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Mk e Gt e s A o S e o e B e

File N2 3652 — 73N

Resumen de la descripeidn

Se proporcionan ensayos de inmunidad que emplean an
ticuerpos y un par croméforo fluorescedor-extinguidor
(F-Q), en el gue uno o ambos constituyentes del par cro-
néforo estdn unidos a anticuerpos. Dependiendo del ligan
do particular de interés, se pueden emplear diversas com
binaciones de reaciivos, en las que la cantidad de extin
cién estd relacionada directamente con la cantidad de 1i
gando presente en el medio de ensayo.

Al realizar el ensayo, el elemento desconocido y el
anticuerpo especifico para el ligando de interds al gue
estd unido uno de los constituyentes del par F-Q, se com
binan en un medio tamponado acuoso. Dependiendo de la re
ceta 0 método, se emplean diferentes reactivos de ensayo
en el medio tamponado acuoso: (1) andlogo del ligando uni
do al otro constituyente del par F-Q; (2) anticuerpos es
pecificos para el ligando al que estd unido el otro cong
tituyente del par F~Q o3 finalmente, (3) una combinacién
de una pluralidad de ligandos unidos entre si a través de
grupos de enlace a una molécula central, generalmente un

polimero, en combinacién con el anticuerpo unido al otfro
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constituyente del par F-Q. ILa composicidn se irradia

con luz de una longitud de onda absorbida por la molécg
la fluorescente y se determina la cantidad de fluorescen
cia. Emplesndo patrones apropiados, se puede determinar

la presencia y la cantidad del ligando.

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLIGCITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud es continuacidn en parte de la soli
citud de EE.UU. nidmero de serie n? 497.167, presentada
el 12 de agosto de 1974.

FUNDAMENTO DE LA INVENCTION

Campo de la invencién

Existe una continua necesidad de métodos sensibles
y rédpidos para determinar centidades diminutas de com-
puectos orgdnicos. Se han desarrollado con este fin va
rias técnicas. Entre las técnicas disponibles comercial
mente estdn las de ensayo de inmunidad por radiacidn, las
de ensayo de inmunidad marcado por el espfm, para las cua

(R)

sayo de inmunidad por enzima homogénea, para las cuales

(R)

se venden reactivos bajo la marca registrada EMIT ' ¥

les se venden reactivos bajo la marca FRAT'"’, las del en

la hemoaglutinecidén (HI). Estas técnicas son eficaces

para determinar cantidades de materiales comprendidas en

6 ~-10

el intervalo de 10 a 10 M o inferiores.
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Estas %técnicas implican todas ellas la aptitud de
una molécula receptora, generalmente un enticuerpo, pa
Te poder reconocer una organizacidén espacial y polar es
pecifica de una molécula. Excepto en lo que respecta a
la hemoaglutinacién, las técnicas dependen de disponer
de un réactivo que pueda competir con la molécule que

estd siendo sometide a ensayoq por la molécula receptora.

Siendo capaz de distinguir entre el reactivo que estd

unido a la molécula receptorz y el reactivo que no estd
unido a ella, se puede determinar la cantidad del com-
puesto de interés que estd presente.

A1 desarrollar ensayos de inmunidad, se estd limi-
tado por la disponibilidad y propiedades de una molécu-~
la receptora apropiada. Sin embargo, en lo que respec-
ta a los otros reactivos y a la técnica de medicidn,
hay varias consideraciones diferentes que coniribuyen a
un ensayo méds exacto, conveniente o comercialmente desea
ble. En primer lugar, es deseable que haya un mimero mi
nimo de mediciones de los diversos reactivos, as{ como
de transferencias de los diversos reactivos. FEn segun-
do lugar, el equipo para la medicidn debe ser razonable
mente econémico, de tal modo que sea accesible a un am-
rlio margen de usuarios. BEn tercer lugar, los reactivos
empleados deben ser relativamente estables, de tal modo

que sean suscepiibles de almacenamiento y transporie.
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En cuarto lugar, el método no debe estar sometido & una
interferencia importante procedente de oiroes materiales
que pueden estar presentes accidentalmente en la mies-
tra que ha de ser ensayada. Otras consideraciones son
le facilidaed de ediestramiento de los téenicos, la ausen
cia de peligros para la salud, la sensibilidad, la repro
ducibilidad, y la posibilidad de aplicacidén & una amplia
variedad de ligandos.

La presente invencién se basa en el fenémeno de
trancferencia de energia entre dos croméforosm, Cuando
un crombforo fluorescente se irradia con luz que es ab~
sorbida por el croméforo, el croméforo fluorescente pue
de disipar la energia de la luz absorbida, emitiendo luz
de una longitud de onda mfs larga, es decir, produciendo
fluorescencia. Si otro croméforo esid a menos de 100 K
del fluorescedor y absorbe la luz de la longitud de onda
de emisilén, existe una probabilidad, que depende de otrosm
factores, de que el fluorescedor transfiers al otro oro-
méforo la energfa que, de otro modo, habrfa emitido en

forma de luz, produciendo, en realidad, una extincién:

del fluorescedor.

Descripeidn de la téenica anterior
la patente de Estados Unidos N2 3.709.868 es ilus~

trativa de un ensayo de inmmidad por radiacéién., Ia
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patente de Estados Unidos N2 3.690.834 es ilustrativa de
un ensayc de inmmidad por espinm, Ias patentes de Esta-
dos Unidos N? 3.654,090 y 3.817.837 son ilustrativas de
ensayos de inmmidad por enzimas. Los articulos de inte
rés incluyen un artfculo por Iudwig Brand y James R.
Cohlke, titulado, Fluorescence Probes for Structure,
Annual Review of Biochemistry, 41, 843-868 (1972); y el
de Stryer, Science, 162, 526 (1968). También es de in-
terés-la solicitud de patente de EE.UUW en tramitacién
ndmero de serie 402,693, presentada el 2 de octubre de
1973.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporciona un método para determinar la presen-

cia o la cantidad de un compuesto orgdnico, para el que
se dispone de, 0 se puede preparar, un receptor o molé-
cula receptora, generalmente un anticuerpo. Al compues
to orgdnico se hard referencia en lo que sigue como el

ligando.

M realizar el ensayo, se emplean dos croméforos
gue son un par fluorescedor-extinguidor. Ia cantidad
de fluorescedor existente dentro de la distancia de ex-
tincidn del extinguidor, estd afectada por la cantidad
de ligando presente en el medio de ensayo.

Se introduce un croméforo en el medio de ensayo uni
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do covalentemente a una composicibén receptora, la cual
se une especificamente al ligando. El segundo croméfo
ro puede ser introducido en el medio de ensayo de dife
rentes maneras: (1) unido covalentemente a una composi
cién receptora que es la misma o diferente de la compo
sicibn receptora conjugada con el primer croméforo, pe
ro que en ambos casos se une especi{ficamente al ligem-
do, y en presencia o ausencia de poliligando; o unido
covalentemente & un andlogo del ligando, cuando el ani
logo del ligando puede competir con el ligando por la
composicién receptora. ILa eleccidén de los modos de in
troduccién dependerd, hasta un importante grado, del mi
mero de puntos epitépicos o hapténicos independientes
presentes en el ligando.

Cuando el ligando tiene solamente un punto epitépi
co independiente (monoepitépico), generalmente un cromé
foro serd covalentemente unido a un recepior pars el 1i
gando, y el otro croméforo serd proporcionado como cova
lentemente unido a un andlogo del ligando o a una combi
nacién del poli(andlogo del ligando) y el croméforo co-
valentemente unido al receptor para el ligando.

Cuando el ligando tiene una pluralidad de puntos
epitbpicos independientes: (poliepitdpico), los modos in
dicados anteriormente pueden ser utilizados, ademds de

los siguientes modos. En un modo, los dos croméforos
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son individualmente unideos al receptor para el ligando,
En otro modo, el regeptor para el ligando se obtiene de
diferentes especies y un croméfore se une al receptor pa
ra ei ligando-receptor de una especle, y el otro cromdﬁg
ro se une al receptor para el ligando-receptor de otra
especie. Este Ultimo método amplia la versatilidad del
engayo objeto del invento, permitiendo reactivos com-~
nes para una amplia variedad de ensayos, simplifica los
procedimientos: de purificacibn, y permite la determina-
cidn de la presencia de asociaciones, distinguiéndolas
de las partes componentes.

Los diversos materiales se mezclan entre sf en un
medio tamponado acuoso, se incuban y se irradian con lugz
absorbida por las moléculas fluorescedoras. Determinan
do la cantidad de fluorescencia, después de incubacién
durante un intervalo de tiempo predeterminado o después:
de que el sistema se ha aproximado al equilibrio, ¥y com
parando los resultados obtenidos con uno o mds patrones
conocidos, se puede determinar la presencia o la canti-

dad del ligando.

DESCRIPCION DE LASREALIZACIONES ESPECIFICAS

Definiciones.

Ligando: una molécula orgdnica o asociacidn de és-

tas, normalmente mayor de un peso molecular de 100 y que
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tiene por lo menos un grupo funcional, normalmente polar,
para el que se dispone de modo natural de, o se puede pre
parar, un receptor.

Andlogo del ligando: un radical monovslente o poliva
lente, del cual una proporcidén substancial tiene la misma
organizacibén espacial y polar que el ligendo, para defi-
nir uno o mds puntos epitdépicos o determinantes capaces
de competir con el ligando por los puntos de unién de un
receptor, y difiere del ligando en la falta de un Atomo
0 de un grupo funcional en el punto de unidén con otra mo
lécula, o en que tiene un grupo de enlace que ha sido in
troducido en lugar de uno o mds 4dtomos originalmente pre
sentes en el ligando. EL precursor del andlogo del li-
gando es el compuesto empleado para conjugar el ligando
0 el andlogo del ligando con otra molécula, por ejemplo,
con el croméforo.

Asociacién: Una combinacién de moléculas orgdnicas
unidas: entre s{ por enlaces distintos de los covalentes,
gue tienen, generalmente, pesos moleculares que exceden
de 600, generalmente queAexceden de 1000 y que pueden ser
de 1,000,000 6 mis, para la cual se dispone de un recep-
tor de origen natural o se puede preparar; una asocia-
cibn ilustrativa es ywn antigeno y un anticuerpo o, una
molécula preparada a pertir de dos entidades disconti-

nuas, normalmente unidas entre si por enlaces débiles,
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tales como enlaces polares o enlsces de disulfuro, los
cuales, en las condiciones del sistema, son cgpaces de
estar en equilibrio con las entidades individuales.

Croméforo: Una molécula fluorescedora o extingui
dora; en la presente invencién, el fluorescedor y el ex
tinguidor estdn interrelacionados. ILa moléculs fluores
cedora es un croméforo que es capaz de absorbver luz de
una longitud de onda y emitir luz de una longitud de on
da mds larga. ILa molécula extinguidora es capaz de in-
hibir la fluorescencia cuando se encuentra a una distan
cla corta, generalmente inferior a aproximadamente 100 i,
de la moléecula fluorescedora, aceptando la energia que,
de otro modo, emitirfa como luz fluorescente. Por lo
que respectm a la molécula o composicidén a la que estén
unidos los croméforos, en la mayor parte de los casos,
el fluorescedor y el extinguidor serdn intercambiables,
aungue con frecuencia habrd alguna preferencia. Por leo
tanto, con fines de generalizacidn, se hard referencia a
las dos moléculas como croméforo e, individualmente, se
hard referencia a ellas como Chl y Chz.

Endlogo del ligando~croméforo (andlogo del ligando-
—(Chz}x) : el andlogo del ligando estd unido, covalente
mente a una o mds moléculas fluorescentes o moléculas de
_extinguidor. Con ligandos pequefios, los que tienen un

peso molecular inferior a 10.000 aproximadamente, gene-
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ralmente un peso molecular inferior a 2.000 aproximada-
mente, el andlogo del ligando se unird, generalmente, a
menos de 10 ecroméforos, generalmente & de 1 & 10 cromé-
foros, ¥y & no mds de aproximadamente un croméforo por
¢ada 1,000 unidades de peso molecular, Con un ligando
grande, de un peso molecular de por lo menos 2.000, gene
ralmente de un peso molecular de por lo menos aproxima-
damente 10,000, una pluralidad de croméforom pueden ser
unidos covalentemente a un andlogo dellligando. El nd-
mero de croméforos presentes estard limitado por el ni-
mero gue pueda ser introducido sin enmascarar demasia-
dos puntos epitépicos del ligando y por el deseo de dis
poner de un mimero suficiente de croméforos para asegu-
rar wna cantidad substancial de extincién cuando el re-
ceptor-Chy estd unido al andlogo del 1igando—(0h&)x.
Poli(andlogo del ligando)-poli(croméforo) égoli(ané
logo del 1igando)-poli(Chbl7: andlogo del ligando y ero
méforo estdn unidos a una molécula ndcleo o central, de
miltiples grupos funcionales, soluble en agua, de alto
peso molecular (en comparacidn con el andlogo del ligan
do y con el croméforo), para proporcionar una plurali-
dad de grupos de andlogo del ligando y de grupos cromé-
foros espaciados sobre la superficie de la molécmla, de
ta. modo que cuando el receptor-Ch, estd unido al andlo
g0 del ligando, algunos grupos Chy estardn presentes:
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dentre de la distancia de extincién de los grupos-Chz.

Poli(andlogo del ligando) : los grupos de andlogom
del ligando estdn unidos a una molécula nidcleo o central,
de miltiples grupos funcionales, soluble en agua, de al-
to peso molecular (en comparacién con el andlogo del 1i-
gando), de tal modo que hays un ndmero suficiente de ané
logos del ligando por superficie unidad, para que tenga
lugar la extincién cuando el poli(andlogo del ligando):
estd saturado con el receptor —Ch1 y el receptor -Ch2 en
proporciones gpropiadas.

Receptor-croméforo (receptor-Ch1 Y receptor-Chz)z
un receptor es una molécula que es capaz de distinguir
wun punto epitdpico y de unirse a dicho punto. General-
mente, los receptores tendrdn constantes de unién o en-
lace en exceso de 104, frecuentemente, en exceso de 10 .
En su mayor parte, los receptores son anticuerpos, aun-
que pueden actuar también como receptores, enzimas, dci
dos nucleicos y ciertas globulinas. En la presente in-
vencién, los receptores serdn, en su mayor parte, anti-
cuerpos a los que estardn unidos uno s mds grupos cromé
foros, generalmente por lo menos dos o més.

Composicién receptora: Ia composicién recepiora es
una composicién homogénea o heterogénea, capaz de unirse
mediante enlace no covalente, especificamente, al ligan

do y al andlogo del ligando, e incluye una composicién
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que reconoce especi{ficamente el ligando (antiligando) y
una combinacidén de antiligesndo y de una composicién que
reconoce especificamente el antiligando (anti(antiligan

do)).

