mismas, de forma y
tamafic uniforme, y que tienen unas dimensiones extericres
méximas, en una direccidn, de desde aproximadamente 0,2 a
10 micrones. Aunque no se prefiere, puede utilizarse una
mezcla de células diferentes, pero uniformes. Para estas
bacterias, las células microbianas utilizables comprenden
las de la Divisién I del Reino vegetal, incluyendo las
Clases I, II y III, Orden I. Ias células microbianas de
la Clase III, Orden I incluyen las particulas intracelula-
res de virus que tienen dimensiones de aproximademente 0,2
micrones.

Para consegulr una enumeracién completa de las
células bacterianas utilizebles, puede consultarse el Ma-
nual of Determinative Bacteriology de Bergey, por R.S.
Breed. E.G.,D. Murray, N. R. Smith, 78 edicidn, 1947,
Williams y Wilkins Company. Son particularmente Gtiles las
bacterias de la Clase II, Suborden II, Familia IV (Seudo-
monadeceus) y de la Clase II, Orden IV, FPamilia IV (ZEnte-
robacteriiceas). Se considera que todas las razas o géne-

ros I-V representan células microbianas preferidas para
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los fines de esta invencidn. También se consideran prefe-
ridas las de la Clase II, Orden IV, Familias V (Bruceld-
ceas), X (Lactobaciliceas) y XIIT (Bacilaceas). Si se de-
sean particulas de tamafio inferior, de aproximadamente

0,2 micrones o menos, pueden emplearse tanto el Orden I
como el II de los organismos de Clase III. Particularmente
las virales de Orden II son de pequefia dimensién, lo que
limita su utilidad.

Son células bacterianas especialmente preferi

das las de Brucella abortus, Escherichia coli, Bacillug

Subtilis, Bacillus pumilus, Lactobacillus leichmannii y

Pseudomonas fragi. Ias fases de desarrollo de levaduras
de las células de hongos son preferidas también para su
empleo en la invencidn. Es particularmente preferida la
levadura disponible comlnmente, Saccharomyces cerevisiae.
Las células microbianas pueden emplearse en
su estado natural, es decir el compuesto tetrazotado o el
compuesto reticulado pueden ser hecho reaccionar con ellss,
vy despuds puede ser unido el material protefnico tal como
se ha expuesto anteriormente. No obstante, si las caracte-
risticas patdgenas naturales de cualquiera de las células
microbiasnas se consideran un peligro, la antigenicidad na-~
tural, y por tanto las caracteristicas patdgenas, pueden
ser eliminadas tratando o exterminendo las células micro-
bianas con un agente protector. Los agentes protectores
comunes mas eficaces son el formaldehido y el fenol. Es
observable que cuando las células microbianas han sido
tratadas con un agente protector o antiséptico y ademds
han sido alteradas después uniendo a ellas materiales pro

teinicos, los grupos antigénicos naturales de las superfi
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cles de las c8lulas son midificados lo suficiente como pg
ra hacerlos inactivos.

Si se desea, las células microbianas u otras
particulas portadoras pueden ser tefiidas para mejorar la
posibilidad de distincidn visual del reactivo proteinico
resultante con respecto al medio ambiente circundante, Pg
ra este objeto pueden ser utilizados los tintes ordina-
rios, tales como la hematoxilina, fucsina y el violeta de
metilo. Otro tratamiento opcional es lavar las células
con disolventes orgénicos tales como los alccholes, éte-
res, etc., para separar cualquier capa de polisacérido o
cera que pueda estar presente.

Las particulas insolubles revestidas con pro-
telnas pueden ser formadas recubriendo particulas con una
gama de bamaifios de desde aproximadamente O,1 a 10 micrones
con un material proteinico tal como la gelatina, por una
técnica tal como la coacervacidn o la encapsulacidn. Por
ejemplo, pueden ser encapsuladas particulas de poliestire
no, tal como se expone en la Patente de los EE.UU. Ne.
3,234,096, de Pollack, poniéndolas en emulsibén en una di-
solucidn de gelatina, y secando después la emulsibén por
pulverizacidn. S8lo es necesario que se deposite una del-
gada pelfcula de gelatina sobre las superficies de las
particulas, de tal modo que el compuesto tetrazotado y el
compuesto reticulado puedan ser hechos reaccionar con
ella.

