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El presente invento se refiere a un método me jorg
do vara la deteccidn y determinacién de haptenos poniendo en
contacto una muestra de fluido con un conjugado de hapteno
¥ enzima y un anticuervo contra el hapteno.

Mds particularmente, el invento se refiere a una
determinacién de havtenos mejorada en la que la naturaleza
de la unidén en el hapteno-sustancia de veso molecular eleva
do empleada para generar el anticuerpo, difiere de la natura
leza de la unidn en el conjugado de hapteno y enzima.

El presente invento se refiere tambiédn a un enva-
se de ensayo gue contiene los componentes requeridos en es-
te método de ensayo.

La solicitud de patente holandesa n? 70,16396 des
cribe un método vara la deteccidn y determinacidn , por ejem
plo, de haptenos, gue consiste en que a un liguido, por ejem
plo, un fluido corporal, tal como sangre u orina, que contig
ne una cantidad desconocida de hapteno, son afiadidas una cier
ta cantidad de un vroducto de unidn ocovulacién de una enzi-
ma ¥ el hapteno afin, ¥y una cierta cantidad de anticuerwvos
contra este hapteno en una formz insoluble. Despuds de la
adicidén de estos componentes, tiene lugar una reaccidén de
comveticidn entre estos anticuerpvos y el hapteno que ha de
ser determinado, por un lado, y los anticuerpos y el hapteno
unido a la enzima, por otro lado, Cuanto mds grande sea la

cantidad del havteno libre gque se encuenira en el ligquido,
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mis grande serd la cantidad del conjugado hapieno y enzima
que no reaccione con los anticuerpos insolubilizados, per—
maneciendo vor lo tanto dicho conjugado en la fase liquida.
En este momento, midiendo la asctividad enzimdtica del conju
gado de hapteno y enzima en la fase liquida, o de el conju=-
gado de hapteno y enzims reaccionado en la fase sélida, pue
de determinarse la cantidad de haptenos en el liquido de en
sayo por una curva de respuesta a la dosis para un cierto sig
tema.,

Ia solicitud de patente holandesa n® 70,18838 des
cribe un método correspondiente para la deteccidn y determi
nacién por ejemplo, de haptenos, cue difiere del método an-
teriorménte mencionado en que el hapteno que ha de ser deter
minado y la cantidad de conjugado de haviteno y enzima no se
hacen reaccionar con anticuerpos insolubilizados, sino con
anticuervos solubles, siendo afiadida al lIquido despuds de
la reaccién de competicidn una cierta cantidad de anticuer-
008 insolubilizados contra los primeros anticuerpos (anti—ag
ticuerpos).

La cantidad de conjugado de hapteno y enzima que
ha reaccionado con los primeros anticuerpos, se unird luego
a los segundbs anticuerpos insolubilizados y, mor consiguien
te, pasard a la fraccidn insoluble, mientras que la parte
del conjugado de hapteno y enzima que no ha reaccionsdo, per

menecerd en la fase liquida.
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Del mismo modo que se hace en el método anterior-
mente descrito, la cantidad de haptenos en el liquido de en
sayo vuede ser determinsda en fase sélide o liguida vor una
curva de respuesta a la dosis, despuds de la determinacidn
de la actividad enzimética.

La curva de respuesta a la dosis relativa se deter
mina partiendo de una cierta cantidad de conjugado de hapte
no y enzima y poniendo a éste en contacto con antisuero (sue
ro que contiene aﬁticuerpos) en diferentes diluciones. En
cada @ilucidn, se determina cuanta cantidad de hapteno-enzi
ms estd unida s anticuervos. En este momento, Se escoge una
dilucidn de antisuero en la cual, vor ejemplo estd unido el
80% del hapteno-enzima y a esta dilucidn se afiaden cantida-
des veriables de haptenos. Fars cada concentraeidn de harte
no se determina luego cuanta cantidad de hapteno-enzims es-
t4 unida; por ejemplo, pars una unidad de havtero, 78% de
conjugado y pars dos unidades de hapteno, 75% de conjugado,
ete,

Andlogamente, afiadiendo las cantidades anterior-
mente mencionadas ae havteno-~enzima y antisuero a una can-
tidad desconocida de haptenos y midiendo 1la actividad enzi-
mitica de la fraccidn de hapteno-enzims unida o no unida,
puede determinarse la cantidad de haptenos en el liquido de
ensayo.