Memoria general de la invencién.

El método se basa en el empleo de dos croméforos

que forman un par fluorescedor-extinguidor. Por tener
ung. composicién (receptor) que especificamente reconoce
0 se wne a un ligando al que uno de los croméforos esid
unido covalentemente, y por tener el segundo oroméforo
unido al andlogo del ligando o receptor, la cantidad de
ligando presate en la solucidén de ensayo afectard a la
cantidad de extinguidor existente dentro de la distan-
cia de extincidn del fluorescedor. El ensayo podrd ser
realizado competitivamente, cuando el andlogo del ligan
do compite com el lipando por el receptor, estando pre-
sente el andlogo del ligando como poli(andlogo del 1i
gando) o unido covalentemente al croméforo. El ensayo
puede ser realizado también de manera no competitiva,
con ligandos que tienen una pluralidad de puntos epitd
pilcos, cuando el receptor que tiene cada uno de los cro
méforos seo une al ligando.

Composiciones,

Dependiendo del método particular empleado y del
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ligando de interés, se empleardn en el medio de ensayo
una o mds de las siguientes composiciones de reactivo:
Anglogo de ligando-croméforo, poli(andlogo del ligando)-
~poli(croméforo, poli(andlogo del ligando), uno o dos re
ceptores y uno o dos receptor-croméforos, le primera
composicidén a considerar serd el andlogo del ligando-
-croméforo,

Andlogo del ligando-croméforo y poli-{andlogo del
ligando)~poli(ecroméforo).

El andlogo del ligando-croméforo puede ser subdivi
dido en dos grupos. El primer grupo es cuando el andlo
go del ligando-croméforo tiene un solo andlogo del li-~
gando y un sélo croméforo unidos entre sf mediante un
grupo de enlace relativamente corto. En estos casos, el
andlogo del ligando serd en su mayor parte hapténico, en
lugar de antigénico y, generalmente, tendrd un peso mole
cular inferior a aproximadamente 10.000, mds generalmen-
te un peso molecular inferior a aproximadamente 6.000 y
frecuentemente, un peso molecular comprendido en el mar
gen de aproximadamente 125 a 1000, excluyendo el grupo
de enlace empleado para la unidn gl croméforo. En su
mayor parte, el andlogo del ligando diferird del ligando
en gue tiene wr grupo funcional particular reemplazado
por un enlace, un hidrdgeno reemplazado por un enlace,

0 uns cadena de carbono corta reemplagzada por un enlace
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(por enlace se pretende incluir enlaces miltiples, asi
como enlaces sencillos) para unirse al grupo de enlace

para la unibn al crombforo. Seguidamente se expondrén

los diversos ligandos hapténicos o de bajo peso molecu
lar,

El grupo de enlace no tendr4, normalmente, mds de
aproximadamente 10 4tomos en la cadena entre el ligan-
do vy el croméforo, teniendo mis generalmehte, bien sea
un enlace o de aproximadamente 1 a 6 4dtomos en la cade
na. Los 4tomos serdn, en su mayor parte, carbono, ox{
geno, nitrégeno y azufre, particularmente carbono, oxi
geno y nitrégeno,

Los grupos funcionales implicados en el grupo de
enlace serdn, normalmente, carbonilos no oxo (incluyeg
do imino y tionocarbonilo), oxi, amino (particularmente
amino terciario o cuaternario) o combinaciones de los
mismos, por ejemplo, amido, carbamilo y amidino.

Los dos crombéforos, bien sea el fluorescedor o el
extinguidor, tendrén’normalmente, una funeién amino o
alcohol para reaccionar con ung funcidén carlonilo no oxo
(incluyendo sus andlogos de nitrégeno y azufre) o tendrd
una funcién carbonilo no oxo, que se puede hacer reac-
cionar con una funcién amina o alcohol,.

Cuando el ligando sea de un peso molecular de por

1o menos 2000, podrén estar unidos al ligando una plura
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lidad de grupos croméforos. Generalmente, habrd por lo
menos un grupo croméforo por cada 20.000 unidades de pe
so molecular, mds generalmente por 1o menos un grupo
croméforo por cada 10.000 unidades de peso molecular, y
no méds de un grupo croméforo por éada 1.000 unidades de
peso molecular, mds generalmente no mds de un grupo cro
méforo por cada 2,000 unidades de peso molecular. Ias
consideraciones concernientes a1 mimero de croméforos
conjugados con el ligando han sido previamente numera-
das. Los grupos de enlace serdn como se han descrito an
teriormente. Generalmente el ligando serd un polipépti
do o protefna antigénicos, que tengen una pluralidad de
grupos amino. Se puede utilizar un haldgeno activo o
un carbonilo no oxe (incluyendo los andlogos de nitrége-
no y de azufre), para la conjugacién para formar un en-
lace covalente o amides, amidinas, tionoamidas, ureas,
guanidinas y tioureas.

Alternativamente, el ligando y el croméforo (Ch1 0
Chz)‘pueden estar unidos a una moléeula central (poli(and
logo del ligando)-poli(croméforo). ILa molécula central
o molécula niicleo puede ser empleada con ventaja por una
diversidad de razones. Ia molécula micleo serd, general
mente, una molécula polimera de un peso molecular relati
vamente alto, normalmente de un peso molecular en exceso

de 20.000, frecuentemente de un peso molecular de 60.000,
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y puede ser de 10 millones o superior. ILa molécula nd
cleo serd, normalmente, soluble en agua o dispersable
en un medio acuoso, para proporcionar una dispersiln eg
table, en la que el material dispersable no interfiere
con la absorcifn o irradiacién de luz. ILa molécula mf
cleo puede ser un material natural, natural modificado,
o sintético. Se incluyen entre las moléeulas ndcleo
los polipéptidos, proteinas, polisacdridos, polimeros
sintéticos, y similares. La naturaleza de la molécula
central puede variar ampliamente, en tanto ésta tenga un
suficiente nimero de funciones pare permitir la introduc
cién de las moléculas de ligando y de croméforo.

Entre las protefnas que pueden encontrar uso es-
tén las albdminas, globulinas, proteopolisacdridos y si
milares; entre los polisacdridos estén la amilosa, celu
losa, agarosa, dextranos o similares, bien sea tal como
se obtienen o parcialmente degradados; entre los polime
ros sintéticos se pueden emplear el poli(alcohol vinfli
¢o), los acrilatos, los copolimeros de los mismos, o si
milares.

Normalmente, no habrd menos de aproximadamente una
molécula de conjugado (andlogo del ligando o croméforo)
por cada 50,000 unidades de peso molecular, mds general
mente no menos de aproximadamente una molécula de conju

gado por cada 25.000 unidades de peso molecular y; gene-
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ralmente, no mds de aproximadamente una molécula de con
jugado por cada 1,000 unidades de peso molecular, mis
generalmente no mds de aproximadamente una molécula de
conjugado por cada 2.000 unidades de peso molecular.

Ia proporcién de moléculas de cromdéforo a ligando
estdrd, generalmente, comprendida entre aproximadamente
0,05 -~ 20 : 1, mds generalmente entre aproximadamente
0,5 - 20:1, preferiblemente entre aproximadamente 1-10:1
y, més preferiblemente, entre aproximadamente 2-8:1.

Cuando el croméforo es.la molécula de fluorescedor
para los fines de esta invencidén, habrd generalmente
por lo menos de aproximadamente 0,5 a 20, mids generalmen
te desde aproximadamente 1 a 10 y, preferiblemente, des
de aproximadamente 2 a 7 moléculas fluorescentes por mo
lécula de ligando. Cuando el cromdéforo es la molécule
extinguidora, el nimero de moléculas extinguidoras por
ligando serd, generalmente, de entre aproximsdamente 0,5
a 20, mds generalmente de entre aproximadamente 1 a 20 y,
preferiblemente, de entre 2 a 15 por cada molécula de
1igandq.

Los conjugados para la molécula central tendrdn el
mismo tipo de grupo de enlace que el que se empleé para
unir el croméforo con el ligando. Ta eleccidén particu-
lar de las funciones dependerd de los grupos funciona-

les de que se disponga sobre la molécula nicleo.
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Receptor-croméforo.
Como en la mayor parte de los casos, el receptor es

un anticuerpo, la presente descripcién se referird al an
ticuerpo como ilustrativo del receptor. TLos anticuerpos
tienen varios grupos amino activos que pueden ser utili-
zados para la conjugacidén covalente del croméforo con el
anticuerpo. Convenientemente, el croméforo puede tener
una funcidn carbonilo no oxo (incluyendo sus andlogos de
nitrégeno y de azufre) o una funcidén alfa-halégeno carbo
nilo activa. Ias funciones ilustrativas para enlazar el
croméforo con el anticuerpo incluyen los halogenuros de
acilo, anhidridos mixtog, esteres de imidato de alcohilo,
isotiocianato, cloroacetilo, bromoacetilo o yodoacetilo,
y similares. |

Ias condiciones pare la conjugacién emplean tempera
turas moderadas de 0 a 409C, en medios acuosos a pH mode
rados. Ia conjugacién de los croméforos con las protef-
nas es conocida en la téenica. The y otros, Immunology,
18, 865 (1970) Cebra y otros, J. Immunol., 95, 230 (1965);
Goldman, Fluorescent Antibody Methods, Academic Préss,
New York (1968).

El nimero de grupos croméforos que se conjugan con
el anticuerpo pueden variar a lo largo de un margen re-
lativamente amplio, dependiendo del croméforo de que se

trate. Habrd por lo menos un grupo croméforo por cada
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snticuerpo y, generalmente, como promedio, desde aproxi
mpdamente 2 a 30, més generalmente desde aproximadamen-
te 3 a 25 grupos croméforo por anticuerpo. Cuando el
croméforo es el fluorescedor, el numero medio de grupos
croméforo por anticuerpo serd de aproximadamente 1 a 20,
generalmente de 2 a 15 y, mds generalmente, de 2 a 10,
Cuando el croméforo es el extinguidor, el mimero medio
de grupos croméforos por anticuerpo serd de aproximada-
mente 2 a 30, generalmente de 3 a 25 y, mds generalmente,
de 5 a 25,

También debe advertirse que cuando se preparan an-
ticuerpos: para un ligando que tiene una plurslidad de
puntos epitdépicos, la composicidén receptora no es homo-
génea. BEs decir, que el receptor tendrd anticuerpos que
reconocen diferentes puntos epitdépicos. Con referencia
al receptor, se pretende incluir todos los anticuerpos
que sean capaces de unirse especificamente a cualquiera
de los puntos epitépicos del ligando.

Poli(andlogo del ligando).

El poli(andlogo del ligando) difiere del andlogo
del ligando-croméforo y del poli(andlogo del ligando)-
~poli{croméforo) en que no hay ningn croméforo presen~
te, solamente el andlogo del ligando. Los mismos tipos
de moléculas micleo y el mismo grado de conjugacibém se

aplican para el poli(andlogo del ligando) que para el
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poli(4nalogo del ligando)-poli(croméforo). Sin embargo,
el andlogo del ligando puede estar presente en una pro-
porcién mucho mayor de la que el nmicleo central puede
acomodar en el receptor. Por lo tanto, cuando son esen
ciales un numero minimo de grupos de andlogo del ligan—
do, el nimero mdximo es el que convenga. El factor im-
portante es que las moléculas de receptor, cuando estdn
unidas al poli(andlogo del ligande), puedan aproximarse
1lo suficiente para permitir gue los croméforos entren
dentro de la distancia de extincidn.

Al elegir una molécula ndcleo, influirédn sobre la
eleccién varias consideraciones. Aungue no es esencial
que la molécula nicleo sea soluble en el agua, en la ma
yor perte de los casos, esto serd conveniente. En cual
quier caso, la molécula o composicibén micleo serd capaz
de dispersarse de manera estable en un medio acwoso. En
segundo lugar, la molécula nicleo no debe absorber luz
de la longitud de onda de emisién del fluorescedor ori
ginando una extincibén importante. En tercer lugar, la
molécula nicleo no debe emitir fluorescencia a las lon-
gitudes de onda de emisidén del fluorescedor cuando es
irradiada con la luz excitante. Por lo tanto, cuaslquier
absorcién importante por Ja molécula del micleo debe ser
inferior a aproximadamente 520 nm preferiblemente infe-

rior a aproximadamente 450 nm.
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La molécula micleo debe tener un alto mimero de
funciones, preferiblemente con grupos amino o hidroxi
lo, aunque también son utilizables otras funciones reac
tivas, por ejemplo, carboxi. En cuarto lugar, la molé-
cula micleo debe ser estable en las condiciones de al-
macenamiento y uso. En quinto lugar, la molécula ni-
cleo debe ser inerte a las funciones presentes en el
croméforo y en el ligando que sean diferentes de la fun
cién para enlace. Tinalmente, la molécula micleo no de
be interferir con el ensayo de inmunidad, por e jemplo,
por tener receptores naturales gue puedan estar presen
tes en los liguidos Ffisioldgicos que se estudian.

Aunque se puede emplear cualquier tamafio de molécu
la, las moléculas o células muy grandes creardn proble-

mas prdcticos. Por ejemplo, una molécula muy grande

“

que pasa a través del haz de luz del fluor{metro, po-
dr{a producir un brusco incremento de la altura mdxima.
Por lo tanto, la sefizl obtenida tendria que ser prome-
diada 2 lo largo de un periodo de tiempo razonable. Las
moléculas grandes dardn también como resultado una mayor
dispersién, pero la dispersidén podrfa compensarse median
te un sistema 6ptico apropiado. Preferiblemente, en su
mayor parte, se empleardn moléculas que sean inferiores
a un peso molecular de aproximadamente 10 millones, més

preferiblemente de un peso molecular comprendido entre
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aproximadamente 30.000 a 1.000.000.

Croméforo.
Como los anticuerpos estdn presentes normalmente en

el medio de ensayo, y las proteinas absorben luz de lon-
gitudes de onda de hasta aproximadamente 310 nm, el fluo
rescedor tendrd una absorcidén substancial mayor de 310
nm, normalmente mayor de 350 nm y, preferiblemente, ma-
yor de aproximasdamente 400 nm. Ia eleccidén del fluores
cedor estard regulada, también, por el ligando particular
de interés. El fluorescedor debe absorber luz de una lon
gitud de onda mayor que el ligando o el andlogo del 1i-
gando de interés. Es deseable un elevado coeficiente

de extincidn, en gran exceso de 10, preferiblemente en
exceso de 103 ¥, particularmente preferido, en exceso de
104. El fluorescedor debe disponer de un buen rendimien
to cudntico en el medio acuoso. Por razones de convenien
cia, el miximo de absorcidén del Ffluorescedor no debe va-
riar de manera significativa con la variacién del ligan-
do.,

En los articulos anteriormente indicados se descri-
ben varios fluorescedores diferentes; a saber, Stryer,
supra, y Brand y otros, supra.