Todas las particulas portadoras anteriormente
descritas tiene suficiente reactividad superficial para
reaccionar, tanto con el compuesto tetrazotado como con

el compuesto reticulado. No se requiere que las particulas
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utilizadas sean una de las expuestas anteriormente, yé ue
el Gnico requerimiento es que las particulas utilizadas
tengan la reactividad funcional indicada.

Para el material proteinico de la presente in-
vencidn puede emplearse una amplia variedad de materiales
inmunolégicos., Ios siguientes materiales inmunoldgicos,
son ejemplos de los que pueden utilizarse como materiales
proteinicos seglin la presente invencién: alblmina de sue-
ro bovino, alblmina de suero humano, ovoalbimina, gonado-
tropina coriénica humana (GCH), antigenos de grupos sanguf
neos A y B, gammaglobulinas, betaglobulinas, beta-liopro-
tefna y alfaglobulinas de las fracciones de plasma humano,
prote{na reactiva anti-C derivada de la cabra o la oveja,
antitoxina de la difteria, antitoxina del tétanos, transfe
rrina humana, ant{geno de trichinella, tiroglobulina y ma-
teriales antigénicos simllares de organismos naturales o
patégenos, mioglobina, hemoglobina, hormona luteinica, e
insulina. Como materiales proteinicos para formar un reac-
tivo seglin la presente invencién pueden utilizarse, si se
desea, los contrarios inmunoldgicos de estos materiales.
Estos materiales de accidn opuesta son o bien un antigeno
0 un anticuerpo que reacciona especialmente con el anti-
cuerpo o antigeno correspondiente,

Una ventaja del procedimiento para producir un
reactivo protefnico segln la presente invencidn es que los
snti{genos que son ordinarismente insolubles en el medio 1f
quido usado para llevar a cabo los procedimientos de unidn
de una sola fase pueden ser empleados shora en una forma
unida, por el hecho de que su insolubilidad puede ser evi-

tada por ajuste del pH del medio lfquido empleado para el
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que es insoluble a pH 7 bajo las condiciones usuales de

unién para la bis-diazobencidina, puede ser unida, segin
el procedimiento de la presente invencidn, empleando un
medio liquido con un pH de desde 9 a 10, y llevando a ca-
bo el tratamiento de la misma con uno de los compuestns
reticulados tales como la azida de Acido pirrol carboxi-
lico o la azida de 4cido tiofencarboxflico.

El material protefnico unido a las particulas
porbtadoras puede ser una enzima tal como la diastasa, mal
tasa, zimasa, amilasa, u otras enzimas y/o co-enzimas.
Cuando una enzima se une a una particula portadors, puede
ser empleada para efectuar los procedimientos de conver-
sidn enzimdtica de una manerea preferida. Asi, las tres
primeras enzimas antes indicadas pueden ser empleadas en
un procedimiento en tres fases para la conversidén de almi
dén en alcohol, mientras que la (ltima enzima enumerada
puede ser empleada para convertir suspensiones de almiddn
en jarabes de azlcar. Una ventaja de emplear las enzimas
en forma insolubilizada uniéndolas a particulas portado-
ras sblidas, segln la presente invencibn, es que las en-
zimas no llegan a entremezclarse con el material a ser
tratado si las particulas son retenidas en una posicidn
fija o atrapadas en un lecho a través del cual puede pa-
sar él material que estd siendo convertido. Como otro ejem
plo de un procedimiento de conversidn enzimitica, las me-
lazas residuales pueden ser convertidas en alcohol unien-
do tanto invertasa como zimasa a particulas de soporte, y
haciendo pasar después las melazas sobre las mismas.

