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Bsta invencién se refiere a un método para fijar co
valentemente sustancias a materiales pldsticos, y a de-
terminaciones inmunolibégicas que emplean tales sustancias
fijadas.

Err ensayos radioinmunolégicos o ensayos radiolégi-
cos de fijacibn de proteinas competitivas, el compuesto
a determinar, generalmente el antigeno, se deja competir
con: un compuesto similar o un compuesto radimctivo quimi
camente afin por un nimero limitado de puntos de fijacién
en los anticuerpos o en las proteinas de fijaciém especi
ficas, El compuesto marcado con isétopos radiactivos fi
Jjado a los anticuerpos se separa luego del compuesto mar
cada libre y se determina. Los métodos de separacidn
utilizados corrientemente, por ejemplo, electroforesis,
filtracibén con gel, precipitacibén de antigeno libre con
carbbn vegetal y precipitacidén de antigeno fijado con

sal o con otro anticuerpo, a menudo consumen mucho tiem-

po, son complicados y no proporcionan una separacién de

corte claro. la fijacidén de anticuerpos a la pared de
un tubo de ensayo permite la separacibn del antfgeno fi-~
jado y libre por simple decantacidn.

Es un objeto de esta invencién proporcionar sustan-
cias fijadas covalentemente a materiales pldsticos que
son Ytiles en ensayos radioinmunolégicos.

Es un objeto adicional de esta invencién proporcio
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nar un método de fijar covalenlementie sustancias a mate-
riales pldsticos.

Es otro objeto de esta invencidén proporcionar un mé
todo de ensayo radioinmunolégico para sustancias biolégi
cas que incluye utilizar contrapartidas inmunolégicas fi
jadas covalentemente, tales como anticuerpos.

Es un objeto adicional proporcionar un material de
ensgayo radioldgico constituido'por sustancias fijadas co
valentemente a materiales pldsticos.

Estos y otros objetos andlogos se consiguen como si
gue. Los anticuerpos, proteinas de fijacibn especificas
u otro material proteinico tal como engimas, se unen co-
valentemente a través de sus grupos amino y otros grupos
reactivos a grupos aldehido activos de dialdehidos aliff
ticos, tales como eldehido glutdrico, gque se han polime-
rizado previamente sobre la superficie interior de un ma
terial pldstico, tal como un tubo de ensayo de material
pldstico, por ejemplc un tubo de ensayo de polipropileno
0 de polietileno.

Bl aldehido glutdrico polimerizado puede unirse, a
su vez, & aminas primarias alifdticae de le férmula geng
ral CHB—(CHz)n-NHQ, en la que n es un mimero entero com~—
prendido entre 5 y 20, preferiblemente 18, o diaminas ali
fdticas de la idérmula general CH3~(GH2)n~NH—(CH2)HFNHZ,

en la que n y m son numeros enteros comprendidos entre
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3 y 2U, preferiblemente tales gue n es 18 y mes 3, kn
esta realizacién de la invencién, antes de la reaccién
con el aldehido glutérico el material pldstico se calien
ta en una solucibn de la amina o diamina (como se han de
finido arriba) a temperaturas superiores a 5092C, preferi
blemente a 9020, EL excesc de amina o diamina se elimi-
ng por lavado y el pldstico se trata con una solucidn de
aldehido glutdrico a la temperatura ambiente, o a una
temperatura ligeramente alta, por ejemplo a 56¢C, duran-
te un periodo de tiempo gue puede Ser desde 1 a 2 horas
hasta 1 a 2 dfas. Asi pues, estd dentro del alcance del
método de esta invencidén que el aldehido glutdrico se po
limerice directamente sobre la superficie interior de un
material pldstico tal como un tubo de ensayo de plédstico,
con o sin tratamiento previo con una amina o diamina ali
fdtica,

Con objeto de llevar a cabo un ensayo radialégico,
una mezcla que contiene tampén, sntigeno marcado o andlo
gos y antigeno sin marcar o andlogos de un fluido biolé-
gico, tal como suero, o de una solucién patrén, se incu-
ba en un tubo de ensayo de pldstico con anticuerpo u otra
proteina de fijacibn especifica fijada covalentemente a
la superficie interior del tubo de ensayo de acuerdo con
el método de esta invencidén. Despuds de un perfodo de

incubacibén adecuado, el antfgeno libre se separa ripida-
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mente y de modo sencillo por decantacidn, sin de jar tiem-
po para due se reajuste el equilibrio establecido., K1 an
tigeno radiactivo fijado al tubo de ensayo se determina
por recuento después que el tubo se ha enjuagado con tam-
pén. EL procedimiento completo es sencillo y r4pido, y
no ge requiere habilidad especial alguna para el mismo.