Un grupo de fluorescedores que tienen varias de las
propiedades deseables descritas anteriormente, son los

colorantes xanténicos, que incluyen las fluoresceinas
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derivadas del 3,6-dihidroxi-9-fenil-xanthidrol, y las ro
saminas y rodaminas, derivadas del 3,6-dismino-9-fenil
xanthidrol, Las rodaminas y las fluorescefnas tienen un
grupo 9-o-carboxifenilo vy son Qerivados del 9-o0~carboxi
fenil xanthidrol.

Estos compuestos se pueden adquirir comercialmente
con substituyentes sobre el grupo fenilo, que pueden ser
utilizados como el punto para enlace o como la funcidn de
enlace. Por ejemplo, se pueden adquirir compuestos de
fluoresceina substituidos por amino y por iso-tiocianato.

Otros grupos de compuestos fluorescentes son las naf
tilaminas, que tienen un grupo amino en la posicidén elfa
0 beta, generalmente, en la posicidn alfa.

Incluidos entre los compuestos de naftilemino estdn
el l-dimetilaminonaftil-5-sulfonato, l-anilino-8-nafta
lensulfonato y 2-p-toluidinil-6-naftalensulfonato.

Otros colorantes incluyen la 3-fenil-7-isocianatocu
marina, las acridinas, tales como la 9-isotiocianatoacri
dina y el naranja de acridina; N~(p-(2-benzoxazolil)fenil)
maleimida; benzoxadiazoles, tales como 4~-cloro~7-nitroben
zo-2-oxa-1,3-diazol y 7-(p-metoxibencilamino)-4-nitroben
z0-2-0xa~-1,3-diazol; estilbenos, tales como 4-~dimetil-
amino~-4’-isotiocianatoestilbeno y 4-dimetilamino-47'-
-maleimidoestilbeno; p~toluensulfonato de N;N?—dioctadg

ciloxacarbocianina; pirenos, tales como 4cido 8-hidroxi-
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-1,3,6-pirenotrisulfénico, y dcido l-pirenobutirico,
merocianina 540, colorante Rose Bengal, 2,4~difenil-3-
~(2H)-furanona, asi como otras moléculas fluorescentes
fdcilmente asequibles. Estos colorantes, o bien tienen
funciones activas o dichas funciones pueden sexr fdcil-
mente introducidas.

Consideraciones similares a las referentes a la mo
lécula del fluorescedor, son aplicables a la molécula
extinguidora, a excepcidén de que no se requiere un buen
rendimiento cudntico fluorescente cuando se estd midien
do la fluorescencia del fluorescedor. TUna consiaeracién
adicional para la molécula extinguidora es que ésta tie-
ne su ghsorcidén pares una longitud de onda de emisidén del
fluorescedor. Es deseable un buen solapamiento de la
emisidn del fluorescedor y de la absorcidén del extingui
dor.

Debe gdvertirse que tanto las caracteristicas de
absorcién como las de emisidn del colorante pueden va-
riar entre cuando estd libre en solucién y cuando estd
unido a una protefna o ligando. Por lo tanto, cuando
se hace referencia a los diversos mdrgenes y caracteris
ticas de los colorantes, se pretende indicar el coloran
te tal como se emplea y no el colorante gue no estd con
jugado y que estd caracterizado en un disolvente arbi-
trario. En la zona de solapamiento enire la fluorescen
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cia y la extincidén, el extinguidor debe tener coeficien
tes de extincién del mismo orden o superiores que los
expuestos para la absorcién por la molécula fluorescen
te.

TLigando

Como se ha indicado, el ligando variard ampliamen-
te, teniendo normalmente un peso molecular de por lo me
nos 110, mds generalmente de por lo menos 125, siendo
el peso molecular mdximo ilimitado, aunque sin exceder
generalmente de 10 millones. Generalmente, el factor
importante en 1o gque concierne a un ligando es que se
pueda disponer de, o preparar, un receptor para el li-
gando. Normalmente se pueden preparar receptores para
la mayor parte de los compuestos orgdnicos que tengan
una funcidén polar. A los compuestos para los cuales se
pueden formar anticuerpos mediante la unidn del compues
to a un compuesto que tiene propiedades antigénicas, se
hace referencia como haptenos. A aquellos compuestos
que suscitan la formacibén de anticuerpos sin modifica~-
cibmw quimica, se hace referencia como antigenos. Véan-
se Kabat y otros, Experimental Immunochemistry, Charles
C. Thomas, Springfield, Illinois, 1967.

Los ligendos no polfimeros de interés tendrdn, nor-
maglmente, un peso molecular comprendido entre aproxima-

damente 125 y 2.000. Estos compuestos comprenden una
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amplia variedad de compuestos de diversas estructura,
funcionalidad y propiedades fisioldgicas. Los compues
tos pueden ser acfclicos, aliciclicos o heterociclicosg,
tanto monocfclicos como policfclicos. Ios heterodto-
mos implicados incluyen oxigeno, nitrégeno, azufre, ha
1égeno (fldor, cloro, bromo y yodo) bore, fésforo, ca-
tiones metdlicos de los grupos 1A y 2A de la Tabla Pe-
ribdica, metales de transicibn y similares.

Los grupos funcionales incluyen alcoholes, éteres,
4dcidos carboxflicos, esteres y amidas, eminas (prima-
rias, secundarias, terciarias y cuaternarias) halégenos,
nitrilo, mercaptano y similares., Normalmente, los com-
puestos estardn constituidos solamente por carbono, hi-
drégeno, oxigeno, nitrégeno, halégeno y fésforo, en par
ticular, por carbono, hidrégeno, oxfgeno y nitrégeno y
cuando hay sales implicadas, el apropiado contraiém me-
t4lico o contraién amdénico.

Los anillos heterociclicos que estdn presentes in-
cluyen pirrol, piridina, piperidina, indol, tiazol, pi-
perazina, pireno, cumarina, pirimidina, purina, triazi-
na, imidazol y similares.

Debido a la amplia variedad de compuestos gue pue-
den ser determinados de acuerdo com el ensayo de que se
trata, los diferentes grupos serdn divididos en varias

categorias, frecuentemente artificiales, bien sea por

23-T7-T15 - 27 =



la presencia de una funcidn o estructura de anillo par-
ticulares, o debido a que comparten una funcidn particu
lar o debido a que se reconogcen como una clase,

La primera clase de compuestos de interés son aque
l1los que tienen un girupo amino, bien sea como miembro
heterociclico o como una funcién en una cadena alifdti-
ca. Estos compuestos tendrdn, normalmente, un peso mo-
lecular comprendido entre aproximadamente 110 y 800, mds
generalmente un peso molecular comprendido entre aproxi
madamente 125 a 650, Estos compuestos tienen, frecuen-
‘temente, un grupo amino separado de un anillo bencénico
por 2 6 3 dtomos de carbono alifdticos.

El primer grupo de compuestos de interés son los
alcaloides y los metabolitos de aquellos alcalocides que
se ingieren. El primer grupo de alcaloides importantes
son los alcaloides del grupo de la morfina. Incluidos
en este grupo estén la morfina, la codefna, la herolna,
el glucurdnido de morfina y similares.

El siguiente grupo de alcaloides son los alcaloides
de la cocaina, que incluyen, particularmente como meta-
bolitos, la benzoil-ecgonina y la ecgonina.

Otro grupo de alcaloides son los alcaloides de la
cincona que incluyen la quinina.

El grupo de alcaloides de la isoquinolefna incluye

la mescalina.
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Bl grupo de alcaloides de la bencilisoquinolefins
incluye la papaverina.

El grupo de alcaloides de la ftalidoisoquinoleins
incluye la narcotina, la narceina y la cotarnina.

El grupe de alcaloides de la indolopiridocolina
incluye la yohimbina y la reserpina.

El grupo de alcaloides de la ergotamina incluye la
ergotaming y el dcido lisérgico.

Otros grupos de alcaloides son los alcaloides de la
estricnina, los mlcaloides de la piridina, los alcaloi-
des de la piperidina, los alcaloides de la pirrolizidi-
na y similares.

Los alcaloides de interés principal son aquellos
gue entran dentro de la categorfa de drogas estupefacien
tes, tales como morfina, cocafna, mescalina y 4cido li-
sérgico, las cuales pueden ser analizadas en forma del
propio compuesto o de su metsbolito, dependiendo del 1f
quido fisioldégico que sea analizado para determinar su
presencia.

Varias drogas sintéticas imitan las propiedades fi
sioldégicas, parcialmente o en su totalidad, de las dro-
gas estupefacientes de origen natural. Incluidas entre
egtas drogas estdn la metadona, meperidina, anfetamine,
metenfetamina, glutetimida, difemilhidantoina, y las dro

gas que entran dentro de la categoria de los benzodiazo
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cicloheptanos, fenotiazinas y barbituratos.

Las drogas de interés debido a sus propiedades fi-
siolégicas, son aquellas a las que se hace referencia
como catecolaminas. Intre las catecolaminas estdn la
epinefrina, efedrina, L-dihidroxifenilaslanina y la nore
pinéfrina.

Otras drogas de interés son los tranquilizantes Me
probamate, Tergitol y succinimidas, tales como Ethoxsu
mide.

tros compuestos de interés son el tetrahidrocanna
binol, cannabinol, y sus derivados, principalmente los
compuestos derivados de la marihuana, sus modificaciones
sintéticas y sus metabolitos.

Otros grupos de compuestos de interés importante
son los esteroides. Los esteroides incluyen los estré
genos, gestbgenos, andrdgenos, hormonas adrenocortica-
les, dcidos biliares, glicoides cardioténicos, aglicones,
saponinas y sapogeninas.

Otra clase de compuestos son las vitaminas, taies
como la vitamina A, las del grupo B, por ejemplo la vi
tamina Bl’ B6 ¥y Bl2’ la E, la K y similares.

Otra clase de compuestos son los azdcares, tanto
los monosacdridos como los polisacdridos, particularmen
te los disacdridos y los polisacdridos de orden superior.

Otra clase de compuestos son las prostaglandinas.
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Otra clase de compuestos son los aminodcidos, poli
péptidos y proteinas. Los polipéptidos abarcen genersal
mente entre 2 y 100 unidades de aminodcido (generalmente
de un peso molecular inferior a aproximadamente 12.000).
Los polipéptidos mayores se denominan arbitrariamente
protefnas y estdn compuestos, generalmente, por entre
aproximadamente 1 y 20 cadenas de polipéptido. E1 térmi
no poli(aminodcido) se utilizard como genérico para les
polipéptidos y las proteinas. De interés particular en
tre los aminodecidos son las tironinas, tanto las triyo-
dotironinas como las tetrayodotironinas. ILos poli{amino
dcidog) empleados en esta invencidén que emplean dos anti
cuerpos como reactivos, estardn comprendidos generalmen-~
te en un margen de pesos moleculares entre 5.000 y 107,
generalmente entre 10* ¥ 106. De interés particular en
tre los polipéptidos y las protefnas /poli(aminodcidos)/
son las hormonas, globulinas, antigenos y composiciones
que se ha encontrado tienen actividades fisioldgices es~
pecificas.

Ta amplia variedad de proteinas puede ser considera
da como la familia de proteinas que tienen carscterfsti-
cas estructurales similares, las proteinas que tienen
funciones biolégicas particulares, las proteimas relacio
nadas con microorganismos especificos, en particular los

microorganismos gue causan enfermedades, etc.
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Las siguientes son clases de proteinas relacionadas
yor su estructura:

protaminas

histonas

albiminas

globulinas

escleroproteinas

fosfoproteinas

mcoprotefnas

cromoproteinas

lipoproteinas

nucleoproteinas

protefinas no clasificadas, por ejemplo, somalotropinns

prolactina, insulina, pepsina.

Varias de las protefnas encontradas en el plasma hu-
1ano son clinicamente importantes e incluyen:

Prealbimina

Albdmina

~,~lipoproteina

¥, ~dcido glicoproteinico
=

1
1
1
ml-gliCOproteinas

-antitripsina
Transcortina

4, 65~postalbiming
Triptéfano-pobre
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Cxl_glicoproteina
;ql;x—glicoproteina
(lobulina fijadora de la tiroxina
Inhibidor de la inter-X-tripsina
Ge-globulina

(Ge 1-1)

(Ge 2-1)

(Ge 2-2)

Haptoglobina, (Hp 1-1)

(Hp 2-1)

(Hp 2-2)

Ceruloplasmina
Colinesterasa
C¥2—1iproproteina(s)
C&2—macroglobulina
042—HS~glicoproteina
zn—CX2-glicoproteina
cx2~neuramino-glicoproteina
Eritropoietina
[i-lipoproteina
Transferrina

Hemopexina

Fibrinégeno

Plasminbgeno

ﬂ2~glic0proteina I
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ﬁ%—glicnnroteiﬂa II
Immmoglobulina &
(1gG) o yG-globulina
Férmula molecular:
(*,5,)7 6 R,
Immunoglobulina M
(IgM) 6 jM-globulina

)n

Pérmula molecular
5
.
(poky)™ 6 (pohy
Immunoglobulina D(IgD)
é XD~Globulina (ﬁD)

)5

Férmula molecular:
(d,K) 6 (d,2,)
Immunoglobulina E (IgE)
) XE—Globulina (JE)
Férmula molecular:
(£,5,) 6 (E,1,)
Cadenas ligeras libres.
Factores complementarios:
c’1
C’lg
C'ir
C'ls
c'2
c’3
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i~1
0(2])
G4
c’s
Cc'6
c'7
c’8
¢’9
Los factores coagulantes de la sangre importantes
incluyen:
TABLA VII
FACTORES COAGULANTES DE LA SANGRE
Designacién Internacionsgl Nombre
I Fibrinégeno
II Protrombina
ITa Trombina
II1 Tromboplastina de tejidos
VyVI Proacelerina, globulina ace
leradora
VII Proconvertina
VIII Globulina antihemofilica (AHG)
X Factor de Christmas, compo-

nente de tromboplasting del
plasma (PTC)
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Continuacidn

Designacién Internacional

Nombre

X

xI

XII
XIITI

FPactor de Stuart-Prower,
autoprotrombina III

Antecedente de tromboplastinn
del plasma (PTA)

Factor de Hagemann

Factor estabilizador de la
fibrina

Las hormonas proteinicas

importantes incluyen:

Hormonas peptlidicas y protefnicas.