Otra ventaja es que el compuesto tetrazotado

- 14 -
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o el compuesto reticulado pueden ser elegidos de tal mo=~
do que reaccionen con grupos diferentes del material pro-
tefnico seglin la utilidad final del reactivo proteinico
formado. Asi, el compuesto tetrazotado o el compuesto re-
ticulado empleados para unirse al material de antigeno o
de anticuerpo puede ser elegido de modo que se una de lv
manera mas ventajosa, es decir, de una manera que evita
la unidn préxima a los puntos antigénicos que participan
en la reaccién ant{gen-anticuerpo para esa reaccibén inmu-
noldégica particular. Esta capacidad permite que los anti-
cuerpos o antigenos sean unidos de varios modos diferen-
tes a las mismas part{culas portadoras, con el fin de ex-
poner todos los puntos antigénicos disponibles, y esto es
importante, pues es sabido que animales diferentes forman
anticuerpos para diferentes partes de moléculas antigéni-

cas.

DESCRIPCION DE LA REALIZACION PREFERIDA

Generslmente se prefiere tratar el material
proteinico con el compuesto reticulado de la presente in-
vencidn, unir el compuesto tetrazotado a las particulas
de soporte, y después hacer reaccionar estos dos materia-
les tratados para formar el reactive proteinico. Un ejem-
plo especifico de este procedimiento preferido es el tra-
temiento de mioglobina con azida de Acido pirrol-2-carbo-
x{lico cuando se disuelve en dioxano y agua. Simulténea-
mente, pueden hacerse reaccionar glébulos rojos formalini-
zados, obtenidos de una oveja, con bis-diazobencidina di-
suelta en un medio gcuoso tamponado con acetato., La mio-
globina tratada puede ser purificada por didlisis y des~

pués ser hecha reaccionar con los glébulos rojos unidos,
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para formar el indicador proteinico final.

Este indicador puede ser utilizado después en
la inhibicidn de ensayos de aglutinacién para detectar
mioglobina en muestras de suero, siguiendo los procedi..
mientos generales de ensayos inmunoldgicos para la inhibj
cifn de las valoraciones de aglutinacidn expuestos en la
Patente de los EE.UU. Ne. 3.23%6.732.

Los anteriores ejemplos y la descripcidén ge~
neral se detallan ademfs en los ejemplos siguientes, que
han de ser considerados sblo como ilustrativos, y no limi-
tativos, de la invencidn. Las concentraciones se expresan
en forma de normalidades (N) y molaridades (IM).

EJEMPIO I

En este ejemplo se expone un método para pro-
ducir un reactivo protefnico, en el que se emplean glébu-
los rojos (eritrocitos) como particulas de soporte, y mio
globina como material protefnico. El reactivo resultante
puede ser empleado para detectar la mioglobina antigénica,
empleando un procedimiento de ensayo de inhibicidn de la
aglutinacidén en el que el reactivo es empleado conjunta-
mente con el anticuerpo para la mioglobina.

Venticuatro (24) mg. de mioglobina cruda fue-
ron disueltos en 10 ml, de tampdén de fosfato 0,15 M, de
pH 7,4, y se afiaden 100 mg. de bicarbonato de sodio. El
pH fue ajustado despuds a 9-10 con hidrdxido de sodio 0,1
N. Despuds, 100 mg. de azida de Acido pirrol-2-carboxfli-
co fueron disueltos en 4 ml., de una mezcla de volfmenes
iguales de dioxano y agua. La disolucién de azida de pi-
rrol fue afiadida después gota a gota a la disolucidn de

mioglobina, con agitacidn. Durante esta adicidn, el pH fue
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mantenido entre 9 y 10 por adicidn de hidrbxido de sodio
0,1 N. Una vez completada la adicién de azida de pirwol,
la mezcla de reaccidn fue dializada durante aproximadamen
te setenta y dos (72) horas frente a 2 1. {litros) de disg
lucién salina temponada con fosfato, de pH 7, con dos cam-
bios por dfa. La disolucidén de sal tamponada con fosfate
empleada fue preparada afiadiendo 22,7 ml, de P04HN'512 0,5
My 1,6 nl. de PO,H,Na 4 M a suficiente disolucidn salina
isoténica para completar 2 litros. La mioglobina asi tra-
tada constaba de moléculas de mioglobina unidas quimica-
mente al compuesto reticulado, seglin la anterior ecuacidn
(2) de reaccidn.