Se cree que se produce una autopolimerizacién del ma
terial aldehfdico en la superficie del pléstico seguida
por una copulacién, del tipo de la base de Schiff, de la
proteina con el grupo aldehido activo.

La expresién "contrapartida inmunolégica" utilizada
en esta memoria, denota, o bien un antigeno o un anticuer
po que reacciona especificamente con el anticuerpo o an-
tigeno correspondiente. La expresién "sustancia biolégi
ca® utilizada en esta memoria denota un material de ori-
gen bioldégico tal como un antigeno, anticuerpo o enzima,
{odos los cuales son capaces de reaccionar quimicamente
con un grupo aldehido. Log grupos amino que no han reac
clonado presentes en las cadenas protefnicas de la mayoria
de las sustancias bioldégicas proporcionan tales grupos

quimicamente reactivos.

TRATAMIENTO DE T.(S WUBOS DE FIA3TICO

Se introduce una solucidn acuose de aldehido glutd-

ricae en un tubo de ensayo de pldstico, por ejemplo un tu

30-8-75 -5 -
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bo de ensayo de polipropileno o de polietileno, y se de-
ja que permanezca en contacto con la superficie interior
del tubo de ensayo a la temperatura ambiente o a una tem

peratura ligeramente elevada, por ejemplo 56¢C, durante

-unAperiodo de tiempo tal como 1 a 2 horas pero que puede

llegar a ser hasta de 1 o 2 dfas. El aldehido glutérico
se polimeriza en la superficie del pldstico y forma una
capa delgada de polimero sobre la superficie interior
del tubo de ensayo de pldstico con un gran mimero de gru
pos: aldehido activos gue pueden reaccionar covalentemen-—
te con losg grupos amino primarios de anticuerpos o protei
nas.

La polimerizacidén del aldehido glutdrico tiene lugar

en un intervalo amplio de pH, a saber desde 3 a 10. Asi-

‘mismo, la solucién de aldehido glutirico se polimeriza

sobre las superficies de pldstico en un intervalo amplio

de concentraciones de aldehido, a saber, 0,1, 0,2, 0,5,

-1 6 2% de aldehido glutdrico. Ia cantidad de polimero

de aldehido glutidrico, y por consiguiente el nimero de
grupos aldehido activos en la superficie de pldstico, pue
de aumentarse o disminuirse variando la concentracién de
la solucién de aldehido, el tiempo de incubacién y la tem
peratura. Bl exceso de grupos aldehido activos existen-
tes en la superficie de pldstico que no se consumen en

la copulacidn subsiguiente con la proteina, puede hlo-

30-9-75 -6 -



i0

.15

20

25

quearse por reaccién con compuestos que tengan grupos ami
no primarios tales como moncetanolamina o lisina.

Una vez que el aldehido glutdrico se ha polimerizado
sobre la superficie del tubo de ensayo, la solucién de al
dehido se elimina por aspiracibén y el tubo se lava cuida-
dosamente con ngua desionigada. Los tubos asi preparados
estdn listos para ser utilizados en un ensayo radiolégico
que comprenda copulacién con proteinas o con anticuerpos.
Los tubos tratados con aldehido son muy estables y conger
van su aptitud para copularse con proteinas incluso des-

pués de lavados con soluciones concentradas de sal y con

detergentes.,

COPULACTION COVALENTE CON LuS TUBUS TRATADGS

Los anticuerpos y las proteinas se copulan con los

grupos aldehido ac%ivos existentes en la superficie del
tubo de ensayo tratado con sldehido glutdrico a través de
sus grupos amino primsrios., ILa velocidad ¥y la cantidad
de proteina copulada con los tubos de ensayo es directa-
mente proporcional a la concentracidn de la golucidn de
protefna utilizada. No obstante, la cantidad médxima de

protefna gque puede copularse a la superficie estd regida

por el tamatio de la wolécula de protelna y por el drea

e la superficie de pldstico, Utilizando gammaglobulina
(KG) marcada con yodo 125, de peso molecular 170,000, co