De lo anterior, resultard evidente que si la afi-
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nidad del conjugado de hapteno y enzima pars el antisuero
es elevada en comparacidn con la afinidad entre el hapteno
y el anticuerpo, deben estar presentes cantidades relativa-
mente grandes de haplenos, si ha de fratamse de desplaza-
miento por el hapteno del conjugado y, consiguientemente,
de una actividad enzimdtica conmensurable en la fase liqui-
da. Por lo tanto, si fuese posible elevar la afinidad del
hapteno para los anficuerpos 0o, al contrario, reducir la
afinidad del conjugado de hapteno y enzima para los anticuer
posS, la sensibilidad del sistema de ensayo aumentaria con
las consecuencias de gue con este sistema de ensayo podrian
ser determinadas concéntraciones muy pequefias de haptenos.

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que la

 sensibilidad de los métodos de determinacidn anteriormente

mencionados aumenta considerableﬁente si la naturaleza de
la unidn entre él hapteno v la enzimg difiere de la natura-
leza de la unidén enire el hapteno y la sustancia de peso mo
lecular elevado frente a la cual han sido formadas las anti
sustancias,

Por una unidn de una naturaleza diferente entre
el hapteno y la enzima y entre él hapteno y la sustancia de
peso molecular elevado, se quiere decir:
(a) una unidn o puente quimicamente diferente,
(b) haptenos gquimicamente diferentes que son inmunolégicamen

te afines,
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(c) unién por otra posicién de la molécula de hapteno,
(a) combinaciones de (a), (b) ¥y (e).

_ Lés haptenos son sustancias exentas de proteinas,
principelmente de las de peso molecular bajo; gue no son
capaces de estimular la formacidn de anticuérpos, Pero gque
reaccionan con anticuerpos. Los Wltimos se forman uniendo
el hapteno con una’sugtancia de peso molécular elevado, usual
mente un polipéptido o una proteina, e inyectando este pro-
ducto de unidn en seres humanos o animales. ”

. Como e jemplos de'haptenos se mencionan: esteroides,
tales como estrona, estradiol, estriol, testosterons, preg-
nanodiol y progesterona;:vitaminas, tales como vitamina 312
y d¢ido f£élico; tiroxina, tri-yoduro de tironina, histamina,
serotonina, digoxina, prostaglandina, adrenslina, nor-adre-
nzlina, morfina, hormonas vegetaies, tales como auxina, ci-
netica y dcido giberélico, ¥ antibidt;cos, tales como peni-
cilina.

Para la vpreparacidn del producto de unidn de hap-
teno-enzima pueden ser empleados uSuélmente los sustituyen~
tes que ya se encuentran presentes en estos componentes, ta
les como grupos hidroxilo, ca}boxilo, amino o ceto., Si no se
encuenira presente ninguno de eétos grupos, es posible intro
ducirlos todavia, particularmente en haptenos., Asi, por ejem
plo, en esteroides.puede introducirse un grupo hidroxilo,

por via microbioldgica o quimica, en diversas posiciones de
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la molécula, tales como las posiciones 6, 11 6 16,

Por medio de un dcido policarboxilico, o uno de
sus derivados funcionales, tales compuestos hidroxilicos
pueden ser unidos con una enzima. También es posible partir
de un hapteno que posea un grupo ceto, o en el cual haya si
do introducide tal grupo, despuds de lo cual puede tener lu
gar la unidén con la enzima a través de un derivado de carbe-
xialcohiloxima. Si el hapteno, al igual que la enzima, pPo-~
see grupos amino o carboxilo, los dos'componentes pueden. ser
unidos por un método conocido en la sintesis de péptidos.

Dependiendo de lz presencia de sustituyentes ade~
cuados, tambidn pueden sef usadas para la unidén otras sustan
cias, tales como dialdehidos, por ejemplo, aldehido glutdri
co, hidragzinss, difluorodinitrodifenilsulfona, di-isociang-
tos, tales como toluendlisodeiambtqydi- o tri-clorotriazi-
nas,

La enzima que ha de emplearse para el conjugado des
crito anteriormenie puede en principio elegirse de cualquier
clase, pero se da preferencia a las enzimas que poseen una
actividad especifica elevada, que puede ser determinada de
un modo -sencillo, por ejemplo, colorimétricamente, espectro
fotométricamente, o fluorométricamente.