Las particulas de soporte fueron unidas al con
puesto tetrazotado segln el procedimiento siguiente. Sie-
te (7) ml. de una suspensidn al 10% de glbbulos rojos de
oveja formalinizados, fueron centrifugados y puestos de
nuevo en suspensidn en 8 ml. de tampdn de acetato prepara-
do afiadiendo 20 ml. de acetato de sodio 2 M y 33,7 ml. de
&cido acético 3,5 M a suficiente disolucidn salina isoté-
nica para completar 2 1., y ajustando a pH 3,5 con acido
acético glacial. Después de la adicién de los glbébulos ro-
jos a la disolucidn tamponadora, el pH de la suspensidn
fue ajustado a 3-4 con el Acido acético glacial segln se
necesita.

Fue preparado un compuesto tetrazotado, bis-
diazobencidina (BDB) segln el siguiente procedimiento. A
10 nl. de agua destilada se afiadieron 0,680 g. de nitrito
de sodio, NO,Na. Esta disolucién, en su recipiente, fue
sumerglda después en un bafio de hielo y enfriada a menos

de 42C antes de su empleo. A continuacidén fueron disueltos
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0,640 g. de clorhidrato de bencidina en 100 ml. de ClH d4i
lufdo (15 ml. de ClH concentrado por l.). Esta segunda di
solucidn, en su recipiente, fue colocada en un bafio de
hielo y agitada hasta que la disolucidn llego a 42C. Des-
pués fue extrafda con una pipeta una porcibén de 5 ml, de
la disolucién anterior de NO_Ne, y fue afiadida gota & go-
ta a la disolucidn de bencidina, uniformemente, y con agi
tacidn, duraente un perfodo de 7 a 10 minutos. Después de
20 minutos més de agitacidn, la disolucidn estaba preparg
da. para su empleo inmediato.

Después, 2 ml. de la disolucidn de BDB fueron
dilufdos con 1 ml. del tampdn de acetato de pH 3,5, y ade
més con 1 ml. de agua. La disolucién resultante de BDB
fue afiadida gota a gota a la suspensidn de glbbulos rojos
preparada anteriormente. Despuds fue ajustado el pH a 3-4,
y la mezcla fue agitada después lentamente a temperatura
smbiente durante 30 minutos. Despuds de esto, los glébu~
los fueron centrifugados y lavados 3 veces con el tampén
de acetato de pH 3,5, y después puestos de nuevo en suspen
sifn en 8 ml. de disolucidn salina isotdnica. La suspen-
sibn resultante contenfa los gldébulos rojos unidos al com-
puesto tetrazotado, BDB, y corresponde por tento a la fér-
mule estructural mostrada al final de la ecuacidn (1) de
reaccidén anterior.

El reactivo proteinico final fue preparado afig
dlendo lentamente el material dializado de mioglobina~pi-
rrol a la suspensidn de glbbulos rojos, con agitacibn. El
pH fue ajustado a 6-7 con hidrbéxido de sodio, y la mezcla
fue hecha girar durante 4 a & horas a temperatura ambiente

(259C), después de lo cual fue almacenada en un recipiente
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refrigerado. Para su empleo, el conjugado resultante fue
lavado 4 veces con disolucidn salina isoténica y puesto de
nuevo en suspensién en 40 ml, de disolucidn salina, o de
sal comfn. Este reactivo protelnico puede ser empleado
por ejemplo en un ensayo inmunolégico, en el que puede de-
tectarse la mioglobina empleando un procedimiento de ensa-
yo de inhibicidn de la aglutinacién.

Este reactivo proteinico final muestra una co
loracidén roja tipica, lo que indica que el resto de unidn
del BDB sobre los glébulos rojos se unib con el nficleo auro
matico del compuesto reticulador unido a la mioglobins,
en lugar de unirse directamente a la estructura de la nig
globina, en cuyo caso la misma concentracidén de reactivo
hubiera tenido un aspecto parduzco.