30-9-75 -7-
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me: protefna modelo, los datos: experimentales indican que

aproximadamente 1,2 Fg de XG:es la cantidad mdxima que

~ puede-copularse a 1 cm de una superficie de pldstico

tratada con aldehido glutdrico. Esta cantidad es aproxi
madamente igual a la masa tebrica calculada de gammaglo-
bulina que se requiere para formar una monocapa de gamma
globuline sobre la superficie de pléstico tratada con al
dehido glutdrico. Ia molécula de JGies una elipse con

didmetros de 448 y 2358. Si la molécula de KG}se copula
con la superficie de plédstico tratada con aldehido glutd
rico & lo largo de su eje mds corto, entonces la masa de
dﬁ:requerida para formar una monocgpa de 1 cm? de super-
ficie serd:

1 cm? 1

- =5 X 53 x 170,000 g = 1,5 ng
44 x 44 x 1077 cm 6,023 x 10

de XG.

" Una solucién de anticuerpos comprendida entre 1 y 100'Yg

de proteina por ml de tampén se suministra a un tubo tra
tado con aldehido glutdrico y se deja que permanesca en
contacto con lg superficie tratada o 4°2C durante 1% horas,
La solucién de anticuerpos se separa por aspiracibn y,
despuds de enjuagar el tubo completamente con tampén, di
cha tubo se puede utiligzar inmediatamente para ensayos

radicinmunolégicos o puede guardarse durante meses hasta

30-9-75. - 8 -
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su empleo. Los tubos revestidos con anbicuerpos son exce

lentes para ensayos radioinmumnolégicos y dan resulitados

reproducibles, debido a cue (1) el anticuerpo copulado

covalentemente con el tubo de ensayo es muy estable y no
puede eliminarse por lavado, (2) los anticuerpos asi co-
pulados con la pared retienmen su reactividad immnoldgi-
ca durante un largo periodo de tiempo, y (3)Ase puede co
pular uns cantidad cuantificada y precisa de anticuerpos
en cada tubo controlando la concentracidén de lz solucibn
de copulaciébn. s ilustrativo el experimento gue sigue:

(A) Se introducen 2 ml de wnldehido glutdrico al 0,1% en
tampén de carbonato O,1M, de pH 9,0, en cada uno de
50 tubos de polipropileno gue miden 1,1 x 5,5 cm.
Los tubos se incuban durante 3 horas a 5690, se en-
frian a la temperatura ambiente, y se separa la so-
lucibén de aldehido por aspiracibn. Se lavan los tu
bos 10 veces con agua desionizada.

(B) Se prepara wuna solucidn de gammaglobulina humana max
cada con 1125; a una concentracibn de IS.Pg de pro-
teina por ml de tampén de fosfato 0,1M de pH
740y ¥y se introducen 2 ml de ln solucién de gammaglo
bulina humana (HGG) en cada wno de los tubos trata-
dos con aldehido glutdrico. Se efectiz el recuento

125

de la cantidad de I suministrade a cada tubo

(79.398 4+ 514 cpm). Ia soluciébn de HGG marcads con

30-9-75 -9 -



25 ge deja en el tubo a 4°C durante 15 horas. Después

del perfodo de incubacidn, se separa por aspiracidn la

solucién de HGG marcada con 1125. Se recuenta la canti-

125

dad de HGG marcada con I 2 fijada a la pared, después de

“ haber enjuagado cuidadosamente los tubos. Ta cantidad de

25

HGG marcada con Il‘ copulada con la pared tiene un valor

medio de 3,013 Pg + 0,067 Pg (representado por 7975 + 1738

. cpm), con un coeficiente de varianza de 2,24, La HGG max
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cada con 1125

copulada con la superficie tratada con alde
hido no puede separarse por lavado con S.D.S. al 1% (lau-
rilsulfato de sodio o sulfato de dodecilo y sodio). En

cambio, la HGG marcade con 25 absorbida no especifica-
mente en las superficies de pldstico que no se han trata
do con aldehido glutdrico puede separarse por lavado con
S.D.8, al 1%. Los tubos revestidos con HGG marcada con

I125 se guardan a 420, luego de introducir en ellos: 3 ml

de tampfn de fosfato 0,1M. Los tubos se sacen a interva

"los semanales, se sacuden, y se vuelve a determinar la

125

cantidad de HGG marcads con I oue quedsa copulada en
los mismos. No se observa disminucién alguna apreciable
en la cantided de HGG marcada con 1125 copulada con la
pared, al cabo de un perfodo de 6 meses 0 mayor.