Como ejemplos de enzimas que se emplean preferi-
blemente, se mencionan: catalasas, peroxidasas, glucuronida

sas, glucosidasas, galactosidasas, ureasa y oxidoreductasas
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tales como glucosa-oxidasa y galactosa-oxidasa,

Para la preparacidn de anticuerpos contra el hap-
teno, dste se une con una sustancia de peso molecular ele-
vado, usualmente una proteina, y se inyecté a2 un anima;, des
pués de lo cual el anticuerpo se aisla de la manera conven-
cional.

Pare la unidén del hapteno con una proteina, o po-
siblemente otra sustancia de peso molecular elevado capaz
de es%imular la formacién de anticuerpos, Queden emplearse
los mismos métodos de unién que se describen para la unidén
del hapteno con une enzima.

_ Sin embargo, es esencial para el procedimiento de
acuerde con el invento qﬁe la naturaleza de la unidn difiera
de la del conjugado de hapteno y enzima. La diferencie pue-
de ser de naturaleza quimica debido a que en el conjugado
de enzima la unidén ha sido efectuada, por ejemplo, a través
de un dcido policarboxilico, mientras que la unidn entre el
havteno y la proteina ha sido hecha a través de un puente
de carboximetiloxima. También es ﬁosible‘que'en ambos casos
la unidén haya sido efectuada a través de un écido policar-
x{lico, por ejemplo, un 4ecido dicarboxilico, si en uno de
los casos el dcido dicarboxilico contiene X gtomos de carbo
no, por ejemplo dos en el caso del 4cido oxdlico, y en el
otro caso Y dtomos de‘carbono, por ejemplo cuatro, en el ca

so del 4c¢ido succinico.
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También puede efectuarse una naturalega diferente
de la unidn si el hapteno en el conjugado de hapteno y enzi
ma y el hapteno en el producto de hapteno-sustancia de peso
molecular elevado son quimicamente diferentes pero inmunold
gicamente afines. Esta diferencia quimica aparece si ambos
haptenos difieren en la ausencia o presencia de uno o mds
dobles enlaces, por ejemplo, testosterons y dihidrotestostero
na, y/o uno o mds sustituyentes tales como grupos hidroxilo,
grupos oxo, ftomos de haldgeno, grupos alcohilo eic,, por
ejemplo estradiol y 11<¢{-hidroxi-estradiol, o si un hapte-
no es un derivado funcional, por ejemplo un acilato o éter,
del otro hapténo, por ejemplo, morfina y codeina.

Se ha demostrado incluso que es posible obtener
un sistema de ensayo mds sensible empieando los mismos ti-
pos de uniones en ambos productos de copulacidén o unidn, oi
las uniones han sido formadas a través de otra posicidn de
la molécula de hapteno, por ejempio, en el caso del estra-~
diol en calidad de hapteno, pasando por los derivados ll-suc
ciniloxi y l7-succiniloxi de ll-~hidroxi~estradiol.

Los anticuerpos producidos de este modo se emplean
en el método de determinacidn de acuerdo con el invento ha-
ciéndolos reaccionar durante un periodo de tiempo dado con
la cantidad de haptenos que ha de ser determinada y con una
cantidad del producto de copulacidn 0 unidén, y separando

luego el producto de copulacidn o unidn libre del producto
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de copolucidn o unidén unido a los anticuerpos.

Para la separacidén pueden emplearse diversos méto
dos, tales como precipitacidn del product6 de unidén urido a
anticuerpos con un disolvente orgdnico o una sal, absorcidn
selectiva del producto de unidn libre sobre carbdn vegetal
recubierto'con una capa de dextrana, o precipitacidén del pro
ducto de unidn unido a los anticuerpos por medio de (segun-—
dos) anticuerpos contrs los anticuerpos de la especie del
animal en gue habian sido producidos los anticuerpos contra
el hapteno. Bste ltimo método es usualmente denominado mé-
todo del “dobie anticuerpol,.

La separacidén puede tambidn efectuarse fdcilmente
insolubilizando los anticuerpos conira el hapieno antes de
permitirles que tomen parte en la reabcidn con ¢l hapteno y
el producto de unidén. La separacidén tiene lugar luego de un
modo bastante fdeil por centrifugacidén. Este método se deno
mina frecuentemente método de "fase sélida". Los anticuer-—
pos pueden insolubilizarse por reticulacidn, por ejemplo,
con aldehido glutériéo o un éster alcohilico de 4cido cloro
férmico, o uniéndolos a un vehiculo insoluble, tal como ce-
lulosa, agarosa, poliestireno y similares.

