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Ia presente invencibn se refiere en términos genera-~
les g un reactivo inmunblégico capaz de reforzar la magni
tud de una reaccitn de inmunoprecipitacibén. HNis especiIfi
camente, la invencién se refiere a una solucidén de reacti
vo inmumnolégico que se puede utilizar en amplia variedad
de métodos de determinacibn inmunolégica.

La invencién se refiera también a métodos de determi
nacién inmunolégica, en partlcuLar aquéllos que 1mpllcan
una reaccién de un antlcuerpo con un antfigeno para formar
un complejo de antlcuerpo—antigeno, cuya insolubilizacién
aumenta sustancialmente por utilizacidn del reactive de 1la
presente invencién en el método de determinacién,

Hay numerosos métodos de determinacifn inmmnolégica,
de metodologia ampliameﬁte variable, que necesitan en uvna
u otra etapa de la determinacién, y con fines variabiéé;
la insolubilizacién de thnto complejo de antigeno-an%icﬁe;
po como sea posible. Pok gjemplo, la insolubilizacian;del
complejo juega un papel importznte en técnicas de determi
nacifn inmunolégica usuales importantes ilustrativas ta-
les como el andlisis electrofordtico, determinaciones en-
zimdticas, determinaciones radioinmunolégicas (DRI) y de-
terminaciones nefelométricas, y se ha orientado mucho tra
bajo hacia el desarrocllo de medios para agumentar la inso-
lubilizacibn del complejo, para perfeccionar esas determi

naciones. Normalmente se necesita ls insolubilizacidén del
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complejo para aislar el producto de la reaccién inmumnolé-
gica, de los reaccionantes inmunolégicos sin reaccioner
implicaodos en una deterrninacidén concreta, de manera que
el producto de reaccibn aislado, o los reaccionantes sin
reaccionar, se puedan analizar por separado para Propor-
cionar una determinacién de diagnéstico significativa.
Para un método de determinacién inmunoldgica que im
plique, por ejemplo, un andlisis nefelométrico, se cono-
ce dilufr muestras de ensayo con una solucién de polime-
ro de polietilenglicol, antes de tanto la incubaciébn de
la muestra como de hacer una lectura en el instruments ne
felom€trico. Aungue el polietilenglicol perfecciona el
andlisis nefelométrico aumentando la concentracién de par
ticulas suspendidas, mejorando asi el gndlisis, permane-
ce de todas formas el problema de cue no se pueden hacer
andlisis satisfactorios de muchos comstituyentes biolégi
cos g czuga de un intervalo o sensibilidad de emsayc ing
decuados, debido a una concentracibn insuficiente de par
ticulas susrendidas en la muestira de ensayo. EL objeto
amplio de la presente invencibn es resolver el problema
anterior proporcionando un reactivo inmunolégico perfec-
cionado qgue es eficaz para sumentar mucho la insolubili-
zacibn de complejos anticuerpo-antigeno, mds 2lld de la
que ge puede obtener con iolietilenglicol solo, y aumen

tar por tanto la concentracidn de particulas suspendidas
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en la muestra de ensayo, para permitir andlisis de comsti
tuyentes biolbgicos gue no son posibles con polietilengli
col solo, .ya se usen métodos de determinacién nefelométri
cos u otros.

Néds especificamente, segin la invencidén se proporcio
na un reactive inmunolégico de uma solucibn de al menos
un polietilenglicol, caracterizado porgue el:reactivo com
prende una solucibn acuosa de una mezcla de dicho polieti
lenglicol y un tensioactivo no iénico, conteniendo dichs
solucién acuosa, en el uso, aproximedamente 3% a 6% en pe
so de la mezcla, y feniehdo dentro de tal intervalo us va
lor calculado del EHL (eauilibrio hidréfilo-lip6file) com
prendido entre gproximadamente 0,7 y 1,7. Significativa-
mente, la solucidén aCuOS%, cuando no estd “"en uso", tal.
como por ejemplo en un método de determinacién inmmoldgi
ca, puede tener uma concgntraoién de mezcla que Sea menor
que 3% y mayor que 6%, y ser de todas formas Util para el
fin de la invenciébn, siempre que la concentracién de la
mezcla antes 0 en el momento de estar "en uso" se ajuste
para que tenga una concentracién comprendida entre aproxi
madamente 3% y 6%. Por tanto, por el término “en uso",
tal como se utiliza en las reivindicaciones ad juntas, se
tiene la intencién de cubrir un reactivo cuya concentra-
cifn de mezcla no necesita estar comprendida necesariamen

te entre aproximadsmente 3% y 6%, siempre gue el interva-
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lo de concentracibn, si estd fuera del intervalo especi-
ficado de 3% a 6%, se ajuste a esos limites durante o0 an
tes de un método de determinaciébn.