Hormona paratiroidea
(parathormons)

Tirocalecitonina

Insulina

Glucagon

Relaxina

Eritropoietina

Melanotropina

(hormona estimuladora de los melanocitos; in

termedina)

Somatotropina
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(hormona del crecimiento)
Corticotropina

(hormona sdrenocorticotrépica)
Tirotropina
Hormona estimuladora de los foliculos
Hormona luteinizante

(hormona estimuladora de las células intersti-
ciales) .

Hormona luteomamotrépica
(luteotropina, prolactina)
Gonadotropina

(gonadotropina coridnica)

Hormonas de los tejidos

Secretina

gastrina

angiotensina I y II
bradiquinina

lactégeno placentario humano.

Hormonas peptfdicas procedentes de la neurohipdfisis.

Oxitocina

vasopresina

factores liberadores (RF)

CRF, IRF, TRF, somatotropina-RF
GRF, FSH-RF, PIF, MIF.
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Otros materiales polimeros de interés son los mucopo

lisacdridos y los polisacdridos.

Los siguientes son polisacdridos antigénicos ilustra

tivos, derivados de microorganismos:

Egpecies de microorganismos

Hemosensitina encontrada en:

Streptococcus pyogenes
Diplococcus pneumoniae

Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

Corynebacterium diphtheriae

Actinobacillus mallei;
Actinobacillus whitemori

Francisella ftularensis

Pasteurella pestis
Pasteurella pestis

Pasteurella multocida
Brucella abortus
Haemophilus influenzae
Haemophilus pertussis
Treponema reiteri
Veillonella
Erysipelothrix
Listeria monocytogenes.

. Chromobacterium

Mycobacterium tuberculosis

23-7-T75

Polisacédrido
Polisacdrido

Polisacdrido
Polisacédrido

Polisacdrido
Extracto crudo

Lipopolisacdrido
Polisacdrido

Polisacdrido

Ant{geno capsular

Extracto crudo

Polisacdrido

Crudo

Polisacérido

Lipopolisacdrido

Polisacdrido

Polisacdrido

Lipopolisacdrido

Extracto salino de la fraceién
de micobacterias y polisacd-
ridos de células y tuberculi
na, extraida con fenol al
90%
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Klebsiella aerogenes Polisacdrido

Klebsiella cloacae Polisacérido

Salmonella typhosa Lipopolisacdrido
Polisacdrido

Salmonella typhi-murium; Polisacdrido

Salmonella derby
Salmonella pullorum

Shigella dysenteriae Polisacdrido
Shigella flexneri

Shigella sonnei Polisacdrido crudo
Rickettsiae Extracto crudo
Candida albicans Polisacdrido
Entamoeba hisgtolytica Extracto crudo

Otro grupo de compuestos son: los antibidticos, tales
como penicilina, actinomicina, cloromicetina y similares.

Los compuestos individuales de interés son la seroto
nina, espermina y el 4cido fenilpirdvico.

Finalmente, los compuestos que son plaguicidas, ta-
les como fungicidas, insecticidas, bactericidas y nemato
cidas, pueden ser también de interés para el ensayo.

Aparte de los compuestos de interés, células, virus
y otros agregados bioldégicos que son antigénicos o para
los que se pueden encontrar receptores de origen natural,
pueden también ser ensayados.

Los microorganismos que se ensayan pueden estar in-
tactos, sometidos a lisis, molidos o fragmentados de ofro

modo, y la composicidn o porcidn resultante, por ejemplo
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por extraccién, ser sometida a ensayo.

mos de interés incluyen:

Corynebacteria

Corynebacterium diptheriae

Pneumococeil

Diplococcus pneumonise

Streptococci

Streptococcus pyogenes

Streptococcus salivarus

Staphylococel

Staphylococcus aureus

Staphylococcus albus
Neisseriae
Neisseria meningitidis

Neisseria gonorrheae

Enterobacteriaciae

Escherichia coli

Los microorganig

)
Aerobacter aerogenes g Bacterias coliformes
)

Klebsiella pneumoniae
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Salmonella typhosa
Salmonella choleraesuis
Salmonella typhimurium
Shigella dysenteriae
Shigella schmitzii
Shigella arabinotarda
Shigella flexneri
Shigella boydii

Shigella Sonnei

Other enteric bacilli

Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Proteus morgeni
Pseudomonas aeruginosa
Alcaligenes faecalis

Vibrio cholerae

Grupo Hemophilus-Bordetella

Hemophilus influenzae,

Bordetella pertussis
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Shigellas

Especies Proteus

H. ducreyi
HW hemophilus:
H. aegypticus

H. paraiufluengae



Pasteurellae

Pasteurella pestis

Pasteurella tulareusis

Brucellae
Brucella melitensis
Brucella abortus

Brucella suis

Bacilos formadores de esporas aerobias

Bacillus anthracis
Bacillus subtilis
Bacillus megaterium

Bacillus cereus

Bacilos formadores de esporas anaerobias

Glostridium botulinum
Glostridium tetani
Glostridium perfringens
Glostridium novyi
Glostridium septicum
Glostridium histolyticum
Glostridium tertium
Glostridium bifermentans

Glostridium sporogenes
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Mycobacteria
Mycobacterium tuberculosis hominis

Mycobacterium bovis
Mycobacterium avium
Mycobacterium leprae
Mycobacterium paratuberculosis

Actinomicetos (bacterias tipo hongo)

Actinomyces israelii
Actinomyces bovis
Actinomyces naeslundii
Nocardia asteroides

Nocazrdia brasiliensis

Espiroquetas
Treponemz pallidum Spirillum minus
Streptobacillus moniliformis

Treponema pertenue
Treponema carateun
Borrelia recurrentis
Leptospira icterohemorrhagiae

Leptospira canicola

Mycoplasmae

Mycoplasma pneumoniae
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Otros patégenos

IListeria monocytogenes
Erysipelothrix rhusiopathiae
Streptobacillus moniliformis
Donvania granulomatis

Bartonella bacilliformis

Rickettsiae (pardsitos tipo bacteria)
Rickettsia prowaszekii
Rickettsia mooseri
Rickettsia rickettanii
Rickettsia conori
Rickettsia australis
Rickettsia sibiricus
Rickettsia akari
Rickettsia tsutsugamushi
Rickettsia burnetii

Rickettsia quintana

Chlamydia (pardsitos bacterianos/virales inclasificables).

Agentes chlamydia (nombre incierto)

Hongos

Cryptococeus neoformans

Blastomyces dermatidis
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Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Paracoccidioldes brasiliensis
Candide albicans

Aspergillus fumigatus

Mucor corymbifer (Absidia corymbifera)
Rhizopus oryzae

Rhizopus arrhizus Ficomicetos
Rhizopus nigricans
Sporofrichum schenkii
Fonseczea pedrosoi

Fonsecaea compacta

Fonsecaea dermatitidis
Cladosporium carrionii
Phialophora verrucosa
Aspergillus nidulans
Madurella mycebtomi

Madurella grisea

Allescheria boydii
Phialosphora jeanselmei
Microsporum gypseum
Trichophyton mentagrophytes
Keratinomyces ajellol
Microsporum canis

Trichophyton rubrum
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Microsporum andouini

Virus
Adenovirus

Virus de herpes

Herpes simplex
Varicella (Chicken pox)
Herpes Zoster (Shingles)
Virus B

Cytomegalovirus

Virus productores de erupciones pustulosas.

Variola (viruela)
Vaccinia

Virus de la viruels: bovina
Paravaccinia

Mollusecum contagiosum

Picornavirus

Virus de 1la poliomielitis
Virus de Coxsackie
Virus de Echo

Rhinovirus
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Mixovirus

Influenza (A, B, y C)

Parainfluenza (1-4)

Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus

Virus

Arborvirus

Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus

Virus

23-T=T5

de las paperas

de la enfermedad de Newcastle
del sarampién

de la morrifia

del moquillo canino

Syncytial Respiratorie

de la rubéola

de la encefalitis equina del Este

d~ 1lg encefalitis equina del Oeste

de Sindbis

de Chikungunya

de la selva de Semliki

Mayora

de la encefalitis de San Iuis

de la encefalitis de California

de la fiebre de la garrupata de Colorado
de la fiebre amarilla

del dengue.
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Reovirus

Tipos

Hepatitis
Virus

Virus

de reovirus 1-3

de hepatitis A
de hepatitis B

Virus de los tumores

Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus
Virus

Virus

de la leucemis de Rauscher
Gross

de la leucemia de Maloney

de la leucemia de Friend

del tumor de la mama de la rata
de la leucosis Avian

del sarcoma de Rous

polyoma

40 del simio

del papiloma.

Las preparaciones de microorganismos incluyen:

Streptococecus pyogenes, proteina

Pasteurella pestis, toxina proteinica:

. Clostridium tetani, toxoide

Clostridium perfringens, ~-~lecitinasa
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Escherichia coli, filtrados

Treponema reiteri, extracto proteinico
Corynebacterium diphtheriae, toxina, toxoide
Mycobacterium tuberculosis, proteina

M. tuberculosis, citoplasma

M. tuberculosis filtrado de cultivo y tuberculina

Mycoplasma pneumoniae, antigeno "crudo".

Ensayo de inmunided
Los ensayos de inmunidad del invento, estdn basados

en el grado de extincidén que tiene lugar en una solucitén
cuando se irradian moléculas fluorescentes con la luz ab
sorbida por el fluorescedor, preferiblemente dentro del
m@imo de absorcidn, como una faneidn de la cantidad de
ligendo en el medio. Asf, el mimero de moléculas de
fluoregscedor y de extinguidor que se reunen dentro Ae una
distancia en la que puede producirse la extincién, estd
relacionado con la cantidad de ligando presente en el me
dio de ensayo.

El ensayo puede realizarse con recepbtores para el
ligando (antiligando) conjugado con el croméforo (antili
gando) - crombéforo o con el receptor para el antiligando
(anti-(antiligando)) conjugado con el croméforo (anti(an
ti-ligando)~croméforo). Por razones que se expondrdn

subsiguientemente, esta técnica (la técnica del receptor
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doble) proporciona ventajas de procedimiento, proporcio
nando asimismo capacidades de ensayo de que no se dispo
ne com la técnica del receptor simple. Ia técnica del
receptor doble une el weceptor-croméforo indirectamente
con el ligando, a través de un intermediario receptor
(antiligando), que permite ahora un grado adicional de
libertad en la variacidén de los reactivos.

En la realizacidén del ensayo que emplea la técnica
del receptor simple, el reactivo andlogo del ligando
tiene el andlogo del ligaendo unido, bien sea directamen
te (covalentemente) a un croméforo, andlogo del ligando
(Ch:-z)x o poli(andlogo del ligando)-poli(Chz), o bien in
directamente (a través del receptor-Chzr a un croméforo
(Chzﬁ. Seguidamente, el ensayo se realiza por combina-
cibén en el medio de ensayo del ligando unido al Chz, del
receptor —Chl, y de la sustancia desconocida. Son permi
sibles diversos érdenes de adicidén. Cuando el andlogo
del ligando ha de unirse indirectamente al Ché, el re~
ceptor —Chl y el receptor --Ch2 pueden ser afiadidos paso
a paso o de manera sustancialmente simulténea.

Convenientemente, el receptor--Ch1 y el receptor —Ch2
pueden ser combinados entre sf como un sélo reactivo en
la proporcién apropiada. De esta manera la proporcidén de
los dos receptores comunes pueden ser cuidadosamente con-

trolada y exactamente afiadida a la mezcla de ensayo. ILa
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mezcla puede ser una mezcla liofilizada seca o una solu-~
cién acuosa, normalmente tamponada (pH 5-10; generalmente
6,5-8,5) de cualquier concentracidén deseada.

La concentracidn de ligando de interés estard com-
prendida generalmente en el margen de aproximadamente
1074 a 10_14, mis generalmente entre aproximadamente 10~

a 10712 M., lo mds generalmente, de 10°% 2 200 1. 1ne

6

concenfraciones de reactivos reflejardn la concentracién
de interds del ligando.

El medio serd normalmente acuoso teniendo un porcen
taje en volumen de O a 40 y, mds generalmente, de 0 a 20,
de un disolvente orgdnico polar. Los disolventes orgdni
cos polares ilustrativos incluyen etilenglicol, etanol,
carbitel, dimetilformamida, sulféxido de dimetilo y simi
lares. Preferiblemente, el medio acuoso estard substan-
clalmente libre de otros disolventes polares. El medio
serd tamponado normalmente en el margen de aproximadamen
te 5 a 10, preferiblemente entre aproximadamente 6,5 y
8,5 y, mds preferiblemente, entre aproximadamente 7 y 8,5.
Sc¢ pueden utilizar diversos tampones, tales como borato,
fosfato, carbonato, dcido barbitdrico, tris y similares.
El tampén particular empleado no es esencial para esta
invencién, pero en ensayos particulares, se puede prefe-
rir wn tampdén a otro. Ia concentracidén de tamplm estard

comprendida normalmente en el margen de aproximadamente
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0,005 M a 0,5 M, mis generalmente entre aproximadamente
0,0l M y aproximadamente 0,1 M.

Durante el ensayo, se empleardn normalmente tempe-—
raturas: moderadas, comprendidas generalmente entre apro
ximadamente 09 y 459C, mds generalmente comprendidas en
el margen de aproximadamente 159 a 40°C, La temperatu-
ra particular escogida dependerd de lo que convenga, ¥y
del efecto de la temperatura sobre la eficacia de la
fluorescencia, y de la constante de enlace del receptor
con el ligando.

El rendimientc del ensayo serd mejoradoc a las tem-
peraturas mds bajas, puesto que se acrecientan tanto la
eficacia de la fluorescencia como las constantes de en-
lace.

Por razones de conveniencia, los ensayos con recep-
tor simple se dividirdn en aquellos en los que el ligan~
do estd unido covalentemente al croméforo y aguellos en
los que el ligando estd unido indirectamente a través
del receptor al croméforo.

El primer ensayo a considerar serid con aquellas com
posiciones en las que el croméforo estd wnido covalente-~
mente al ligando. Como se ha indicado anteriormente, un
sélo croméforo puede estar unido a un solo ligando o,
empleando una molécula nicleo, una pluralidad de ligan-

dos pueden estar unidos a una pluralidad de grupos cro-
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méforos. Alternativamente, con grandes ligandos, tales
como proteinas, una pluralidad de grupos croméforos pue
den estar unidos al ligando.