TLos métodos del "doble anticuerpo” y de "fase sdé-
lida" pueden combinarse en el denominado método DAFS. En es
te caso, se prevara un segundo anticuerpo conira el primer

anticuerpo inyectando la fraccidn de inmunoglobulina del pri

- 10 -
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mer antisuero, o de suero normal de la misma especie de ani
mal, en una egpecie de snimal diferente de aquella de la gue
fue primeramente obtenido el antisuero e insolubilizando
luego el segundo antisuero por los métodos descritos ante-
riormente pare insolubilizar el primer anticuerpo, por ejem
plo, copulacidn o unién con particulas de celulésa.

Para la realizacidn del procedimiento de acuerdo
con el invento se emplea preferiblemente un envase de ensa-
yo.

Un envase de ensayo para el método de determina-
cidn que emplea un anticuerpo insolubilizado consiste prin-
cipalmente en:

(1) una clerta cantidad del producto de unidn de un hapteno
¥y ung enzima: y

(2) una cierta cantidad de un anticuerpo en uns forma inso-
luble.

Un envase de ensayo para la realizacidén del méto-
do de determinacidn de acuerde com el invento por medio de
un segundo antisuero insolubilizado (es decir, el método
DAFS), consiste principalmente en: _

(1) une cierta cantidad del producto de unidn de
un hapteno y una engima;

(2) una cierta cantidad del primer antisuero; y

(3) una cierta cantidad del segundo antisuero in-

solubilizado,

-11 -



Ademds de los reactivos anteriores, ambas realizg
ciones de estuches o envases de ensayo del invento pueden
contener componentes adicionsles, por ejemplo, reactivos
para determinsr la actividad de la enzima empleada. El in~-

5 vento se ilustra por los ejemplos siguientes,
EJEMPLO 1
DETERMINACION DE ESTROGENO

A.- Preparacién de estradiol-l7-succinil-PRP y 11« —estra-
diol-ll-succinil-PRP

10 Cincuenta mg. estradiol-l7-hemisuccinato 6 50 mg.
de 11o{ -OH-estradiol-ll-hemisuccinato se disolvieron en 2 ml.
de dioxano. La mezcla se enfrid a 82C, después de lo cual
se afindieron 0,07 ml., de tri-n-butil-amina y 0,015 ml. de
clorocarbonato de isobutilo. Treinta minutos después de es-

15 to, se afiadieron 50 mg. de peroxidasa de rdbano picante
(FRP) disueltos en 7,5 ml. de agua~-dioxano (3:2) de pH 9.
La mezcla se hizo reaccionar durante 4 horas, despuds de lo
cual se dislizé dAurante la noche frente a agus corriente y
luego se purificd en una columna con Sephadex G-25 en agua

20 destilada. Las fracciones gue contenfan enzimas se liofili-
zaron., La purificecidn adicional de los conjugados fue ob-
tenida por centrifugacidn con gradientes de densidades
(20-60% de sacarosa;’l6 horas, 238.000 x gx).
gi(g:aceleracidn de la gravedad)

25

7.7
M.H, = 12 -
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B.~ Preparacidn de estradiol-l7-suceinil-ASB y llX-estra-
diol-ll-succinil~-ASE,

Estos conjugados se prepararon del mismo modo que

los correspondiedtes derivados FRP, pero los materiales de
partida eran 50 mg. de estradiol-hemisuccinato y 150 mg. de
ASB (albdmina de suero de bovino). Ademds, la mezcla se pre
cipitd tres veces con 1,5 partes en volumen de acetona de
PH 4,5 en lugar de ser purificada con Sephadex G-25.

C.~ Preparacidn de anticuervos contra estradiol-~l7-succinil-

~ASB vy 11X -estradiol-ll-succinil-~ASB

Se inmunizaron conejos con los productos prepara-

dos en B de acuerdo con el siguiente esquema:

Tiempo (dias) 0 14 28 42 49
Cantidad (mg.) 0,25 0,25 0,25 0,25 sangrando
Sitio i.m, i.m,. i.m, i.v.