También se proporciona segin la invencién un método
de determinacidén inmunolégica que implics una reaccidn
entre un anticuerpo y un antigeno, para formar un comple
jo de anticuerpo-sntigeno, estando caracterizado el méto
do por utilizar en €1 el reactivo de la invencién, para
aumentar sustancialmente la magnitud de la insolubiliza~
cibn del complejo de anticuerpo-antigeno formado por 4i-
cha reacciébn.

Ventajosamente, el reactivo se puede introducir en
el medio de ensayo para efectuar unz determinescibén nefe-
lométrica, enzimftica, electroforética o radiocinmunolégi
(-8 '

Cuando se efectia un método de determinacién nefele
métrica, por ejemplo, paraamalizar constituyentes biolégi
cos en forma de complejos de anticuerpo-antigeno, el reag
tivo y las partfculss suspendidas de los constituyentes
biolégicos se incuban primero,'tras lo cual se efectda el
andlisis nefelométrico. Segin este método se hace pasar
una fuente de luz a través de una muestra de ensayo 1{-
guida, ¢on lo que se dirigen los rayos de luz a través de
las particulaes suspendidas. A medida que esos rayos de

luz chocan con las particulas son dipersados 0 difundidos
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segin cualquier dngulo wvreviamente determinado, por ejem~
plo un dngulo recto, desde la fuente, y son recibidos por
c¢élulas fotoeldctricas. Esta luz dispersada se convierte
en selal eléectrica gue es directamente proporcional a la

cantidad de éoncentracién de particulas, gue a su vez se

mide asi con exactitud en el cuadro de medida de un ins-

trumento.

Son ejemplos de instrumentos adecvados para andlisis
nefelométricos el nefeldémetro de laser PDQTM de Hyland
{Hyland lLaboratories), el fluorocolorimetrec Aminco (Ameri
can Instrument Company), el espectrofotofluorémetro [SPF)
Aminco~Bowman, y el Autd Analyzer II con fluoronefellre-
tro incorporado (Technicon Instruments Corporation). .. -

Mediante estos prinbipios y equipo nefelométriccs, .
el tecnélogo clinico puede hacer una determinacién exgcta
de pequeflas concentraciones de-una amplia variedad de pté
tefnas especificas, por ejemplo las inmunoglobulinas IgG,
IgA, Igli, transferrina, complemento €3, haptoglobing,
alfa,-antitripsina, /j ~lipoproteina, albumina, alfa,-macro
globulina, alfal-écido glicoproteico, y otros diversos
constituyentes bioldgicos tales como triglicéridos, lipo
proteinas y gonadotropinas coribnicas humenas.

las ventajas mds importantes que resultan del uso del
reactivo segin la invencién son: (a) se reducen significati

vamente los tiempos de incubaciébn, y (b) se obtienen mayo
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res concentraciones de particulas de complejo insolubiliza
do, en un tiempo de incubacién mfs corto, con los resultan
tes intervalo de ensayo y sensibilidad perfeccionados. Eg
tas ventajas son aplicables a cualquier método de determi~
nacibn inmmolégica que se vea beneficiado por una insolu
biligacibn reforzada del comﬁlejo de sntigeno-anticuerpo

en algin momento durante la determinacién. Ias ventajas

son también aplicables a métodos de determinacién inmnold
gica que se basan en una etapa de insolubilizacién de com
plejo de antigeno-anticuerpo en algin momento durante el

método de determinacidn. .

Como se ha indicado antes, la solucifm acuosa de reac
tivo, ademds de contener, en uso, aproximadamente 3% a 6%
en peso de la mezcla de polietilenglicol y tensiocactivo
no iénico, debe tener también un valor calculado del IYL
entre aproximadamente 0,7 y 1,7.