EJEMPIO II

Fueron preparados varios reactivos proteini-
cos segin el procedimiento del anterior Ejemplo I. Se sug
tituyeron el compuesto tetrazotado, el compuesto reticula
dor y el material proteinico unido a los glébulos rojos.
Los reactivos fueron preparados empleando el material que
se expone en la tabla siguiente en lugar de los empleados

en el Ejemplo I:
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TABLA 1
COMPOSICION DE LOS REACTIVOS ADICIONALES

Reactivos
Compues=
Reacti to tetra Material proteini
5 vo zotado Compuesto reticulado co

A BDB Azida de &cido tiofen-
2-carboxilico mioglobina

B " Tgual que en el Ej. 1 gonadotropina corid

nica
c " " hemoglobina
10 D " Azida de Acido tiofen~-

2-carboxilico "

E Dbis-diazg Igual que en el Ej. 1 "

dianisidl
na

F " Azida de &cido tiofen-

2-carbox{lico "
15 G " Igual que en el Ej. 1 gonadotropina co-
ribnica.

H " " hemoglobina

I " Azida de Acido tiofen-
2-carboxilico "

En la preparacibn de los reactivos de acuerdo
20 con la Tabla anterior, siguiendo el procedimiento del Ejem
plo I, todos los reactivos sustitufdos fueron manejados de
la misma manera que los reactivos de ese ejemplo, con la
excepcidn de la gonadotropina coriénica, que fue empleada
de la manera que se explica a continuacidn. Cinco (5) mg.
25 de gonadotropina coridnica humana, obtenida de la Vitame-
rican Company, que tenfa una potencia de 2000-3000 U.I.
por mg., fueron disueltos en una disolucién tampbn de fos-
fato 0,15 M de pH 7,4, a la que habfan sido afiadidos 100
mg. de bicarbonato de sodio. Esta disolucidn fue empleada

30 en lugar del material de mioglobina del Ejemplo I.
5. 12o 680

- 20 -



10

15

a5

30
5.12.68.

Los reactivos protefnicos preparados atcerLor-
mente fueron empleados después como reactivos de ensayo
inmunoldgico, de la forma expuesta en la seccidn de proce-
dimiento de ensayo de la Patente de los EE.UU. Ne,
3,236,732, segin las sigulentes operaciones especificas.
Fue preparada una serie de vasos de ensayo y de control
colocando en ellos una cantidad apropiada de disolucidn
salina temponada con veronal del antisuero preparado con-
tra cada uno de los antigenos especificos (materiales pro
tefnicos) de los reactivos de ensayo. A cada uno de los.
vasos fue afladida una gota de una muestra bioldgica que
contenfa los antigenos. Por cada vaso de ensayo fue preva
rado un vaso de control afiadiendo 1 gota de una disolucidn
salina fisioldgica en lugar de la muestra. Los controles
para las disoluciones de antisuero eran alblmina de suero
normal de conejo o de suero bovino. A cada uno de estos
vasos preparados de ensayo y de control se afadid 1 gota
del reactivo A~I antes preparado, y fueron observadas las
configuraciones formadas por estos reactivos durante el
perfodo de desde aproximadamente 30 minutos desde la Glti
ma adicidn hasta aproximademente 2 horas desde la Gltima
adicidn. Cuando la muestra sometida a ensayo contenia el
antigeno mostrado en la Tebla I en un estado no ligado,
se observaba un anillo o mancha de glbébulos en el fondo
de los vasos de ensayo, y cuando la muestra de enssyo no
contenfa el antigeno aparecia en los vasos una configura-
cibn aglutinada. As{, en el primer caso en el que la mues
tra contenfa el antigeno libre, se dice que el indicador
precipita.

De los datos de los ensayos anteriores se de-
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terminaron las diluclones apropiadas para cada'uno de los
indicadores, y despuds estas disoluciones fueron prepara-
das en uns disolucidn de peptona al 2% (2 g. de peptons
en una disolucidn salina tamponads con veronal) refrige-
rada.