El andlogo del ligando-croméforo estard generalmen
te a una concentracién no mayor de 100 veces la concen-
tracién méxima y no inferior a 0,01l veces la concentra-
cién minims del margen de concentraciones de interés,
estando mds generalmente en el margen comprendido entre
la concentracién mdxima de interés y no menos de 0,1 ve
ceg la concentracidén minima de interés y, preferiblemen
te, dentro de un orden de magnitud o de um factor de 10
de la concentracién minima de interés. Ia concentracidn
de receptor-croméforo se determina entonces, medianie la
adicibém de una cantidad suficiente del receptor pars ob-
tener por lo menos una extincidén del 10%, preferiblemen-
te por lo menos wna extincién del 20%, y hasta una extin
cién del 100%, generalmente una extincién comprendida
entre aproximadamente 20 y 80% y, preferiblemente, una
extincién comprendida entre aproximadamente 50 y 80%.

La cantidad de receptor-croméforo empleada estard rela-

cionada con la constante de enlace, con la concentracidn
de interés que afecta a la concentracidn del ligando-cro
méforo, con la sensibilidad del instrumento y similares,

Aungue el croméforo unido al ligando puede ser .ex-

tinguidor, la mayor parte de las veces, el crombforo
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unido al ligando serd fluorescedor., Esto no es una cueg
tién de operabilidad, sino més bien de conveniencia. Fn
la mgyor parte de los casos, el receptor es um anticuer-
Po, que serd una mezcla de proteinas comple jas, contenihg
do wm anticucrpo para el ligando asi como otros anticuer-
pos y protefnas. Cuando la comnosicién de anticuerpo es-
t4 marcada con el croméforo, unaz proporeiln sustancial
del croméforo estard unida a uno protefna distinta del
anticuerpo para el ligando (antiligando). Por lo tambs,
8i el fluorescedor estaba unido al receptor, esto dard
como resultado una gran fluorescencia de fondo en el me-
dio de ensayo. Alternslivamente, cuando se dispone de
una nmuestra de antiligando relativamente pura, el proce-—
dimiento preferidoc serd unir el ligaado al extinguidor,
en lugar de al fluorescedor.

El orden particular de adicidén de los diversos mate
riales al medio de ensayo no es esencial para esta inven
¢ién. Ta sustancia desconocida y el andlogo del ligando-
~croméforo pueden ser combinados simultdneamente con el
receptor-croméforo o se pueden afiadir los materiales secuen
cialmente. Preferiblemente, la sustancia desconocida ce
combina con el receptor-croméforo y se incuba durante un
tiempo suficiente para aproximarse al equilibrio. Por lo
tanto, los puntos de enlace disponibles del receplor se

reducen en proporcién con la cantidad de substancia des-
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conocida presente en el medio de ensayo. ELl andlogo del
ligando-croméforo puede afladirse seguidamente e incubar-
se y transfiriendo luego la solucién & un fluorimetro y
determinando la intensidad de la fluorescencia por exci-
tacién con luz de una longitud de onda o longitudes de
onda absorbidas por el fluorescedor.

Los tiempos de incubacidn dependerdn de la tempera
tura empleada, de la constante de enlace del receptor y
de las concentraciones de los materiales presentes en el
medio de ensayo. Normalmente, los tiempos de incubacién
gerdn de por lo menos aproximadamente 5 segundos y, pre-
feriblemente, no excederdn de aproximadamente 6 horas,
estando mds generaslmente en el margen de aproximadamente
30 segundos a 2 horas, preferiblemente de 1 & 30 minutos,
Ias temperaturas de incubacidn variardn generalmente en-
tre aproximadamente 15¢ y 40¢C.

Empleando una serie de soluciones que tienen concen
traciones conocidas de ligando, se puede oblener una cur
va patrén que relaciona la fluorescencia o el porcentaje
de extineidn con la concentraciém del ligando. Ia fluo-
rescencia que resulta de un medio de ensayo con una subg
tancia desconocida puede ser entonces relacionada direc-
tamente con la concentracidén de la sustancia deseconocida
en el medio de ensayo.

En un segundo modo de operacién, en el que el ligan
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do esld unide indirectamente a un croméforo, el antili-
gando se divide en dos partes y una parte se conjuga con
el fluorescedor y la oira parte se conjuga con el extin
guidor. Este modo de operacidn requiere o bien que el
ligando tenga una pluralidad de puntos determinantes o
epitépicos o, alternativamente, que cuando el ligando
tiene solamente uno o dos puntos epitépicos, se prepare
un poli(andlogo del ligando). Es decir, que el ligando
solamente puede acomodarse a unos pocos, generalmente dn
aproximadamente 1 a 2 anticuerpos, simultdneamente. Co-
mo se ha indicado anteriormente se prepara el poli(andlg
go del ligando) mediante la conjugacién del andlogo del
ligando con una molécula ndcleo de alto peso molecular.
En el ensayo en el que el ligando estd conjugado
covalentemente al croméforo, la respuesta del ensayo que
va de la ausencia de ligando a concentraciones crecien-
tes de ligando, es una curva suave con fluorescencia cre
ciente, hasta que se obtiene la mdxima cantidad de f{luo
rescencia. Se observa un resultado similar cuando se
emplea poli(andlogo del ligando) para medir el ligando
v el receptor-fluorescedor y el receptor-extinguidor.
Sin embargo, con un antfigeno, que tiene una pluralidad
de puntos determinantes y solamente el receptor-extingui
dor y el receptor-fluorescedor se afiaden a la sustancia

desconocida gue ha de ser ensayada, para una concentra-
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cién de antigeno cero, existe un mdximo de fluorescencia
que disminuye al aumentar la concentracidén de antigeno
hasta aldanzar un minimo y, seguidamente, aumenta de nue
vo hasta la fluorescencia mdxima.

Ia causa de este resultado bifdsico es directa.
Cuando se afiade el antigeno, el extinguidor y el fluores
cedor se reunen sobre la superficie del antigeno, de tal
modo que se produce algo de extincién. Al aumentar la
concentracién de antigeno, se rednen en la superficie
del antfgeno cada vez mis cantidad de los dos receptores,
aumentando la extincién. Sin embargo, para cierta con-
centracién, la extincién alcanzs un mdximo (la fluores-
cencia alcanza un minimo). Al aumentar el antigeno, la
cantidad de receptor unido a cualquier antigeno disminu
ye de tal modo que la cantidad de extincidn disminuye
también. Finalmente, para elevadas concentraciones de
antigeno, la cantidad de receptor unida a cualguier en-
tigeno es insuficiente para proporcionar la extincién.
Por lo tanto, cuando el ensayo pretende determinar el
antigeno, es necesario realigzar el ensayo con dos dife-
rentes diluciones del antigeno. De esta manera, se pue
de determinar si una estd en la porcidn declinante de
la curva o en la porcién creciente de la misma.

La concentracién de poli(andlogo del ligando), basa

da en el andlogo del ligendo disponible, caerd dentro de
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los mismos mirgenes indicados para el ligando unido cova
lentemente al croméforo.

Al realizar el ensayo con los dos receptores conju-
gados, por ejemplo anticuerpos, el antigeno se combina
con los anticuerpos generalmente en presencia de aproxi-
madamente 0,1 a 1 mg/ml de una protefna, por ejemplo al-
bumina, y se incuba durante vn tiempo suficiente, gene-
ralmente de aproximadamente 5 sesmmdos a 6 horas, més
gencralmente de aproximademente I 2 minuto a 2 horas,
preferiblemente de 1 a 30 minutos, a una temperatura
comprendida en el margen de aproximadamente 15 a 402C.
las consideraciones Gue determinan el tiempo de incuba-
cidén han sido expuestas anteriormente.

Con el poli(andlogo del ligando), se combinan los
dos anticuerpos conjugados con la sustancia desconoci-
da que ha de ensayarse, se incuban y se afiade el polil
(andlogo del ligando) y se incuba adicicnalmente la megz
cla. Los tiempos y las temperaturas indicadas anterior
mente son también aplicables en este ensayo.

Seguidamente, se introduce la muestra en un fluo-
rimetro y se determina la fluorescencia por execitacidn
con luz de la longitud de onda apropisda. ILa fluores-
cencia puede proceder del fluorescedor o del extinguidor,
dependiendo de la banda de longitud de onda medida. El

ensayo se puede realizar manualmente ¢ puede ser automa
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tizado.
El método del presente invento es fdcilmente adap-

table para determinar la presencia de anticuerpos o an-
tigenos en un lfquido fisioldégico humano, utilizande un
método en dos etapas y los receptor-cromé§foros (Ch1 y
Ch2) para la gamma-globulina, por ejemplo humana. Sec
puede diferenciar f4cilmente, por la diferencia de peso
molecular, entre la asociacilnm de anticuerpos o de otras
moléculas receptoras que estdn unidas a un antigeno, y
los anticuerpos u otros receptores que estdn libres en
solucidn.

Dependiendo de si se desea determinar la presencia
o la ausencia de un anti{geno o de anticuerpos en wn 14~
guido fisioldégico humano, por ejemplo sangre, se afiadi-
ria el material complementario, gcneralmente en un exce
so sustancial respecto de la méxima concentracidén de in
terés. Por ejemplo, si se desea determinar la presen-
cia de anticuerpos en el suero para un antigeno particu
lar, se affadiria el anti{geno al l{quido fisioldgico y
se separarfan los componentes que tuvieran pesos molecu
lares mayores del peso molecular del anticuerpo
( >160.000), por ejemplo, por centrifugacibén., Después
de separar el precipitado del lfquido sobrenadante, se
vuelve a dispersar el precipitado y se somete a ensayo
de acuerdo con la invencién para determinar la presen-
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cia de gamma-globulina humana. Solamente en presencia
del antigeno habrd gamma—globulina humana presente en
el precipitado., Por lo tanto, la presencia de gamma~
~globuling humana en el precipitade indica la presencia
de anticuerpos para el antigeno del suero.

El método en dos etapas se puede utilizar para de
terminar una amplia variedad de ant{genos y de anticuer
pos, utilizando los mismos receptor-croméforog. EL mé-
todo preporciona una determinacidén directa de anticuer-
por para antigenocs especificos. Los antigenos pueden
ser determinados indirectamente mediante la adiciédn de
anticuerpos al l{gquido gque se sospecha contiene el an-
t{geno vy, seguidamente, sometiéndolo a ensayo para de—
terminar la presencia de anticuerpos en el precipitado
después de la separacién de los anticuerpos unidos y no
unidos.

La técnica del receptor doble es una técnica homo
génea que permite la determinacidén de haptenos, antfge
nos y antiligando, particulzrmente cuando el ligando en
un antigeno poliepitépico.

En el modo més sencillo, para la deteccidn de un
ligando, el ligando se conjugaria con un cromdforo, paxr
ticularmente un fluorescedor y un antiligande y un anti
(anti-ligando)-croméforo, particularmente un extinpui-

dor, afladido a la solucidn de ensayo. De esta manera,
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se podria unir un gran ndmero de moléculas extinguidoras
gl ligando, mejorando la coportunidad de la extincién. En
efecto, el antiligando se encarge de aumentar el nidmero
de moléculas extinguidoras capaces de unirse al ligando.

Las concentraciones de los reactivos se hardn para-
lelas s las de los reactivos andlogos para la téenica del
receptor Unico, estando el anti(antiligando)-croméforo en
un exceso molar respecto al anti-ligando, siendo general
mente la proporcidn moler entre aproximadamente 1,5 y
10:1. 5i se desea, se pueden emplear unidades Fab indj
viduales en lugar de IgG intacto.

El siguiente modo tiene ambos cromdéforos indirecta
mente unides al ligando. De esta manera, solamente se
emplean antiligando y anti(antiligando)—(!hl y anti(anti
ligando)-Chz. Sin embargo, antes de la introduccidn de
estos reactivos, se combinard una porcién del antiligan
do con el anti(antiligando)-Ch1 y otra porcidén con el
anti(antiligando)—0h2 de tal modo que gqueden unidos.
Deseablemente, el anti(antiligando) serd monofuncional,
por ejemplo Fo- El anti(antiligando) Ch1 ¥ «Chz mwidos
al antiligando, proporcionan un reactivo comparable pera
el receptor -Ch1 ¥ para el receptor —Chz, regpectivamen-—
te. Como se ha indicado anteriormente, se pueden emplear

proporciones similares de anti(antiligando)-cromdéforos a

antiligando.
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En una realigacién preferida, se emplean antiligon
dos de dos especies diferentes, por ejemplo especies de
memiferos, por ejemplo, de oveja y de vaca. En esta si
tuacién, los puntos epitdpicos o hapténicos son diferen
tes pars los dos antiligandos para el mismo ligando. Al
referirse al antiligando procedente de dos fuentes dife
rentes, el antiligando ird precedido por una letra mimis
cula, por ejemplo, a-{antiligando). De este modo no esn
necesario combinar previamente el antiligando y el anti
(antiligando)-croméforo. Las proporciones de los diver
sos reactivos serdn paralelas a las de los reactivos and
logos de los ensayos anteriormente descritos.

Los reactivos croméforos serfan anti(a-antiligando)-

2
do solamente al a-(antiligando) y Ch2 al b-(antiligando).

Chi y anti(b-antiligando)-Ch,. Asi, Chy estarf{a asocia

Esta técnica permite la determinacién de asociacio
nes en solucidén, en las que los miembros de la asocia-
cién difieren por lo menos en un punto epitépico. Se
puede preparar un a-(antiligando) para un miembro de la
asociacién y un b-(antiligando) para el otro miembro de
la asociacidén. E1 extinguidor y el fluorescedor se reu
nirfan solamente cuando los dos miembros estén unidos.

Utilizando un antiligando de dos fuentes diferentes,
se puede emplear también, ventajosamente con un ligando,

para evitar tener que combinar previamente el antiligan
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do con el anti(antiligando)-croméforo y, en situaciones
en las que existe un enlace covalente entre dos entida-
des que pueden existir independientemente, por ejemplo,
experimentando una reaccién quimica.

Loz reactivos pueden disponerse en viales separe-—
dos, 0 mezclarse en un estado liofilizado seco, 0 en una
solucibn acuosa, normalmente tamponads (pH 5-10, general
mente 6,5-8,5) de cualquier concentracidén deseada. Pre
feriblemente, el anti(a-antiligando) no serfa combinado
con un a-(antiligando) en solucién como reactivo mucho
tiempo antes de su uso. Convenientemente, los dos anti
ligandos podrfan combinarse y los dos anti(antiligando)s.

Una ventaja particular de utilizar el receptor do-
ble es que se puede emplear el mismo par de (anti(antili
gendo)~-croméforo)s con independencia del ligando, varian
do con el ligando solamente los pares de antiligando.