El ejemplo gque sigue ilustra el empleo de la presen
te invencidn aplicado al ensayo radioinmmolégico de ti-

roxina en el suera. Este ejemplo debe interpretarse como

30-9-75 - 10 -



10

15

20

25

meramente ilustrativo, y no limitante en modo alguno.
Ademds de anticuerpos, protefnas de fijacién esmecifi
ca fales como el factor intrinseco para la determina-

cibn de vitaminas B., y determinacién de 6~1actoglobg

lina en dcido félicizse pueden copular cévalentemente
con los tubos tratados con aldehido glutdrico. kn
otros ejemplos, incluso el antigeno, por ejemplo tiro
Xina, puede copularse covalentemente con el tubo de en
sayo y utilizarse para la determinacidén de globulina

fijadora de tiroxina en el suero.,

BEJERETLO 1

(A) Se puministran 2 wml de aldehido glutdrico al 0,1%
en tampén de carbonato U,1lulli, de pH 9,0, a cada
uno de los tubes de polipropilenc de 1,1 x %,5 cm,
se incuban a 56¢C durante 2 horas, se enfrian a la
temperatura ambiente, ¥y se separa la solucién de al
dehfdo por aspiracidén. Los tubos tratedos con al-
dehido se lavan 10 veces con agua desionizade.,

(B) Se obtiene el antisuero de.la tiroxina por inmmi-
zacidn de conejos con conjugado de Seroalbuming m4
de Bovino. EL anticuerpo de la Seroalbumina T4 de
Bovino se obtiene haciendo pasar el antisuero a tra
vés de una columna de dietilaminoetilcelulosa equi
librada con tampén de fosfato O, OLM de pH 6,8, Se

30-9-75 - 11 -
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recoge la fraccién de gammaglobulina que contiene los an-
ticuerpos de T4, se determina la concentracién de protel-
na por el método de Lowry /U.H. Lowry, N.J.Rosebrough, A.
L. Farr, y R.J. Randall, "Protein Measurement with the o

lin Phenol Reagent", J. Biol.Chem., 193, 265 (195127 ¥y se

- diluyen las fracciones a 15 pg por ml de tampbén de fosfa-

to 0,1M de pH 7,0,
Se introducen 2 ml de la solucibn de anticuerpos en cada
uno de los tubos tratados con aldehido glutdrico, se de-

Jan en reposo a 42C durante una noche, se decantan, se en

" juagan una vez con tampén de fosfato 0,1M de pH 7,0, una

. vez con cloruro de sodio al 0,9% con Seroalbimina de Bovi

no al 1%, de pH 7,0, une vez con tampén de fosfato 0, 05M
de pH 7,4 con azida de sodio al 0,05%, cloruro de sodio
al 0,9%, Seroalbdmina de Bovino al 0,3%, y Tween 20 al

0,05%., Todos los viales tratados se secan con aire.

(D) Ensayo de la tiroxina

(1) Se pipetean 207\ de nuesiras de suero y patrones en un
intervalo de concentraciones de 0, 2,5, 5, 10, ¥ 2C)Fg
~por ciento en viales convenientemente etiquetados re-
vestidos con anticuerpos de T4.

(2) Se introducen en cada vial 2 ml de tampén de tris-malen
to 0,1 M, de pH 8,2 + 0,2 gque contiene 300 ug de sal de
sodio del dcido B-anilino-naftalenosulfénico; 200}1g

1125 co

de salicilato de sodio y 0,5 ng de T4 n

30-9-75 - 12 -
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aproximadamente 39.500 cpm.

(3) Se megcla con turbulencia. Se incuba a la tempe-

ratura ambiente durante 6U minutos.

(4) Se decanta, separando las Ultimas gotas de la megz

cla de reaccibén por inversibn de los viales sobre

una toalla de papel.

(5) Se efectia el recuento del contenido de todos los

viales en un contador gamna.