Los resctivos preparados para ensayos inmuno-
18gicos fueron centrifugados y puestos en suspensidn en
albfmina de suero bovino al 1% en disolucidn salina tampo-
nada con veronal. Enseguida, las disoluciones en peptona
preparadas de los antisueros fueron afiadidas a una zons. de
resccidn de cada una de una serie de cipsulas de reaccién,
teniendo cada una de ellas 2 zonas que contienen reachivos,
y se colocd 1 gota de la suspensidén de reactivo de ensayo
en la otra zona de reaccidn de csda una de dichas cépsu-

las. Estas cipsulas fueron colocadas después sobre gradi-
llas de aluminio y enfriadas a -402C en un liofilizador
comercial esténdar. Después de un perfodo apropiado de
tiempo en el que el agua fue separada de las chpsulas, se
retiraron del liofilizador y se introdujeron en una zona
de baja humedad y parcialmente cerrada, y Se envasaron con
paquetes desecantes.

Habiendo establecido previamente las dilucio-
nes adecuadas de los antisueros y los reactivos de ensayo
liofilizados, se dispone de una forma comercial que puede
ser envasada para su empleo final en la realizacidn de en-
sayos inmunoldgicos.

Este ejemplo demuestra que pueden prepararse
varios reactivos proteinicos diferentes seglin la presente
invencidn, y que &stos pueden ser empleados después para

producir sistemas envasados de ensayos inmunolégicos, co-
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mercialmente deseables, que pueden ser almacenados y
transportados en estado seco.
EJEMPIO III
Fueron preparados los reactivos inmunolégicos
del Ejemplo I, y los A, C y D del Ejemplo II, sustituyen-
do los glébulos rojos de estos ejemplos por células bacte
rianas. las células bacterianas empleadas como miembros
superficiales de soporte para los antigenos eran Escheri-
chia coli, que fueron obtenidos cultivando un residuo in—
testinal procedente de un conejo de laboratorio muertc en
un caldo de infusidn de cerebro-corazén (ICC). Se utilizé
un volumen de 68 ml. de un cultivo de buen desarrollc /(18
horas) para inocular 3 1. de ICC cuya esterilidad habia
sido comprobada previamente. Las células fueron incubadas
después durante 4,5 horas a 372C, con agitacibén. Se comprg
bd que las células resultantes eran de tamafio y forma uni-
formes. Estas células fueron formalinizadas por tratamien
t0 con una disolucidn de sproximadamente 37% de formalde~
hido tratado con carbonato de calcio. Despuds, estas célu
las fueron empleadas de la misma manera que la explicada
para los gldbulos rojos de los anteriores Ejemplos I y II,
A causa del menor tamafio de los reactivos pro-
teinicos preparados seglin este ejemplo, las células bacte-
rianas pudieron emplearse para ensayos de aglutinaciGn en
porta-objetos. En este ensayo, 1 gota de los reactivos
constitufdos como se ha expuesto anteriormente fue mezclg
da, sobre un porta-objetos de vidrio, con 1 gota de una
dilucidn de los antisueros spropiados y 1 gota de la mueg
tra de ensayo. La ausencia de configuraciones de aglutina-

cidn indica la presencia del antigeno que se estd determi-
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nando en la muestra de ensayo.
EJEMPIO IV

Se formbd un reactivo proteinico que constaba
de glébulos rojos unidos a alblmina de suero bovino (ASB),
empleando como compuesto tetrazotado bis-diazobencidina ¥y
como compuesto reticulador acido 2-furoico, y empleando
como activador de &cido el N-etil-5-fenilisoxazolio-3'-sul
fonato, conocido como reactivo K de Woodward.

Doscientos venticuatro (224) mg. de 4cido 2-
furoico fueron disueltos en 10 ml. de disolucidn 0,1 N de
NaOH, y después se hicieron reaccionar durante 30 mirukos
con 506 mg. de reactivo K de Woodward. A esta disolucidn
se afladieron después 25 mg. de ASB en 10 ml. de agua, ¥
se dejd transcurrir la reaccidn durante 2 horas a tempera
tura embiente (252C), antes de la diflisis a 42C durante
tres dfas. Fl volumen final del material proteinico trata
do fue ajustado a 25 ml., ¥y se utilizaron 5 ml. como 5 mg.
de proteina, seglin la descripcidn siguiente.