Para determinar la presencia de anticuerpos para un
ant{geno particular, se realizaria el ensayo como si se
estuviera determinando el antigeno, a excepcidn de gue
se afladirfa sl medio de ensayo une cantidad conocida de
antigeno. Cualquier anticuerpo presente en la sustan-
cia desconocida, actuaria disminuyendo la cantidad del
anti(antiligando)-croméforo wnida al antigeno y disminu
yendo, asi, la cantidad de extincidén que tendrfa luger

en ausencia del anticuerpo. Como es natural, el antili
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gando serfa procedente de diferentes especies (distintas
de los mamiferos) que el anticuerpo a determinar.
Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustra

cidn y no a modo de limitacién.

PARTE EXPERIMENTAL

(Todas las temperaturas, a ﬁenos gque se indique de
otro modo, estdn en grados centigrados. Todas las partes,
a menos que se indique de otro modo, son partes en peso.
Todas las soluciones tampén son tampones acuosos. Todos
los simbolos, a menos que se defina de otro modo, se pre
tende que tengan su significado normal).

Se emplean los siguientes s{mbolos:

IgG - gamma-globulina;

IgG(x) - anti-x;

R ~ tetrametilrodamina, por ejemplo RIgG(xX) tetrame
tilrodamina conjugada con anti-x;

F ~ fluoresceina, por ejemplo FIgG(x) fluorescefna
conjugada con anti-x; y

hlght - gamma-globulina humana.

EJEMPLO I - Isotiocianato de fluorescefna (FITC)

2
conjugado con O —aminoetilmorfina (FLUMO'S’)

A. Fluoresceinamina (0,5 g). (sigma, isémero I, puro,
3 1:3) se disolvié
en 20 ml de acetona anhidra (secada sobre K2C03 anhidro)

cromatograf{a en capa fina MeOH/CHC1
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y se afiadid gota a gota a la temperatura ambiente, o 3 ml
de tiofosgeno en 5 ml de acetona, con fuerte agitacidn
(1/2 horas). Se continud la agitacidén durante una hors
¥y el precipitado resultante, enfriado con wun bafio de hig
1o hasta 520, se filtrdé rdpidamente a través de un embu-
do de vidrio sinterigzado fino. El precipitado se lavd
con acetona anhidra (3 ml) y, seguidamente, con 5 x 5 ml
de HC1l 6N mientras se trituraba con una espdtula, hasta
gue todo é1 se volvia de un color rojo intenso, secando
después bajo vacfo (802 KOH) durante la noche. El iso-
tiocianato obtenido era puro. (cromatograffa en capa fi
na 50% MeOH/DMF).

B. Os—aminoetilmorfina (100 mg) se disuelve en 5 ml
de acetona y se afiade a una mezcla de acetona (20 ml),
agva (5 ml) y trietilamina (0,07 ml). A esta solucién
se afiade una solucidn de FITC (100 mg) en acetona (5 ml)
gota a gota, con agitacidén durante 15 minutos. Se conti
nda la agitacidén durante 80 minutos adicionales, mientras
se ajusta el pH de la mezcla de reaccidn a 9,95 con gotas
de solucidn dilufda de trietilamina en acetona (1,4 ml/
/10 ml, acetona). Seguidamente, se elimina parcialmente
la acetona con un evaporador rotatorio a la temperatura
ambiente. El producto se precipita, seguidamente, ha-
ciendo burbujear CO2 a través de la solucidn, con adicidn
simultdnes de HbO (hasta 10 ml) hasta que el pH desciende
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a 6~6,5. El precipitado se filtra rdpidamente sobre un
embudo de vidrio sinterizado y se lava con solucidn de
HéCO3 (2 mL, pH 6,0). Rendimiento 60 mg. El filtrado

y las aguas de lavado se combinan y se obtiene una se-
gunda produccién, repitiendo el burbujeo de 602 como se

ha descrito. Rendimiento 27 mg. El producto se seca
durante la noche bajo vacfo a 809 sobre P205. Total 87 me.
E1 producto muestra una sola mancha por cromatografia de

capa fina (50% metanol en dimetilformemida), Rf = 0,45.

EJEMPLO II.~ Purificacibn y marcado de anticuerpo

de morfina (IgG(m)) con isotiocianato de tetrametilroda-

mina (TRITC)

A. ta) Preparacidn de morfina - inmunoadsorbente.

Sepharose 4B activada con bromurc de cianégeno, fue
copulada con hexametilendiamina (8-10 micromoles/l ml de
gel de relleno) se preparé de acuerdo con las instruccio
nes de la compafifa (Pharmacia, Upsala). Se suspendid
gel himedo (2,5 ml) en tampén de vorato (10 ml, 0,1 N,
pH 8,8), se afiadib el anhfdrido mixto de 03—carboximetil
morfina y cloroformiato de isobutile (0,1 milimoles, gran
exceso) en dimetil formamida (2 ml), en frio (09C), y la
mezcla se dejé reaccionar durante 3 horas. Se filtrd el
gel y se lavé sucesivamente con H,0 (500 ml), tempén de
borato 0,1M, pE 9,0 (500 ml), H,0 (500 ml), HC1 diluido &
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4 NaCl 0,1 M, pH 2,5 (1500 ml), ¥y HZO (1000 ml). No se
pudo detectar morfina al final de los lavados. La esti
macidén de la morfina combinada se realizdé mediante un
método de hidrélisis con dcido acético diluido (Failla,
y otros, Anal. Biochem., 52, 363 (1973). EL espectro
ultravioleta se compard con el de la O3-carboximetilmor
fina. El equivalente de morfina combinada era 5,05 mi-
cromoles/1l ml de gel de relleno.
(b) Purificacibn de anticuerpo de morfina

El conjugado de morfina-Sepharose (2,5 ml) se in-
trodujo como relleno en una columa de 6 mm de didmetro
exterior y se lavé sucesivamente con 100 ml cada wez de
tampén de borato 0,1 M, pH 9,0, HéO, HC1 diluido, pH
1,5, HEO, vy el mismo tampdn de borato. Solucibn de IgG,

de oveja, de reserva (7 ml, 2,18 x 10”4 puntos de wnidn)
se aplicé a la columna, lavéndose seguidamente con tam-
pén de borato 0,1 M, pH 9,0, hasta que no se pudo detec
tar nada de protefns en el efluente (ultravioleta). To-
da la actividad de antimorfina qued$ retenida por 1la co
lumna, como se determindé mediante medicidn por marcado
por spin de morfina. (Véase la patente de Estados Uni-
dos N2 3.690.834). Se continué el lavado con tampén de
glicina~HCl 0,1N pH 4,0, sin que se eluyera asi nada de
protefna. Seguidamente, se eluyd el anticuerpo con el

tampén de glicina-HC1l, 0,1N, pH 1,5, y se recogieron

23-7-T75 - 67 -



fracciones de 3 ml a la temperatura ambiente en tubos
que contenfan 1 ml de tampén de borato 1 N, pH 9,0.
Casi todo el anticuerpo fue recogido en ftres fracciones,
que se combinaron y dialigzaron durante 24 horas, frente
a tampén de fosfato 0,1N, pH 7,5 (2x2000 ml), Ia acti-
vidad de antimorfina de la fraccibn aislada se determi-
né con marcade por espin de morfins y respondfs al T0%
de la actividad de antimorfina inicialmente combinads.
Esta fraccibn era 100% pura, como se determind por el
valor del titulo de la actividad de antimorfina compara
da con el contenido de protelnas estimado a partir del
espectro ultravioleta a 280 nn.

B, (a) Purificacién de anticuerpo de morfina por

cromatogralia con Sephadex.

Ia solucidn de IgG(m) de antimorfina (2 ml, aproxi
madamente 50 mg/ml de proteina total) se separé en co-
lumna Sephadex G-200 (2 x 30 em) con solucidén salina
tamponada con fosfato 0,01M (PBS), pH 7,4 (caudal 1 ml/
/10 minutos). La IgG se separdé claramente de la IgM y

se recogieron albimine y fracciones de 2-3 ml. La IgG
obtenida no mostré nada de albimina por electroforesis
con acetato de celulosa (tampén tris-barb., pH 8,8,
N = 0,1) y era IgG con 32 a 35% de riqueza de antimor
fina. Ia recuperacidén dependia de la anchura de la

seccién del mdximo IgG recogido y era usualmente del
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50% de la actividad de antimorfina total aplicada a la
columma. ILa fraccién de IgG recogida se dializné frenle

a tampbén de fosfato 0,01 M, pH 7,5.
(b) Tratamiento inmunoadsorbente de la albdmina de oy

bovino (BSA)

Se copulé BSA con Sepharose 4B (Pharmacia) activa-
da con CNBr, de acuerdo con las instrucciones de la com
pafifa (se utilizé 50% de exceso de BSA sobre la cantidad
recomendada). Cinco ml de la solucién de IgG cromatoprn
fiada en Sephadex (20 mg/ml) se aplicaron a la columna
de inmunoadsorbente-BSA (1 x 15 cm) y se pasé a través
de ella con tempén de fosfato 0,01 M, pH'7,5. La pro-
teina recogida salié en un volumen de 20 ml y fue some-
tida a ensayo para determinar el contenido de proteinag
(vv) v la actividad de antimorfina (método de marcado
por el spin)., Ia recuperacién de protefnas fue del 70%
¥ la recuperacidén de actividad de antimorfina fue del
90 al 92%.

(¢) Antimorfina (IgG(m)) marcada con TRITC (RIgG(m)).

A una solucién de Igt(m) (7 mg/0,5 ml) en tampén de
fosfato 0,01 M, pH 7,5, se aflade carbonato potdsico cris

talino hasta pH 10,0-10,5 con agitacidn a la temperatura

ambiente. Seguidamente, se afiade TRITC (isotiocianate
de tetrametilrodamina) (15-1000 microgramos) disuelto
en acetona (3-30 microlitros) y se continda agitando du-

23-7-75 - 69 -



rante 3 horas. Inicinlmente el pH desciende a 9,0y,
seguidamente, permanece estable y se mantiene a 9,0-
~9,5 51 es necesario, mediante la adicidn cuidadosa de
carbonato potdsico cristalino. Ia mezcla de reaccidn
se aplica, scguidamente, a una columna de Sephadex G—
-25(M) (1 x 15 cm) con tampén de fosfato 0,01 M, pH
745, ¥ la elucidén de la primera banda coloreada, que
ge separa completamente de las otras bandas, se recoge
en el término de 10 a 15 minutos. ILa separacidén se re
pite dos veces con el fin de garantizar la eliminacidn
completa del colorante libre. En el casoc de la forma-
cién de un precipitado, se separa el precipitado por
centrifugacién, antes de la separacidén en la Sephadex.
La siguiente tabla describe la preparacién de conjuga-
dos con diversos grados de marcedo mediante el procedi

miento anterior:

Protefna (% de Concentracién Colorante D/P° % de ac-

antimorfina) mg/0,5 ml (TRITC) (M/M) +tivided
microgramos recuperada

IgG (45) 7,1 15 0,9 86

IgG (45) 7,1 50 2,2 89

IgG (45) 7,1 150 4,4 5

IgG (45) 7,1 400 15-16 75

IgG (45) 7,1 750 20-23 70

% D/P colorante/protefna

23-7-75 - 70 -



EJEMPLO III. Isotiocianato de fluorescefna (FPITC)-

-~anticuerpo de morfina marcado (FIgG(m)).

(a) Procedimiento de conjugacién

Cuatro fracciones de 1 ml de anticuerpo de morfina
cromatografiada por afinidad (3,06 mg protefna/ml) (véa
se Ejemplo II) en tampén de fosfato 0,01M, pH 7,5, se

10} )_

llevaron a pH 9,5 con carbonato sddico cristalino (Na2003
A las cualro fracciones de anticuerpo se afiadieron a la
temperatura ambiente y con agitacidén, respectivamente,
10, 20, 30 y 50 microlitros de una solucién en acetona
de FITC (2 mg/300 microlitros). Al cabo de 3 horas, se
combinaron las‘cuatro mezclas de reaccibn y, seguidaomen
te, se dividieron en 8 porciones iguales, y se hizo pa-
sar cada una de ellas a través de una columna Sephadex
G~25 (1 x 15 cm) equilibrada con tampén de fosfato 0, (1M,
pH 7,5. La eluecién con el mismo tampdén proporcioné (la
primera banda coloreada) el conjugado, que estaba libre

del colorante sin reaccionar.

(b) Separacién de conjugado FITC sobre columns

DRAE~celulosa

(véase M. Goldman en "Fluorescent Antibody Methods",
Academic Press ed., 1,68, pdginas 104 g 107). El conju-
gado de FITC antimorfina se aplicé a una columna DEAE-

-celulosa (1 x 3 em) equilibrada con tampén de fosfato
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0,01 M, pH 7,3. Ia elucibén con el mismo tampén con una
concentracidn de NaCl creciente, proporcioné fracciones
de contenido de colorante creciente. E1 contenido de
colorante D/P de las diversas fracciones se determiné
con el nombgrafo de Wells (A, F. Wells, C.E., Miller y
M.K. Nadel, Appl. Microbiol, 14, 271 (1966)). ILa acti-
vidad de antimorfina se determiné de la manera usual
con marcado por el spin de morfina. Se obtuvieron la=

siguientes fracciones:

Fraccilén N@ Protefna, mg D/P, mol/mol
1 1,75 1,5
2 1,3 . 3,0
3 1,15 6,0
4 1,42 9,0

EJEMPLO IV. Purificacién de anticuerpo para gamme-
-globulina humana (IgG(hIgG)) y oohjugaeidn con FITC
(FPIgG(hIgG)) y TRITC (RIgG(hIgG)).

(a) Purificacién de anticuerpo para IgG humane por

cromatografia por afinidad.

Sepharose-4B (2 g) se copuld con 18 mg de gamma-glo
bulina humana (hIgG) como se describe en el manual de la
compafifa (Pharmacia Upsala), Antisuero de conejo (50 ml)

para hIgG (5 mg anticuerpo/ml) (IgG(hIgG)) se obtuvo de
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Antibodies Incorporated. Se prepard uns columna (1 x 3 cm)
del conjugado anterior de Sepharose~hIgl con tampdn de bo
rato 0,01 M, pH 8,0. El antisuero se hizo pasar por la
columa, lavdndose después con el mismo tampén hasta gue
no se pudo detectar nada de protefnas en el eluyente. 1~
columma se lavé seguidamente con tampdén de glicina HC1,
0,1 M, pH 5,0. Seguidamente, se eluyé el anticuerpo con
tampén de glicina 1C1, O,1M pH 2,5; se recogieron froc
ciones de 3 ml e inmediatamente se neutralizaron con tan
pén de vorato 0,5 M, pH 9,0. EL volumen total de solu-
cién de anticuerpo asf recogido era de 30 ml. La solu-
cién de anticuerpos se dializé durante la noche frente o
tampén de fosfato 0,05 M, pH 8,0, seguidamente se concen
tré con Aquacide y se dializdé de nuevo. EL volumen fi~
nal era de 11 ml y el contenido de protefna-anticuerpo
de 3,76 mg/ml, segin se determiné por el espectro de ab
sorcién para 280 nm, El anticuerpo recogido fue 83%.