El valor del EHL es una medida bien establecida del
equilibrio hidréfilo-lipéfilo (de ahi "EHL") de un tensio
activo dado. El sistema EHL de identificacibm de un ten-
sioactivo fué desarrollado por'Atlas Chemical Industries,
Inc., y estd descrito en detalle en las pdgs. 28-36 de
la publicacién de Atlas titulada "Guide to the Use of At-
las Surfactants and Sorbitol in Cosmetic and Pharmaceuti-
cal Products" (CGufa para el uso de los tensioactivos At-

las y sorbita en productos cosméticos y farmacéuticos)
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(1965), incorpordndose aqui dicha publicacién por esta re
ferencia a la misma. A cada ﬁensioactivo se le asigne un
mimero de EHL. Cuanto menor sea el nimero de EHL mds li-
p6filo (o afin para el aceite) es el tensioactivo, mien-
tras gue cuanito mayor sea el nimero mds hidréfilo (o afin
para el agua) es el tensioactivo. ELl método para esiable
cer el valor de FHL de cualquier tensiocactivo dado es bien
conocide, y estd descrito, por ejemplo, en una publicacibm
impresa por Atlas y distribuida piblicamente, titulaca.
"The Atles HIB System’ (EL sistema EHL de Atles) (Cédigo
ID-97). Los valores de EHL de numerosos tensioactives
también estdn ampliamente publicados en la bibliografia,
particularmente en la bibliografia emanada del fabricante
del tensioactivo en cuestién. 7

El valor de ZHL de una mezcla de tensioactivos, al
como la gue existe en el reactivo de esta invenciébn, es
funcién de la concentracilén de cada tensioactivo en la.
mezcla, y por hanto se ha de tener en cuenta la concentra
cién de los tensioactivos individuales al calcular el va-
lor de EHL para la nezcla. ELl valor de EHL de la mezcle
se calcula, segin métodos publicados aceptados, multiplican
do el valor de EHL asignado a cada tensioactivo presente
en la mezcla por su concentracién en la composicién en
cuestibn, y sumando los resultados individuales calcula-

dos. Por ejemplo, si el reactivo de la invencibn conte-
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nfa 1% en peso de polietilenglicol (EHL = 20) y 3% en pe-
so de un tensioactivo no ibnico que tiene un EHL de 30,5,

el valor de EHL del reactivo se caleularia como sigue:

6,01 x 20 = 02
0,03 x 30,5 = _0,915

1,115 -~ valor de EHL del reacti
V0.

Parz determinar si un reactivo dado tiene un valor
ENL que caiga dentro del intervalo de 0,7 a 1,7 del recac-
tivo de esta invencién ce puede hacer fdcilmente un cdlcu
lo como antes, bassrdo en la cantidad de cada componente
en la mexcla, usando valores de BIIL publicados para los
componentes en cuestifén, o valores de EHL determinados se
gin el método de Atlas.

Ia presente invencidn contempla el uso de una amplia
variedad de tensiocactivos no ifénicos conjuntamente con el
polietilenglicol, siempre cue: (1) la mezela de tensiosnc-
tivo no ibnico y polietilenglicol caiga dentro de un in-
tervalo de 3 a 6% en peso en el momento en que se use el
reactivo en la determinacibn, y (2) que el valor calcula-
do de EHIL para el reactivo caiga dentro de un intervslo
de 0,7 a2 1,7 en el mismo momento, Si en el momento del
uso la mezcla de polietilenglicol-tensioactivo no iébnico
constituye menos del 3% del reactivo, o si el reactivo

tiene un EHL menor que aproximadamente 0,7, se hace daifl
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cil insolubilizar la cantidad deseada de complejo de an-
tigeno-anticuerpo, en la magnitud requerida para que se
complete gon éxito la determinacién inmunolégica. Por
otra parte, si la mezcla constituye mds del 6% del reac-
tivo, 0 si el reactivo tiene un EHL mayor que aproximada
mente 1,7, se insolubilizan otras proteinas sdemds del
complejo de antigeno-anticuerpo deseado, destruyendo asi
la selectividad de la determinacién y haciendo que los
resvltados no sean signifieativos. e
Desde luego, por una variedad de razones, la solu-
cibn de reactivo se podrfa preparar y comercializar ds ma
nera gue no contuviese el requerido 3 a 6% de mezcla de
polietilenglicol y tensioactivo no ibnico, 0 no tuviege_z
el requerido valor de EHL de 0,7 a 1,7. Una mala estabi.
lidad en almacenamiento podria ser una de tales razonés;A
Sin embargo, como se ha indicado antes, tales soluciones
requeririan un ajuste antes de o en algin momento duran—:
te su uso en una téenica de determinacidn inmunolégica,
al intervalo de 3 a 6% y;a un valor de BHL de aproxima-—
damente 0,7 a 1,7. Por esta razébn, los reactivos que no
contienen el requerido 3 a 6% de dicha mezcla o no tienen
un valor de EHL de aproximadamente 0,7 a 1,7, pero que se
pueden ajustar fdcilmente g estos valores antes de 0 du-
rante el método de ensayo inmmoldgico, estdn dentro del