(E) Resultados

(1)

Se computa B/B0 como sigue:

recuentos netos de patrones o muestras
———————————— - -— X 1004

recuentos netos del patrén cero

Se construye la curva patrén de T4 y se determinan
los valores de las muestras "desconocidas" en yg
por ciento a partir de la curva patrén como en el

ejemplo siguiente:

306-9~75
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s ' % Valor de T4

cpm % Pijado en ug
Tubo cpm  netos Fijado Medio por ciento
. % Bfecto de fondo 138
. .'=de la miquina 139 - - - -
"’5{§f~q,pg de patrén 12096 11958 1003
S hde T 11643 11505
25 p& por ¢ iento. 9258 9120 77,7

L lue'patrén e T, 9219 Q8L 77,4  T7,6%
KR i:ﬁ 5,0 pg por ciento 7511 7373 62,8

o o itae’patrén de T, 7347 7209 61,5 62,2%
3 Aﬁ;.}07ﬂ%;10,0 pe por ciento 56592 5514 47,0
:7. de patrén de T, 5806 5668 48,3  4T,T%
~+.7720,0 pg por cien~ 4152 4014 34,2
12" ;$° de patrén de T4 3986 3848 32,8  33,5%
" ¥ Muestra desconoci
., daN2l 6931 6793 57,9
SRR S | 6902 6764 57,7 57,8% 6,2 pek

. Muestra desconoci
gaNe2 5052 4883 41,6
g 2

4857 4719 40,2 40,9% 14,0 pgh

20 ' '(P) Se observa una disminucién del 10% en la concentraciédn
S
L de proteinas después que la solucibén de anticuerpos de

o mh ge utilize una sola vez para revestir tubos trata-

¥ dom con aldehido glutdrico. Esta solucibn de anticuer
pos de T@ puede volver a utilizarse pars revesiimiento
25 de tubos despuds que la concentracién de la solucién

30-9-75 - 14 -



10

15

20

de

anticuerpos de T4 se reajusta a 15 Pg de proteins

por ml.

(A) Pre
(1)

(3)

30-9-75

DETERMINACIUN DE VIWAMINA 812 EN 8L SUERO

paracibn del tubo reveztido con Pactor Intrinseco
Se introducen 4 ml de octadecilamina & mi en tanm
pbén de acetaio de sodio 0,1k de pH 5,0 en cada
uno de log tubos de polipropileno de 1,1 x 5,5 cm,
se incuba a 979 durante 2 horas, se enfria a la
temperatura ambiente, se separa por decantacidn
la solucién de octadecilamina, y se lavan los tu-
bos 10 veces con agua desionizada.

. Se affaden 4 ml de aldehido glutérico al 2% en tam
pén de carbonato 0,1M de pH 9,0 a cada uno de los
tubos tratados con amina, se incuba a 5690 duran-
te 2 horas, se enfria a la temperatura ambiente y
se separa la solucibn de zldehido por aspiracidn.
Los tubos tratvacos con amina y con aldehido se lg
van 10 veces con agun aeéﬁonizada.

Se suministrean 3 ml de factor intrinseco de con-
centracibn 100 e de protelna por ml de tampén de
fosfato 0,14 de pH 6,0 a cade uno de los tubos ira
tados con amine y aldehido, sc deja permanecer en

reposo a 42 durante wiw noche, ge gepurn pur de-

- 15 -
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cantacidén la solucibn del factor intrinseco y se
lava el tubo revestido 10 veces con agua desioni
zada. ‘
(B) Determinacidn de B,
(1) Se ponen 3 ml del tampén de ensayo en cada tubo
revestido con el factor intrinseco: glutamato
0,04M de pH 4,0 con 4 Pg de cianuro por ml.
(2) Se afiaden 100 A de patrén de B,, que contienen
0,.20, 40, 80, 160, 320 y 640 picogramos (pg) de
B

12°
(3) Se afiaden 50X de B,, marcada con cool que contie
ne 20 pg de B;, marcada con co?l con 38,000 cpm.

12
(4) Se agita con turbulencia y se deja en reposo a

la temperatura ambiente durante 1 hora,
(5) Se decanta, se enjuaga el tubo 2 veces con tampén
de ensayo, y se efectia la determinacién,

(C) Resultados

30-9-75 . -16-



57

Patrén de B, (pg) B, marcada con Co |
afiadido en ~“un vo (cpm), fijado B/B x 100
lumen de 100 A al tubo
0 1057 100%
0 891
20 835 84.,9%
20 860
40 843 82,1%
40 805
80 660 70,14
80 788
160 544 52, 1%
160 601
320 457 39,1%
320 472
640 390 30,9%
640 402
Efecto de fondo 138