Fueron centrifugados glébulos rojos de ovela
formalinizados, se desechd el liquido que sobrenadaba, y
los glébulos fueron puestos de nuevo en suspensidn en 17
ml, de tampdn de acetato (pH 4,0). Se les afiadid 1 ml. de
BDB preparada como en el Ejemplo I, dilufde en 5 ml. de
tempén de acetato, ¥ la mezcla fue agitada durante 30 mi-
nutos. El producto unido resultante fue lavado después 3
veces en disolucidn de sal y 3 ml. de una suspensién al
10%, y después fue dilufda hasta un volumen total de 17
ml.

El producto de ASB-furano y el tampdn de fos-

fato preparados como en el Ejemplo I anterior fueron afiadi
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im0
dos, en vollmenes iguales de 5 ml. de cada uno de ellos,

a los 17 ml. de los glbébulos de oveja unidos a BDB, y se
hicieron girar a temperatura ambiente durante aproximada-
mente 4 horas, después de las cuales fue guardado a 42C
durante toda la noche. El reactivo resultante fue lavado
despuds 4 veces con disolucidn salina y valorado frente a
2 diluciones diferentes de sueros anti-ASB. Ambas vaivra-
ciones demostraron que el reactivo era inhibido por com-
pleto por una disolucibn de ASB al 0,l%.
BJEMPIO V

En el reactivo del Ejemplo se efectuaron tras
variaciones especificas, como sigue:

Ia BDB fue sustituida por el mismo volumen de
una disolucidn que contenfa 18 mg. de la sal doble de clg
ruro de cinz de bis-(4)-diazonio fenllamina disuelta en
15 ml. de agua destilada, en una de las variaciones.

La variacién siguiente consistid en disolver
20 mg. de gamma globulina bovina en disolucidn salina, ¥y
tratarlos con 100 microlitros de cloruro de 2-tiofenosul-
fonilo, con agltecidn posterior durante aproximadamente
17 horas. Al cabo de este tiempo, el material protefnico
tratado fue dializado durante tres dfas, con cambios fre-
cuentes de agua destilada. Después fue hecho reaccionar
con los glébulos rojos unidos a la BDB, como en el ante-
rior ejemplo.

La tercera variacién fue similar a la segunda,
con la {nica excepcibén de que se emplearon 10 microlitros
del compuesto reticulador, cloruro de 2-tiofenosulfonilo.

EJEMPIO VI

Fue producido, segfn la presente invencién,
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un reactivo proteinico capaz de determinar concentracio=
nes de insulina o de anticuerpo de insulina en suero, como
sigue:

Cincuenta (50) mg. de insulina fueron mezcla-
dos con 10 ml. de agua destilada y suficiente ClH 0,1 W
para disolver toda la insulina, y después con 10 ml. de
tampdn de borato, con un pH de 9,0, A esta disolucién fue-
ron afiadidos lentamente 500 mg. de azida de &cldo pirrci-
2-carboxilico disuelta en vollmenes iguales de dioxano y
agua (8 ml, en total). El pH fue mantenido en 9-10 con
NaOH 0,1 N, Una vez completado el tratamliento de la insu-
lina, fue ailadida la disolucién de NaOH para aumentar el.
pH a 9,8. Después, esta suspensidn fue filtrada, dializada
frente a agua destilada, y despuds liofilizada segln el
procedimiento explicado en el anterior Ejemplo II.

Tres nl. de gldbulos rojos de oveja formalini
zados al 10% fueron centrifugados, y se desechd el liquido
que sobrenadaba. Los gldbulos fueron puestos de nuevo en
suspensidn en 8,0 ml. de tampdn de acetato que tenfa un
pH de 3,5, y tratados con 1,0 ml. de bis-diazobencidina
disuelta en 1,0 ml., de tampén y 1,0 ml. de agua destilada.
La suspensidn resultante fue agitada durante 30 minutos,
y después los gldbulos fueron lavados cuatro veces con el
tampdn de acetato anterior. Los gldbulos fueron puestos
de nuevo en suspensién en 10 ml. del tampdn de acetato.