Coadyuvante

de Freund + + + -

i;m. = intramuscularmente

i.v. = intravenosamente

D.- Determinacidn de estrdgeno

Bn un ensayo preliminar, se determind para cada
antisuerb qué parte de }a actividad enzimdtica de cada con-
jugado de estradiol y PRP (en una concentracidn adecuada de
terminada de anteiano) estaba unida por cumal concentracidn

de entisvero: 0,5 ml, de tampdén, 0,1 ml, de estradiol-FRP y

-13 -
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0,1 ml, de antisuerc (en diluciones de desde 1:100 hasta
1:10.000) fueroniipcubados a temperstura ambiente durante
treinta'minﬁtos. Lﬁego, se afiadieron 0,3 ml. de una suspen-
sidn de‘anti-conejo»DAFS (anticuerpos de ovejas contra la
gamma-—globulina de conejo, unidos por enlace covalente a
celulosa), y la mezcla resultante se agitd durante dos ho-
rasl Iuego, la mezcla se centrifugd, y después de que se
mezelaron 0,5 ml, del liguido sobrensdante con 1,5 ml. del
substrato de enzima (80 mg. de 4eido 5-amino-salicilico y
10 _«l de una solucidn de perdxido de hidrdgeno al 30% en
150 ml, de tampdn de fosfato 0,02 M de pH 6,0). Despuds de
una hors, se midid la extincidn a 450 nm, Para las siguien-
tes determinaciones de estrdégeno se eligid siempre la dilu-
cién de antisuero en que aproximadamente el 40% de la acti-
vidad enzimdtica del estradiol-PRP estaba unida al anti-co-
ne jo DAFS en ausencia de estrdégeno libre. 0,5 ml., de una so
lucidn de estrona, estradiol o estriol (concentraciones de
desde 0,1 a 1,000 ng/ml.) fueron incubados durante 30 minu-
tos con 0,1 ml, de antisuero en una dilucidn establecida,
despuds de lo cual se afiadieron 0,1 ml. de estradiol~FRP en
la concentracidn elegida y la mezcla se incubd de nﬁevo du-
rante 30 minutos. Iuego, se afladieron 0,3 ml. de una suspen
sidn anti-conejo DAFS y la determinacidn se realizd ademds
como se ha descrito en lo que antecede, La sensibilidad de

los métodos de determinacidén resultantes se muestra en la

- 14 -
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" Jcantidad de estrdgeno en ng/ml requerids pare inhibir la

Tgbla siguiente.,

mitad del estradiol-PRP de unirse sl anticuerpo

Antisuero

1l 2 ~17-BS
contra E2 11~-BSA T2 17-BSA
conjugado E2-11~HRP E2*l7-HRP Ez-ll-HRP E2~l7—HRP
egtrona , 1000 7 3 i
estradiol 800 1,5 2 7
estriol 1000 230 14 380

E2= estradiol.
5S¢ obtuvieron resultados similares con diversos an
tisueros. A no ser qgue se establegca otré cosa, se empled en
calided de tampén fosfato 0,1 M de pH 6,0 que contenia 0,1%
de lactalbimina.
EJEMPLO IT
DETERMINACION DE.ESTROGENO
A.- Preparacidn de”estradiol-l?-suecinil-PRP, Q8-
tradiol-17-maleinil-FRP, estradiol-17-glutaril-
-PRP v estrong-lT~N=-carboximetiloxima~FPRP.

Estos productos se prepararoﬁ como se ha descrito
en el Ejemplo I A, siendo adaptadas las cantidades de los de
rivados de estrdgeno a sus pesos moleculares respectivos, y

giendo realizada la reaccidn con la estrona-17-0-(carboxime

-15 -



10

15

20

25

[OF N

41461

til)oxima en una mezcla de. dimetilformamids/agus en luger

de una mezcla de dioxano/agua.

B.~ Determinacidn de estrégeno

La determinadidn se realizd como se ha descrito en
el Ejemplo ID, empleando dos antisueros contra el estradiocl-
~17-sucecinil-ASB(vegse los Ejemplos I B y C). Ia sensibili-

dad de la determinacidn se da en la Tabla siguiente.

Concentraciones de estrona (El)’ estradiol (E2), y-estriol
B, en ng/ml requeridas para inhibir la mitad de estradiol-
~PRP de unirse al antieuerpo

Antisuero Conejo A Conejo B

Hapteno El E2 E3 El E2 E3
suceinil 4 6 190 12 9 300
maleinil 3 4 160 3 3 100
glutaril 4 5 150 8 6 300
oxims, 2 2 150 1 6,8 50

EJEMPLO TIT

DETERMINAGTON. DE FROGESTERONA
A.- Determinacidn de 1lo( -OH~progesterona-ll-suc-

cinil-fosfgtasa alcalina (FA) y 12 ~OH=-progesS-

terona~l2-suceinil-FA

Estas sustancias fueron preparadas andlogamente a

los derivados de estrdgeno descritos en el Ejemplo I A, pero

- 16 -~
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los materiales de partida eran 55 mg. de progesterona-hemi-

~.
3

succinato y 125 mg. de FA,
B.-~ Freparacién de 11« -OH-progesierona—~ll-succi-

nil-ASB y 12« ~OH=-progesterona~1l2-succinil—
"ASB 3

EStas sustancias fueron preparadas de modo andlogo

a los derivados de estrdgeno desecritos en el Ejemplo I B.