Por conveniencia, los tubos de pldstico tratados con
aldehido preparados de acuerdo con esta invencidn se en-
cuentran disponibles en un estuche para el ensayo, por

ejemplo como sigue:

S

Z0-9~75. - 17 -
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ENSAYO DE DIAGNUSTICO DE T4 ABREVIADO (25 ensayos)

(A) Contenido del estuche de ensayo de T4 (guérdese a 2~
-59C)

(1)

(2)

(3)

(4)

25 Inmmnotubos - con anticuerpos de T, (de conejo)
copulados covalentemente con el interior de los
tuboss

5. viales de suero patrén - (humano) viales de 0,5
ml & O, 2,5, 5,0, 10,0, y 20,0 Pg/lOO mlsy
I-tiroxina (suero humano conteniendo azida de sodio)-
1 vial de tampdén de ensayo - cuando de disuelve on
55 ml de agua, las concentraciones sons
2-amino~2-hidroximetil-1, 3~propanodiol (TRIS). 0, 1M,
dcido maleico 0,025M, salicilato de sodio 0,62 mM,
y dcido 8~anilino-l-naftalensulfénico (ANS) 0,47
mh;

1 vial de T'Ilz5 (tiroxina -~ 1125) que contiene me

4
nos de 1,0 microCuries.

V(B) Procedimientos

(1)

(2)

30-9-75.

Se deja que todos los: reactivos y las muestras de
suero se egquilibren a la temperatura ambiente an-
tes de su empleo., Se realizen todos los procedi-
mientos a la temperatura ambiente.

Se disuelve el contenido del vial etigquetado como
ANS-Tampén de salicilato en 55 ml de agua desioni

zada.,
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(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

Se transfiere la solucién de 1,T'°° radiactivo al
vial de ANS-Tampén de salicilato por doble enjua—
gado del vial etiquetado Solucibn de T41125 con
ANS~Tampén de salicilato.

Se pipetean 20 Pl de muesiras de suero y pairones
en inmunotubos revestidos con anticuerpos de T4
etiquetados adecuadamente.,

Se afiaden con un pipeteador automftico 2 ml de megz
cla T41125

log viales ae reaccidn,

-ANS-Tampén de salicilato a cada uno de

Se mezela con fturbulencia., Se incuba & la tempe-
ralura ambiente durante 60 minutos.

Se decanta y se desecha le mezcla de reaccidn, eli
minando la dltima gota de liguido por inversidn de
los viales sobre una toalla de papel.

Se efectia el recuento de todos los viales en wu
contador gamma.

Se computa B/BO como sigue:

recuentos netos de patrones o muestras -
= ! = x 100%

it e A g e et ot et e et o e P i P it

recuentos netos del patrdn cero

(10) Se construye la curva patrén de T4 y se adetermi-

La

30-9-75

nan los valores de las muectras "desconocidas" en
Fg por ciento a partir de la curva patrén.
Patente de los BE.UU. 3,634.123 describe un méto~
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do de tratamiento de una superficie de pldstico para retar
dar la coagulacidn de la sangre que comprende tratar la su
perficie con un agente tensioactivo catidnico y tratar pos
teriormente con un anticoagulante tal como heparina. wl
método requiere que la sustancia protefnica (heparina) tewn
ga una cargea negativa neta al mismo pH al gue estd cargado
positivamente el agente tensioactivo catibnico (amina).

Lagergren, H. R. y Eriksson, J'. C., Trans. Amer, Soc. Int.

Organs, 17:10 (1971), describen la mejora consistente en su

mergir una superficie de polimero plédstico heparinizado en
ung solucién de aldehido glutdrico al 1% para reticular de
este modo las moléculas de heparina. E1l aldehido, sin em-
bargo, se introduce después que la protefna se ha absorbi-
do ib6nicamente en la superficie,

La Patente de los BE,UU. 3.553.310 describe un método
de revestimiento de particulas souorte que tienen superti-
cies proteindceas corn un material aldehddico que son Whi-~
les después para edsayos inmumnoldgicos.

Ia Patente de los EE.UU. 3,646,346 describe un método
de adsorcibn en la superficie de un tubo de ensayo de un
anticuerpo y el empleo subsipuiente del {tubo revestido en
un ensayo radioinmunolégico. E1l anticuerpo se adsorbe ai
rectamente a la superficie del tubo.