(b) Freparacibén de FigG (hIgG).

(i) Ia solucién de anticuerpo enterior (1 ml) en
tampén de fosfato 0,05 M, pH 8,0, se 1llevé a pH 9,5 con
NaZCO cristalino. Se afiadié a la temperatura ambiente,

3
FITC (100 microgramos) en 10 microlitros de acetona ¥ se

agitl durante 3 horas. El conjugado se separd seguida-
mente en Sephadex G~25 (M) (1x1Ocm) equilibrada con tem
pbrr de fosfato 0,05 M, pH 8,0. El conjugado se recogié
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en 1,5 ml; tenfa un D/P = 4,3 (M/M) (colorante/proteinn)
¥ 2,05 mg/ml, segin se determiné por el nombgrafo de
Wells.,

(¢) Preparacidn de RIgG(hIgG)

(i) Ia solucién de anticuerpo anteriormente descri
ta (1 m1) en tampén de fosfato 0,05 M, pH 8,0 se llevé
a pH 9,5 con Na2003 cristalino. Se afiadié a la tempera-
tura ambiente, TRITC (0,5 mg) en acetona (20-30 microli-
tros) y la megcla se agité durante 3 horas. Un precipi-
tado que se formd, sc separd por centrifugacién y se dese
ché. Seguidamente, se separd el conjugado por dos veces
en columna de Sephadex G-25 (1x10 cm) equilibrada con
tampén de fosfato 0,05 M, pH 8,0. EL producto se recu-
perd en un volumen de 2 ml y tenfa wn D/P = 10y 0,7 mg/
/ml, como se determiné por el espectro de absorcién a
280 y 516 nm.

(ii) Se obtuvo de Antibodies Inc., una fraceién de
IgG separada en DEAE-celulosa (27,6 mg/ml) de antisuero
de conejo para hIgGt (6,4 mg anticuerpo/ml). La anterior
solucién de protefna (0,5 ml) se llevé a pH 9,5 con
Na2003
frio (42) 3 mg de TRITC en 50 microlitros de acetona

cristalino, y se afiadieron, con agitacién, en

4 0,5 ml de Hbo. Al cabo de 3 horas, se produjo un pre
cipitado que se separ6 por filtracién. Ia solucién vip

leta resultante se separd sucesivamente, por dos veces,

23-7-75 - 74 -



en columna de Sephadex G-25(M) (2 x 30 cm) equilibrada
con tampén de fosfato 0,05M, pH 8,0. EL conjugado re-
sultante era 0,1 mg de anticuerpo/ml y tenfa un D/P =

= 12-15 (M/M) segin se calculd a partir del espectro de

absorcidn.

EJEMPLO V.~ Conjugacién de gamma-globulina humana

(hIgG) con fluorescefna. (FhIgG)

Un miligramo de HIgG (IgG humana) disuelto en 0,4
ml de tampén de fosfato 0,1 M, pH 7,5, se llevé a pH
9,5 con Na2003 cristaline. Una solucidén (10 microlitros)

de FITC (70 microgramos) en acetona se afiadié con agita
¢idn, y se mezcld durante 3 horas a la temperatura am-
biente. La solucién resultante se separé por dos veces,
en columa de Sephadex G-25 (M) (1x15 em) equilibrada
con tempén de fosfato 0,05 M, pH 8,0. La solucidén con-
jugada de PITC~-hIghG elufda, era de una concentracidn de
0,58 mg/ml y tenfa wn D/P = 5,5 (M/M) segin se determi-
né por el nomégrafo de Wells.

BJEMPLO VI,~ Morfina conjugada con albdmina de suero

bovino (BSA-44m).
03-carboximetil morfina (3,43 g) y 1,31 ml de cloro

formiato de isobutilo se combinaron en 30 ml de dimetil

formamida a 0¢C. Ia solucidn transparente resuliante se
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afiadié, seguidamente, a una solucidén en agitacidén de
2,88 g de albimina de suero bovino y 13 g de NaHCO3 en
600 ml de agua, a 09, La adicidn se realizdé por medio
de una jeringa con su punta situada por debajo de la su
perficie de la solucidn. ILa solucidén se agitd en una
habitacién fria durante la noche,

Después de hacer pasar la solucién a través de una
columa de Sephadex grande, se concentrd el efluente
hasta 60 ml con Dow HFD/1 durante la noche y se liofili
z6 para obtener 3,1 g. Mediante andlisis ultraviolcta
se demostrd que el producto tenfa un promedio de aproxi
madamente 44 grupos de morfina.

Con el fin de demostrar la eficacia de los ensayos
del presente invento, utilizando la extincidn de la fluo
rescencia como método de medir la presencia de vn ligan-—
do, se efectuaron varios ensayos diferentes, empleando
diferentes métodos o recetas.

El primer ensayo a considerar es el ensayo pars la
morfina y la codefna, empleando el isotiocianato de
fluoresceina conjugado con 03-aminoetilmorfina (FIUMO’S” ).

Como primers parte de este ensayo, se combinaron
varios conjugados de anticuerpo que tenfan diversos gra
dos de marcade de rodamina, con FLUMO’S’ pars determi-
nar la extincidén mdxima.

EX> PLUMO’S’ ectaba en una concentracién de 1,83
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x 1077 M en tampén de borato 0,05M, pH 8,0. Se regis-
tré la intensidad relativa de la fluorescencia parg
Fmax = 516-518 nm, por exploracidén desde 490 nm a 530 nm,
la lfnea de excitacién era 462-464 nm y las raniras ge
ajustaron con un botdén de sensgibilidad para mantener el
méximo a escala con un espectrofotdémetro de fluorescen-
cia Perkin-Elmer, modelo MPF-2A. La celda del espectro
fotdmetro, 1 cm de longitud de trayectoria (3 ml en vo:
lumen), se inst$alé en una base de combinacién de dos es
pejos. El anticuerpo conjugado se dejé incubar con
FLUMO’S’ a la temperatura ambiente en viales de pirex,
durante 30 a 40 minutos, antes de tomar la lectura de
la fluorescencia.

La proporcién de colorante/proteina (D/P) (M/M) pa
ra los conjugados fue de 0,9, 2,2, 4,4, 15 a 16 ¥ 20 a
22. Los resultados que indicaban eficacia relativa
(1/2 de la extincién mdxima en % ddividido por el mime-
ro correspondiente de equivalentes de puntos de unidn)
fueron respectivamente 6, 16,4, 24, 51,4 y 31,5.

Al realizar el ensayo, se emplearon los siguientes
reactivos: FLUMD’S’—1,38x10—7M; RIgG(m) D/P 30, 4,58 x
x 1077 M; tampdén de borato 0,05 M, pH 8,0; soluciones
de morfina patrén (1,5 x 10"3-1,5x10‘7M). La incubacién
se efectudé en tubos de vidrio.

Procedimiento: Se diluyeron cantidades iguales
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de RIgG(m) (40 microlitros) con tampdn de borato 0,05 M,
pH 8,0 (2940-2990 microlitros) y se incubaron a la tem-
peratura ambiente, con cantidades crecientes de morfina
(5-10 microlitros de las soluciones de morfina patrénm)
durante una hora. Seguidamente, se afiadié FLUMO'S’

(10 mierolitros) y la mezcla se incubd durante una hora
mds. El volumen final de cada tubo era de 3 ml. Ia
concentracién final de FLUMO'S’ fue de 4,6 x 10_10 My
la de RIgG(m) de 6,1 x 1072 M en los puntos de unién.
ILos resultados se indican en la siguiente tabla como
aumento de la intensidad de la fluorescencia en forma de
porcentaje de la fluorescencia midxima posible (FILUNMO'S’

sin anticuerpo de extincidn),
TABLA T

Morfina (molaridad) Intensidad de sefial % de qux

0 27 33,33
:,sxlo‘g 28 34,5
5x10™°2 29,5 36,4
2,5x10‘8 35 43,2
5x10‘8 38 46,9
2,5x10"7 54 66,6
5x10 60 T4

continda...
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10

15

20

25

¢ o .CONtinuacién Tabla I)

Morfina (molaridad) Intensidad de sefial - % de Fmax

2,5x19‘6 T4 91,3
5x10™° 78 96,3

El estudio se repitid a excepcidn de que se empled
codefna en lugar de morfina. Ia siguiente table indica

los resultados:

TABLA II

Codefna (molaridad) Intensidad de sefial % de Fﬁax
0 ' 27 32,9
2,5%x1072 30,5 37,2
5%10™7 36 43,9
' 2,5x10‘8 51 62,2
mlfﬁ 58 70,7
5x10™ 5 91,5
2,5%107° 80 97,5

Se repitid el ensayo, pero en lugar del anticuerpo

de morfina marcado con rodamina (RIgG(m)) que tenfa uwna
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relacién D/P (colorante/protefna) (M/M) de 30, se empled
RIzG(m) que tenfa una relacién D/P de 22. ILo gue sigue

son los resultados empleando morfina.
TABLA IIT

Morfina (molaridad) Intensidad de sefial % de P

0 24,5 29,9
2,5x10710 26,0 31,7
5x10" L0 26,5 32,3
2,5%1072 28,0 ° 34,1
5x10“9 29,0 35,4
1x1078 33,5 40,8
2,5%1070 40,0 48,8
5x1070 45,5 55,5
11077 53,0 64,6
2,5%x107 63,0 76,8
5x107 1 68,0 82,9
1x10"6 72,5 88,4
2,5x10“6 80,0 97,5
5x10'6 82,0 100

El giguiente estudio que se realizé, empled un poli

ligando & saber morfina conjugada con albdmina de suero
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boving, que tenfa un nimero medio de 44 grupos de morfina
por albimina., En un primer ensayo, se empled el polili-
gando como una proteina sintética en la que el poliligan
do tiene una pluralidad de puntos epitdpicos de morfina.
En una segunda serie de ensayos, se empled el poliligan-
do en un ensayo para determinar morfina o codeina. En
ambos ensayos, ningin croméforo estd unido covalentemen-
te al punto epitépico de interéds, sino gque mids bien cada
uno de ellos resultéd unido a través del anticuerpo. Asi,
existe una wnién al azar de anticuerpo a morfina en el
poliligando. ©Para las concentraciones de interés, en un
estudio no descrito aqui, se encontrd que se obtenia la
extincibn Sptima cuando habfa una proporcién de extingui
dor, como receptor-extinguidor, a fluorescedor, como re-
ceptor-fluorescedor, de aproximadamente 5 a 1.

En el primer ensayo, que es un ensayo para el poli
(andlogo del ligando), se prepararon una serie de tubos
que contenfan, cada uno de ellos, 6,4 x 10"9M (en los
puntos de unidén) de antimorfina, que tenfa una propor-
cibén D/P de fluorescefna/anticuerpo de 9, y 3,47 x 10 M
(en los puntos de unibn) de antimorfina que tenfa una
proporcidn D/P de rodamina/anticuerpo de aproximadamente
22 en tampén de fosfato 0,05 M, pH 8,0, que contenia
gamma~globulina bovina 1,2 x 10'6M. Diversas cantida—

des de la morfina conjugada con la albimina de suero
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bovino (aproximadamente 44 grupos de morfina para alby-
mina) (0,012-1,2 microgramos) se afiadierom (en 5-10 mi-
crolitros) a cada uno de los tubos, de tal modo que el
volumen final era de 0,5 ml, y se incubaron a la tempe-
ratura ambiente durante 30 minutos. Seguidamente, se
mide la fluorescencia de cada uno de los tubos y se ex-
presa en porcentaje de fluorescencia méxima posible
(cuando no hay presente morfina conjugada con albdmina
de suero bovino). Ios resultados se dan en la siguien

te tabla.

TABLA IV
44m-BSA, microgramos (afiadidod % de Fmax
0 100
0,012 84,5
0, 024 72
0, 048 64,5
0, 084 61
0,12 66
0,24 T4
0,48 83
1,20 92

Para determinar la codefna, se empled el siguiente
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procedimiento: empleando la misma antimorfina-fluores-
ceina (FIgG(m)) y entimorfina-rodamina (RIgG(m)) que se
ha empleado anteriormente, se diluyerocn 30 microlitros
del PIgG(m)(2,64 x 10"7M) ¥ 30 microlitros del RIgG(m)
(1,44 x 107°M): en una serie de tubos con tampén de fog
fato 0,05 M, pH 8,0, que contenfan 1,5 x 10“6M de gam
ma-globulina bowina (390-430 microlitros). Seguidamen
te, se afiade codefna (10 a 40 microlitros) en concentra
ciones crecientes (1,5 x 103 & 1,5 x 10_6Mh ¥y la mez-
cla se incuba a la temperatura ambiente durante 0,5 ho
ras. A cada uno de los tubos se afiaden, seguidamente,
10 microlitros (0,24 microgramos) del conjugado de mor
fina-albimina de suero bovino utilizado previamente, y
los tubos se incuban durante una hora mds. El volumen
final de cada tubo era de 0,5 ml. Seguidamente se re—
gistré la fluorescencia de cada uno de los tubos a 518
nm y se expresdé como porcentaje de fluorescencia méxi-
ma posible (cuando no hay presente conjugado de morfina-

~-BSA). ILa siguiente tabla indica los resultados:
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TABLA V

Codefna (M) %deme
0 49
3x10“9 51
6x1072 54
1,2x10'8 5645
3x19‘8 62
6x10_8 70,5
1,2x107" 81
3x107 90,5
6x10™ " 94,5
1,2x10‘6 100
3x10‘6 100

Los siguientes dos estudios implican la proteina
natural gamma-globulina humana, en el primer estudio, se
emple6 gamma—-globulina humana-fluorescefna (FhIgG) D/P
5,5, para la determinacibén de gamma globulina humana.

Se prepararon una serie de tubos, conteniendo cada uno
de ellos 100 microlitros de 0,017 miligramos/ml de con
jugado de anti(gamma-globulina humana-rodamina) (RIgG
(hIgG), D/P 12-15, en tampén de fosfato O, 05M, pi 8,0
(330-380 microlitres) que contenfan albdmina de suero

bovino (0,6 mg/ml). Seguidamente, se afindieron canti-
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dades crecientes de gamma-globulina humana (en 15-35 mi
crolitros) y se incubaron dur-nte 30 minutos a la tempe
ratura ambiente. A lag soluciones se afiadieron, segui-
damente, 30 microlitros de 0,014 mg/ml de FhIgG. EI vo
lumen final, en cada caso, fue de 0,5 ml. Ia concentra

9

cifén final del PhIgG era de 5,4 x 10 °M, mientras que

las concentraciones de gamma-globulina humana estaban

comprendidas en el margen de 4,84 x 1070 ¢ 6,45 x 10-8M.
Despuds de un segundo periodo de incubacidm de 30 minu-
t03, se registré la fluorescencia de los tubos a 522 nm,
como porcentaje de fluorescencia mdxima posible. TIa si

guiente tabla indica los resultados.