C.- Preparscidn de anticuerpos contra llod —QH-pro-
gesterona~ll-succinil-ASB y 12« ~OH-progestero~
na~l2-suceinil-~ASB.,

Para la preparacién de estos anticuerpos, se si-

gulé el esquema del Ejemplo I. ¢,
D.,~ Determinscidn de progesterona.

El método adoptado no diferia esencialmente del
método descrito pars la determinacidén de estradiol en el
Ejemplo I C., La determinacidén de la enzima tuvo lugar como
gigue: 0,5 ml, de una muestra que contenia la enzimsg sé siia
dieron & 0,5 ml. de una solucidn de éubstratO'(p-nitrofenil
fosfato 0,01 M en wn tampén de carbonato 0,1 M de pH = 2,
siendo 0,007 M en MgClz). La mezcla se incubd a 372 C duran
te 30 minutos, despuds de lo cual se midid la extincidn a
400 nm,

Se encontrd que los sistemas de determinacidén en
los cuales la progesterona~ll-FA se combinaba con antiproges

terona-11-ASB, o la progesterbna—lZ—FA con antiprogesterona-

- 17 -
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~12-A8B eran 4 a 10 veces menos sensibles a la progestero-

na que los sistemas de progesterona-l1l-Fi/antiprogesterona-
~12-ASB y progesterona—l2-FA]antiprogesterona—ll—ASB.

Las reacciones descritas en este Ejemplo se rea-
lizaron, a no ser que se indique lo conterio, er tampdn de
veronal 0,01 M de pH 7,5, que contenia 0,01% de lactalbimi-
na.

E.~ Determinacidn de progesteronsa.

Se obtuvieron resultados similares a los descritos
en el Ejemplo III D con el siguiente método de emsayo: 0,5
ml. de una solucidn de vrogesterona se incubaron con 0,1 ml.
de antisuero 'en una dilucidén adecuada, durante treinta minu
tos, después de lo cual se afiadid 0,1 ml. de progesterona-
-FA en una concentracidn adecuada, ¥y la mezcla se incubd de
nuevo durante treinte minutos, Tuego, se afiadieron 0,3 ml,
de una suspensidn de Norit (25 mg/m;.) incubada de antema-
no con dexirana y luego lévada,'deSpués de lo cual la meg~
cla se centrifugd durente quince minutos y se determind la
actividad de FA en el lfguido sobrenadanté como se ha descri
to eﬁ el Ejemplo III D,

BJEMPLO IV
DETERMINACION DE.AC;DO FOLICO
A.- Preparacidén de folato-ASBM,

25 mg. de l-ciclohexil-3~(2-morfolinoetil)-carbo-

diimida y luego 20 mg. de decido f£dlico fueron afiadidos a 50
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mg. de albimina de suero de bovino metilada (ASBM) en 5 ml.
de tampdn de fosfato 0,05 M de pH 7,0, La mezcla se hizo

regccionar durante dos horas, despuéds de las cuales se dig-
1izé frente a agua destilaeda exhaustivamente y 1pego se lio

filizd, .
B.~ Prevaracidn de antisueros contra folato-ASBM.

_En este procedimiento, se empleé el esquema del
Ejemplo I C,
C.- Preparacidn de folsto-glucosa oxidasa (FGO) v

pteroil-glucosa oxidasa (PGO)

Un mg. de 4cido félico 6 0,7 mg. de dcido pteroico
se disolvieron en 5 ml, de tampdén de fésfato 0,05 M de pH 7,
que contenfa 0,5 mg de l-ciclohexil-3-(2-morfolino-etil)-
~carbodiimida. Despuds de 5 minutos, se disolvieron en esta
megela 50 mg, de glucosa-oxidasa, y la reaccidén se continud
durante 2 horas. Iuego la solucidén se dializd frente a un
tampén de fosfato de 0,05 M a pH 7,0 durante un tiempo con-
siderable.i