La Patente britdnica 1.257.263 descrihe un método de

formacidén de puentes unidos covalentemente entre moldeculas

30-9-75 - 20 -



de protefna con o sin formacién de tales puentes entre el
substrato y la sustancia protefnica., Las proteinas esta-
bilizadas no entran en consideracién para uso en ensayos
radioinmunoldégicos, No se conoce descripcién alguna de

5 revestimiento de una superficie substrato con un material
aldehf{dico antes de la introduccién de una sustancia pro-
teinica,

As{ pues, las descripciones de la técnica

anterior incluyen la fijacidén de heparina a tubos de po-

10 lipropileno tratados previamente con diaminas aliféticas,
seguida por tratamiento de la superficie con aldehido glu~
tdrico, la reticulacién de las protefnas con aldehido glu-
tdrico para uso en la preparacidn de inmunoadsorbentes, y
el uso de tubos de pldstico revestidos con anticuerpos sin

15 pretratamiento con aldehide en ensayos radioinmunoldgicos,
No se conoce publicacidn alguna acexca del uso de tubos de
pldstico, revestidos con aldehido glutdrico polimerizado
con o sin polimeros de aminas alifdticas antes de la apli=-

cacién de anticuerpos, en procedimientos de ensayo radioin-

20 munolégicos,
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3.11.76

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nucva cue
se presentan ﬁara gue sean objeto de esta solicitud de la-
tente de Invencién en Espafla, por VEINTE afios, son los quo
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un método de ensayo radiolégico de una
muestra para una sustancia bioldgica, que incluye cmplear
un producto formado tratando la superficie interior cde un
material piéstico con glutaraldehido, seguido por unir co=-
valentemente una contrapartida inmunolégica de dicha sus-
tane¢ia bioldgica a la superficie tratada con glutaraldehi-
do,

28 ,~ El método de la reivindicacidn 1¢, en
el que la superficle del material pléstico se hace rcac-—
cionar con una amina o diamina primaria alifdtica antes
de la reaccién con aldehido glutéfico.

8,~ El método de la reivindicacidn 1lu, on
el que la sustancia biolégica es una proteina,

2, Bl método de la relvindicacién 12, on
el que la sustancia biolégica es una protefna de fijacidn

especi{fica existente en la naturaleza o un anticuerpo.

- 22 -



15

20

25

3.11,76

52,~ El método de la reivindicacién 1%, en
el que la sustancia bioldgica es una enzima.

62,~ El método de la reivindicacidén 1l#, en
el que el material plédstico es polietilenos o polipropi-
leno,

72.,~ El método de la reivindicacidén 2¢, en
el que la amina alifdtica es CH3(CH2)1.7NH2 y la diamina

alifdtica es CH, (CH NH(CHZ)BNHZ’

2)17
2,w El método de la reivindicaciédn 12, cn

el que el material pldstico se encuentra en forma de una
longitud de tubo,

92,~ El método de la reivindicacién 12, en
el que el ﬁaterial plistico se encuentra en forma de un
tubo de ensayo.

102,~ El método de la reivindicacidn 1,
que incluye las operaciones de emplear un tubo de ensayo
de pldstico tratado, incubar en dicho tubo de ensayo una
solucién que contiene un tampdn, un derivado marcado ra-
diocactivamente de la sustancia biolégica que ha de ensa-
yarse, y la sustancia bioldgica rio marcada que ha de en-
sayarse a partir de una muestra o de una solucidn patrén
de dicha sustancia, decantar la mezcla de incubacidn, con-
tar con un dispositivo de deteccidn radiocactive la canti-

dad de derivado radiocactivo marcado de dicha sustancia

que permanece en la superficle interior de dicho tubo de
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3.11.78
CGD,

io

ensayo o que permanece en la solucidn de incubacidn y com-
parar el recuento con el obtenido de una curva patrén.
112,~ El método de la reivindicacién 1082,
en el cual la sustancia biolégica es tiroxina.
N 122,« El método de la reivindicacién 102,
en el cual la sustancia bioldgica es dcido f£élico,
. 132,~ El método de la reivindicacién 108,
en el cual la sustancia bioldégica es vitamina Bl
142 ,~ Un método de ensayo radioldgico de
una muestra para una sustancla biolégica.
Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, y para los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de veinticuatro hojas

escritas a miquina por una sola cara.

maprrn, 1 1L.NOVW1976

P‘Ao

Osear de Etzabyry
°r Roder,
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