Una disolucidn de 5 mg. de la insulina trata-
da con la azida de Acido de pirrol fue disuelta en 10 ml,
de una disolucidn tamponadora de fosfato de sodio que te-
nfa un pH de 7,4, y afiadida a glébulos rojos de oveja uni

dos a BDB, para formar el reactivo final. Se afiadieron 10
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ml. mds de la disolucidn tempdn, y el pH fue ajustado a
8,0. La mezcla resultante fue agitada durante 4 horas, y
se dejé reposar durante sproximademente 17 horas. Los gl
bulos fueron lavados después 4 veces con aproximadamente
25 ml, de disolucidén salina taemponada con veronal, y pues
tos de nuevo en suspensién en 18 ml. de disolucibn de sal
tamponada con veronal.

En resumen, pueden ser producidos, segln la
presente invencidn, un gran nimero y variedad de reacti-
vos proteinicos. Estos pueden ser preparados a partir de
una amplia variedad de particulas de soporte y de maberig
les proteinicos, empleando cualquiera de los compuestos
tetrazotados y compuestos reticulados reivindicados para
el método en tres fases descrito.

La presente solicitud gque corresponde a la pre
sentada en log Estados Unidos de América, el 1 de Noviem~
bre de 1.967, bajo el nlmero 679.628, se acoge a los bene-
ficios del artfculo 51 del vigente Estatuto sobre Propie-
dad Industrial.

N O T A

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencién en Espafla, por VEINTE afios, son 108 si=-
gulentes:

1.~ Un procedimiento para producir un reactivo
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proteinico, caracterizado por las operaclones de tratar
un material proteinico con un compuesto seleccionado del
grupo que consiste en un compuesto aromdtico tetrazotado
y un compuesto reticulador que tiene un resto aromitico
que es mis susceptible de sustitucién electrofilica que
cualquier resto aromético proteinico presente, unir el
compuesto restante de dicho grupo a una particula de ve-

hiculo proteinico que tiene suficiente reactividad como

para reaccionar con dicho compuesto restante, y a continug

cidn hacer reaccionar el meterial proteinico tratado con
la particula portadora unida para formar dicho reactivo
proteinico.

2.~ Un procedimiento segfin la reivindicacidn
1, en el que dichas operaciones de tratamiento, unién y
reaccidn son realizadas en medio liquido y en el que di-
cho reactivo protefnico es, a continuacidn, recuperado
en forma seca.

3.~ Un procedimiento segln la reivindicacidn
1, en el que dicha particula portadora proteinica es se-
leccionada del grupo que consiste en glébulos rojos, cé-
lulas microblanas, y particulas insolubles revestidas con
proteinas.

4,~ Un procedimiento segln la reivindicacidn
1, en el que dicho material proteinico es seleccionado del
grupo que consiste en un ant{geno, un anticuerpo y una en
zima.

5,~ Un procedimiento segfin la reivindicacidén
1, en el que dicho material proteinico es tratado con un
compuesto reticulador y en el que dicho compuesto tetirazgo

tado estd unido a dicha particula vehiculo.
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6.~ Un procedimiento segfin la reivindicacidn
1, en el que dicho compuesto tetrazotado es seleccionado
del grupo que consiste en bis-diazobenzidina, bis-diazodia
nisidina, y 4,4'-difenilamina tetrazotada.

7.~ Un procedimiento segln la reivindicacidn
1, en el que dicho compuesto reticulador es seleccionado
del grupo gue consiste en azida de Acido pirrol-2-carboci
lico, azida de &cido tiofen-2-carbocilico, cloruro de 2-
tiofensulfonilo y acido 2-furoico.

8.~ Un procedimiento para producir un reschivo
proteinico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, y para los fines que se han especificado.

Este Memoria consta de veintinueve hojas eg.

critas a mdquina por una sola cara.

To L .

Madrid,
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