D.~ Determinacidn del decido félico

El método de determinacidh era esencialmente igual
al descrito en el Ejemplo I D. La determinacién de la enzims
se realizd como sigue{ 0,5 ml, de la solucidn que contenia
la enzima se mezclaron con 2,5 ml, de lg solucidén del subs-
trato (50 mg. de glucosa, 10_&g. de perdéxidasa y 1 mg. de
dcido S~aminesalicilico en tampdn de fosfato 0,05 M de pH
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6,0), v después de ello se midié la extincidn a 450 nm duran
te 30 minutoes, E1 método de ensayo en el cual los anticuer=
pos contra el folato-ASBM fueron combinados con FGO demostra
ron ser tres a veinte veces menos sensibles que en el que
los anticuerpos se combinaron con PGO. Ia diferencia en sen
sibilidad variaba para cada antisuero individual.
EJEMPIO V
DETERMINACION‘DE ESTROGENQ

A,- Preparacidén de 11X ~QH-esirong-ll-succinil-
~PRP, 11 ~OH-estrona-ll-glutanil-PRP, 11« -
~0H-estradiol-l]l-suceinil=PRP ¥y 1l =OH-cstrg-
diol—ll-glutanil~$RP

Estos compuestos se prepararon como se ha descri-

t0 en el EJemplo I A, Ias cantidades de derivados de estrdé-
geno empleadas han sido adaptadas de acuerdo con sus pesos
moleculares.,

B.-~ Determinacidn de estrdégeno

La determinacidn se realizé con los cuatro conjuga
dos E-PRP, anteriormente mencionados, empleando el antisuero
contra 1l -OH-estradiol-ll-succinil-ASB descrito en los
Ejemplos T By I C.

Las sensibilidades de las determinaciones se dan

en la Tabla siguiente:
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Cantidad de estrdgeno en ng/ml requerida para inhibir a
la mitad del estrégeno~PRP de unirse al anticueryo.
Conjugado~E~HRP Rl E2
Ez-ll-succinil-HRP >1000 > 1000
Eznll—glutanileRP >1000 8
El—ll-succinil~HRP 1000 5
B, ~11-glutanil-fRP 80 0,8
EJEMPLO VI

DETERMINACION DE ESTROGENO
A.~ Preparacidn de estradiol-l7-succinil-PRP y es-
triol-16,17~disuccinil~PRP,

Estos compuestos Se prepararon como se ha descri~
to en el Ejemplo I A, teniendo en cuenta los pesos molecu-
lares de los derivados de estrdgeno.

B.~ Preparacidn de anﬁi(9s%radiol~l7~succinil—ASB)

y_. anti(eéstriol-16,17-disuccinil-ASB)
Estos antisueros fueron preparados como se ha de-

4allado en los Ejemplos I Ay I B.
C.~ Determinacidnes de estrdgeno.

Las cuatro combinaciones posibles de conjugado de
estrégeno y PRP y antlsueros fueron empleadas para la deter

minacién de estrégeno, tal como se describe en el E jemplo

I D.
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Los resultados para dos antisueros se presentan
en la Tabla siguiente:

Cantidad de estrdgeno en ng/ml requerida para inhibir la

mitad del estrdgeno-FRP de la unidn al anticuerpo.

~3
-3

Antisuvero o
Contra E,~17-BSA E4-16,17-BSA
Conjugado | E,-17-HRP | E,~16,17-HRP| E,-17-ERP| E,-16,17-HR
estrona >300 6 ' 30 : 100
| estradiol >300 16 30 150
estriol >300 T0 100 300
EJEMPLO VIT

DETERMINACION DE MORFINA
A.- Preparacién de codefna-6-succinil~FRP.

De acuerdo con el método que se ha descrito en el
Ejemplo I A el codeina-6-hemisuccinato ha sido convertido
en codeina-6-succinil-FRP,

B.~ Preparacidn de morfing~3,6-diglutaril-ASB y

preparacidn de antismero contra este producto.

De acuerdo con el método que se ha descrito en el
Ejemplo I B, la morfina-3,6-dihemiglutarato se convirtid en
morfina-3,6-diglutaril-ASB y el antisuero contre este pro-

ducto se prepard como se ha descrito en el Ejemplo I C.
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Com Dete:minacidn de morfina

De acuerdo con el método que se ha descrito en el
Ejemplo I D la cantidad de morfine se determiné en una mues
tra en la cual las fases sélida y liquida fueron separadas
empleando anti-conejo DAFS.