TABLA VI

HIgG (M) % de Fmax
0 28
4, 84x107+0 33
8, 06x10™+9 36
1,13x1072 38
1, 61x107° 46
3,22x107° 68
4.,84x1o“9 81
8, 06x1.0™2 91
1,13x1070 93

continda...
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continuacién Tabla VI

HIgG (M) % de Foox
1,61x10“8 95,5
3,22x10“8 96
6,45x10—8 98

En la sipuiente determinacién, se ensayé la gamma-
globulina humana, empleando conjugado de anti(gamma-glo
bulina humans-fluoresceina) (FIgG(hIgG)) y conjugado de
anti(gamma-globulina humana-rodamina) (RIgG(hIgG)). E1
conjugado de fluoresceina tenfa una relacién D/P de 4,3
vy el conjugado de rodamina tenfa una relacién B/P de 10,
Todos los reactivos fueron diluidos con tampén de fosfa
to 0,05 M, pH 8,0, que contenfan 0,6 mg/ml de albimina
de suero bovino. Se prepararon una serie de tubog, con
teniendo cada uno de ellos 400 microlitros del tampén
indicado. A cada uno de los tubos se sfiadieron 30 mi-
crolitros de 2,7 mierogramos/ml de FIgD(hIgG) y 30 mi-
crolitros de 35 microgramos/ml de RIgG(hIgG). Los tubos
se mezclaron y se afindieron contidades crecientes de
gamme~globulina humana en soluciones de 40 microlitros,
¥y se incubaron a la temperatura ambiente durante una ho
ra. Seguidamente, se mididé la fluorescencia de logc tu-

bos y se expresdéd como porcentaje de fluorescencia total
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en ausencia de gamma-globulina humana. ILa siguiente ta

bla indica los resultados:

TABLA VIT

IgG humana % de F
(1) e
3x10“11 100
6x107T 95,7
1,2x107 %0 93,2
1,8x10"10 89,5
2, 4x10™ 0 86,5
3x107+0 82,2
6x107 10 70,5
1,2x10’9 60,7
1,8x10“9 62
2,4%10'9 68,1
3x10”9 69,3
6x1072 79
1,2x10"8 87,7
1,8x10’8 88,3
2,4x10‘8 93,8

Como se pone en evidencia por la anterior Tabla VII,
con une concentracidn creciente de gamma-globulina huma-~

na, la fluorescencia disminuye hasta un minimo y secguida
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mente sumenta. Por lo tanto, con wna sustancis descono-
cida, serfa necesario realigzar dos diluciones para deter
minar qué parte de la curva estaba implicada.

Los resultados anteriores demuestran ls extrems sen
sibilidad y amplio margen de posibilidades de los ensa-~
yos del presente invento. Empleando el fenémeno de fluo
rescencia-extincidn, se pueden ensayar directamente una
amplia variedad de diferentes compuestos, tanto hapténi-
cos. como antigénicos. Se pueden emplear reactivos en
los gue el hapteno o el ant{geno estdn unidos covalente-~
mente al croméforo o alternativamente, en los que el com
ruesto de interés tiene una pluralidad de puntes epitépi
cos, pudiéndose emplear mezclas de anticuerpos con una
porcidn: de los anticuerpos unidos al extinguidor y con
una porcién de los anticuerpos unidos al fluorescedor.
Bn esta situacidn, no se necesitan derivados del ligando
para la preparacién de reactivos, cuando se dispone de
un receptor de origen natural o cuando el ligando es en
tigénice.

Ademds, se pueden preparar reactivos que tengan una.
pluralidad de moléculas hapténicas o antigénicas unidas
a una molécula micleo. La molécula ndcleo puede estar
unida a un croméforo y al anticuerpo empleado, que estd
conjugado con el otro miembro del par fluorescedor-extin

guidor, o bien se puede emplear la mezcla de anticuerpos

23-7-75 - 88.-



indicada anteriormente. El ensayo es relativamente rd-
pido y, dependiendo de las concentraciones, se necesi-

tan diversos tiempos de incubacidén. Ademds, se pueden

emplear fluorimetros convencionales, que son relativa-

mente baratos y de fdecil lectura.

Aungue la invencién precedente ha sido descrita con
algin detalle a modo de ilustracién y ejemplo, con fines
de claridad de entendimiento, serd evidente que se pue-
den efectuar ciertos cambios y modificaciones dentro del

alcance de las reivindicaciones adjuntas:
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REIVINDICACIONES

12,- Un método para determinar en una solucién de
ensayo la presencia de un ligando en una sustancia deg
conoelda gue se sospecha que contiene dicho ligando, te
niendo dicho ligando por lo menos un punto epitépico, en
el que dos croméforos, Chl ¥y Chz, que forman un par fluo
rescedor-extinguidor, se emplean como reactivos, con lo
que en dicha solucidn de ensayo, la cantidad de fluoreg
cedor que estd dentro de la distancia de extincidn de
dicho extinguidor, es afectada por la presencia del li-
gando, que comprende: (A) combinar en un medio tamponado
acuoso, para formar una solucidén de ensayo (1) dicha susg
tancia desconocida, (2) una fuente de Chl’ como Ch, uni-
do covalentemente a una primera composicidén receptors ca
paz de unirse de modo no covalente y especificamente a
dicho ligando, (3) una fuente d¢ Ch2, como Ch2 unido
covalentemente a wna segunda composicidn receptora ca-
paz de unirse de modo no covalente y especificamente a
dicho ligando, o como Ch2 unido covalentemente 0 no co-
valentemente a un andlogo del ligando, en el gue el and
logo del ligardo es un radical monovalente o polivalen-

te, una proporcidén sustancial del cual define uno o mds
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puntos epitdpicos capaces de competir con el ligando
por log puntos de unidén de dicho receptor; (B) incu~
bar dicha solucién de ensayo durante un tiempo suficien
te para que, por 1o menos una porcidén de dichas composi
ciones receptoras se combinen con por lo menos una por-
cidn de cualguier ligando que eété presente; (C) irra-
diar dicha golucién de ensmyo incubada con luz de una
longitud de onda dentro del espectro de absorcidn de di
cho fluorescedor; y (D) medir 1n cantidad de fluorescen
cia procedente de dicha solucidn de ensayo, en compara-~
¢ién con una solucibn de ensayo que tiene una cantidad
conocida de ligando,

28,.,- Un método de acuerdo con la reivindicacién 18,
en ekl que dichas composiciones receptoras 12 y 22 son
el mismo antiligando.

38,- Un método de acuerdo con la reivindicacién 12
en el que dicha primera composicién receptora es una
combinacién de antiligando procedenie de una primera es
pecie, y de anti(antiligando primero) conjugado con CHi,
y dicha segunda composicidén receptora es antiligando
procedente de una segunda especie y anti(antiligando se
gundo) conjugado con Ch2.

48,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn 18,
en el que dicho ligando tiene un peso molecular compren

dido entre aproximadamente 110 a 2.000,
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58.- Un método de acuerdo con la reivindicacién 18,
en el que dicho ligando es un poli({aminodcido) que tiene
una pluralidad de puntos epitépicos y un peso molecular
de por lo menos gproximadamente 10,000,

6&.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 18,
en el que dicho ligando es de un peso molecular mayor de
aproximadamente 2.000 y tiene una pluralidad de puntos
epitépicos y dichas fuentes de Ch1 \'g Ch2 son dichas pri
mera y segundas composiciones receptoras unidas covalen
temente a Ch1 ¥y Ch2 respectivamente.

78.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 68,
en el que dicho ligando es una protefna de suero.

8&.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 78,
en el que dicha protefna de suero es una globulina.

98,~ Un método de acuerdo con la reivindicacibn 78,
en el que dicha proteina de suero es una albimina.

108,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 79,
en el que dicha proteina de suero es una lipoproteina.

118.~ Un método de acuerdo gon la reivindicacién 72,
en el que dicha proteina de suero es una glicoproteina.

128,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién 78,
en el que dicha proteina de suero es un factor de comple
mento,

132%.~ Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 78,

en el que dicha proteina de svero es un factor coagulan-

23-7-75 - 92 -



190

15

20

Po_ 60. 838

te de la songre.

148.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidén 68,
en el que dicho ligando es por lo menos una porcidn de
un icroorganismo.

152.- Un método de scuerdo con la reivindicocidn 148,
en el gue dicho ligando es una porcidn de la membraona
del microorganismo, '

168,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn
142, en el gque dicho microorganismo eg um virus.

172.~ Un método de acuerdo.con la reivindicacidn 68,
en el que dicho ligando es un poli(aminodeido) de un pe-
s0 molecular mayor de aproximadamente 10.000,

182.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
12, en el que dicho ligando es una asociacién de wn en-
tizeno y wn amticuerpo para dicho antiseno.

198,- Un método de acuerdo con la reivindicacién
12, en el que dichas composiciones receptoras son enti-
cuerpos, dicho medio acuoso tiene de 0 a 20% en volumen
de w1 disolvente orgdnico polar incrte, dicho medjo
acuoso estd tamponado en el margen de desde aproximada-
mente 5 a’l0, la cantidad de receptor afiadida es sufi-
ciente para proporcionar desde aproximadamente 20 a 80%
de extineidn, y la solucidén de ensayo se incuba a una
temperatura en el margen de aproximadamente 0 a 452C.

202.-~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 1%,
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en el que dicha fuente de Ch, es: andlogo de ligsndo-
_(Chg)x;
logo de ligando) y receptor-Ch,, en el que poli(andlogo

poli (andlogo de 1ixando);poli(0h2); poli(and~

de ligando) tiene una plurslidad de andlogos de ligendo
unidos covalentemente a una molécula micleo polifunciona
lizada; o, cuando dicho ligando tiene una pluralidad de
puntos epitdpicos,.receptor-Chz.

2la.- Un método de acuerdo con la reivindicseidn
208, en el que dicho ligando es de un peso molecular
comprendido entre aproximadamente 110 y 2.000, y dicho
receptor es wn anticuerpo.

228,~ Un método de mcuerdo con la reivindicacidn
202, en el gue dicho ligsndo es un poli(aminodcido) que
tiene una plurelidad de puntos epitdpicos y que tiene un
peso molecular de por 1o menos éproximadamente lO;OOO.

238,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
208, en el que dicho ligando es de un peso molecular ma
yor de eproximedemente 2,000 y tiene una pluralidad de
suntos epitdpicos, dicho receptor es wn snticuerpo, ¥
dicha fuente de Ch2 es receptor-Ché.

242,- Un método de amcuerdo con la reivindiezcidn 18,
en el que dicho medio tamponado acuoso estd a wn pH en
el intervalo de aproximademente 5-10, dicha fuente de
Ch2
receptor—Chl y. andlogo de ligando~CHé proporeions desde

es andlogo de 1igando—Ch2; y las concentraciones de

©ow
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aproximedamente 20-80% de la extincidn de la fluorescen-
cla en ausencia del ligando. .

258,~ Un método de acuerdo con la reivindicecidn
244, en el gque dicho ligando es de un peso molecular
de aproximadamente 110 a 2.000 & es wna droga que tiene
un anillo bencénico separado de un grupo amino por 2 a
3 dtomos de carbono alifdticos.

262,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
248, en el que dicho ligando es un esteroide.

278.~ Un método de acuerdo .con la reivindicscidn 18,
enn donde dicha fuente de Ch2 es receptor-ch2; dicho medio
acuoso tomponado estd a un PH en el intervalo de aproxima
demente 5-10 y dicha incubacidn ocurre a una temperatura
en el intervalo de aproximadamente 0-452C.

288.- Un método de acuerdo con lg reivindicecidn
278, en ¢l que dicho ligando es un poli(aminodcido) de
por lo menos un peso melecular de aproximsdamente 10,000,

298,- Un método de acuerdo con la reivindicccidn 18,
en el gue dicho medio tamponado zecuoso estd a un pH en el
intervalo de aproximadamente 5-10 y dichgy fuente de Ch2
es poli(andlogo de ligando) y receptor-Chz, en donde el
andlopo de ligando es un radical monovalente o polivalen
te, del cual uma proporcidn sustancial define uno o mis
puntos epitdpicos capaces de competir con el ligando pa~

ra log puntos de fijacidn de dicho receptor y el poli(end
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logo de ligando) tiene una pluralidad de andlogos de li-
gando unidos covalentemente a una molécula nucleo polifun
cionalizaday y la incubacidn tiene luzar a una temperatu
ra en el intervalo de aproximasdamente 0-~-459C,

308,- Un método de acuerdo con lg reivindicacidn
298, en el que dicho ligando tiene un punto epitdpico y
és de un peso molecular comprendido en el margen de apro
ximadomente 110 a 2,000,

318,- Un método de acuerdo con la reivindicacidén
308, en el gue dicho ligando es. una droga gque tiene un
anillo bencénico separado por 2 a 3 4tomos de carbono
alifdticos, de un grupo amino,

328.- Un método de acuerdo con la reivindicacidn
308, en el gue dicho ligendo es un esteroide.

332,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
293, en el que dicha moléeula nidcleo polifuncional, es
un noli{aminodcido) de un peso molecular de por lo me~
nos 30.000. '

348.- Un método de acuerdo con le reivindicacidén 1%,
en el gue dicha fuente de Ch1 es a-(enti-ligendo) y anti
(a—anti-ligando)—Chl y diche fuente de Ch, es b-(anti-1i
gendo) ¥ anti(bmanti—ligando)~Ch2, en donde a2 y b desig-
nan wa fuente de especies diferentes para cl anti-ligen
do. |

358.~ Un método de acuerdo con la reivindicscidn 18,
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en el gue dicho componente desconocido es anti-ligando,
el ligando es incluido en la etapa (A); y la etapa (D)
la cantided de fluorescencia se compara con uma solucidn
de engdyo que tiene una cantidsd conocida de anti-ligan-

o

Q0.

™) |

362.- UN METODO PARA DETERMINAR €N UMA SOLUCION DE
ENSAYC L4 PRESENCIA DE UN LIGANDO,
Tal ¥y como se ha descrito en la NMemoriga que antece-

de y pere los fines que se han especificndo.
Esta Memoria consta de noventa y siete hojas escri-

10

tes 8 mgquina por wna sola cara.
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Madrid,
Oszar 42 Blzsbury
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