Se requerfan 10 ng./ml, de morfina para la inhibi
cién del 50% de la unién de codefna-6-succinil~PRP a anti-
suero contras morfina-3,6-diglutaril<ASB,.

EJEMPLO VIIT
DETERMINACION DE TESTOSTERONA
A.~ Preparacidn de 1l -OH-testosterona-ll-succi-

nil-PRP, 11X -0H~dihidrotestosterona-ll-succi-
nil-PRP y 119(—OH;ndrtestosterona—ll-succinil—
=ERP. |

Estos compuestos fueron preparados de acuerdo con

los métodos empleados para los estrdgenos en el Ejemplo I A.
B.~ Preparscidn de anti(1lX -0H~testosterona-1ll-
~guccinil-ASB).,

Este antisuero se prepard como se ha descrito en

el Ejemplo I B y C., para los antisueros de estrdgeno.

C.= Determinacidn de testosterona.

Ie testosterona fue analizada con el método descri
to para los estrégenos en el Bjemplo I D.
Cuando se emplea la testosterona~PRP, fueron reque

ridos 30 ng/ml. de testosterona para la inhibicidn del 50%
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de la unién del conjugado al antisuero. Sin embargo, cuando
se emplea el mismo antisuero y dihidrotestosterona-PRP, 5
ng./ml. de testosterons eran suficientes para conseguir la

mismg respuesta. La nortestosterona=-FRP. ers de una sensibi-

" lidad intermedia, requdriendo 15 ng./ml. de testosterona pa

ra la inhibicidn del 50% de su wnidn s los anticuerpos.

La presente solicitud, que corresponde a la pre-
sentada en Holanda, el 11 de Mayo de 1972, bajo el Ne 72.06373,
se acoge 2 los beneficios del Articulo 51 del vigente Esta-
tuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia ¥ nueva que se vre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que Se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

18,-~ Procedimiento me jorado para la deteccidén y

determingeidn de haptenos voniendo en contacto una muestrs
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de fluido con cantidades previamente determinades de un con
jugado de hapteno y enzima y una proteina de fijacidén espe-
cifica para el hapteno y el conjugado de hapteno=-enzima, ha
ciendo con ello que el conjugado de enzima compita para la
protefns de fijacién especifica, con el hapteno libre gque
puede estar presente en la muestra, éeparando la proteina
unida al conjugado de enzima del conjugadé no unido, y mi-
diendo ls actividad enzimdtica en cualquiera de las porcio-
nes separadas; siendo dicha actividad caracteristica de la
cantidad de hapteno en la muestra analizada, caracterizado
porcue la me jora domprende el empleo de un conjugado de hap
teno y enzima en donde la naturaleza de la unidn entre la
enzimg y el hapteno del conjugado difiere de la unidn en el
hapteno-sustancia de alto peso molecular empleado para gene
rar la proteina de fijacidn especifica.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidén 12, en
donde la separacidn de la proteina unida y el conjugado de
hapteno y enzima no unido se  efectiia poniendo en contacto
la muestra ‘que se analiza con una proteina de fijacidn in-
golubilizada especifica pars la proteins empleada pars unir
el hapteno y el conjugado de haptenc y enzima.

2,- Procedimiento éegﬁn la reivindicacidn 22, en
donde el hapteno es un derivado de estrdgeno., 7

42,- Procedimiento segin la reivindicacidén 22, en

donde el hapteno es progesterona,
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2, Procedimiento segln lz reivindicacibn 2%,
en donde el hapteno es Acido f6lico.
6%,~ Procedimiento gezfin la reivindicacibn 1%,
en donde la proteina de fijacién especifica para el hapteno
5 ¥ el conjugado de hapteno y enzima se emplean en forma inso-
lubilizada para efectuar auwbomiticamente uma separacién entre
la proteina unida y el conjuzado de hapteno y enzima no wni-
do a medids que transcurre la reacciln de compebicidn.
7%.~ Procedimiento mejoraflo para la deteccisn
10 y determinacién de haphenos.
) Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede, y con log fines que se han especificado.
Tsta Memoria consta de veintiseis hojas escri~

tas 2 miquina por una sola cara.

15

MHadrid, 1 ABB' 1975 :

F.A.

Alberto de Eizuy.,
Por Pﬂdﬂl

30-7-75 - 26 -
VGeD.
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