dmbito de la invencibn, aunque inicialmente puedan estar
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fuera de los parédmetros especificos de concentracién e in
tervalo de EHL regueridos durante el propio método de de-
terminacidn.

Por ejemplo, la solucidén de reactivo comercializada
puede requerir, si los pardmetros especificos de concen-
tracifn y valores de EHL caen fuera de los intervalos de
aproximadamente 3% a 6% y aproximadamente 0,7 a 1,7, res
pectivamente, una dilucién, concentracibn u otras etapas
de ajuste, antes de 0 en algin punto conveniente durante
la realizacién del método de determinacibn inmumolégica,
con el fin de llevar la solucidén a un nivel de mezcla de
3 a 6%y un valor calculado de EHL de 0,7 2 1,7. En ta-
les circunstancias, la solucién comercializada caerfa adn
dentro del dmbito de la presente invencién. Asi, el reac
tivo se podria comercializar con una concentracién de uez
cla mayor que el 6%, p.ej. 8%, que se diluirfa antes de
0 en algin punto conveniente durante un método de deter-
minacién inmunolégica, al intervalo de 3 a 6%. Andloga-
mente, el reactivo se podria comercializar con un valor
calculado de EHL fuera del intérvalo de 0,7 a 1,7, pero
con el reqguisito de que la soluciébn de reactivo se alte-
rase de aléuna forma antes de 0 en algin punto adecuado
durante un método de determinacién inmunolégica, para
llevarla a un intervalo calculado de EHL de 0,7 a 1,7,

En ciertos casos, el reactivo se podrfa diluir a
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los niveles apropiados con el antisuero a usar en el ensa
yo, mientras cue en otros casos se wodria diluir con la
muestra de ensayo, o en algunos casos con tanto la mues-
tra de ensayo como el antisuero., El punto importante es
gue en algin punto duvrante el método de determinacién in
munolégica, usualmente antes o en el momento de la reac-
cifn entigeno-enticuerpo, se ha de disponer del nivel re
querido de 3 a 6% de polietilenglicol y tensioactivo no
iénico combinados, y del valor requerido de EHL de 0,7 a
1,7, para gque el reactivo de la invencibén funcione apro-
piadamente en el método de determinacién. ELl punio del
método de determinacién en el que se ha de disponer de -
esos pardmetros requeridos puede veriar, dependiendo del
método concreto de cue se trate. Por ejemplo, para un
endlisis nefelométrico es conveniente preparar y comefc;é
ligzar el reactivo de la invencidén con una concentracion
de polietilenglicol y tensioactivo no idénico mayor del 6%
y un valor de EHL fuera del intervalo de 0,7 a 1,7. Ime-
go, justamente zntes del uso en el andlisis nefelométri-
co, el reactivo se diluye con el antisuero z usar en el
andlisis, para proporcionar una concentracién de polieti
lenglicol y tensioactivo no inénico entre 3 y 6%, de pre
ferencia sproximacamente 4%, y un valor calculado de EHL
dentro del intervalo de G,7 a 1,7.

Las proporciones relativas cntre polietilenglicol y

21-1-76 - - 12 -
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tensioactive no idnico en la mezcla pueden variar dentro
de limites amplios, dependiendo mucho del tensioactivo -
que se esté usando. Como ilustracién, la mezcla contie-
ne de aproximadamente 10 a 90% en peso de polietilengli-
col y de 10 a 907 de tensioactivo no ibnico. Preferible
mente, la mezcla contiene aproximadamente 15 a 85% de po
lietilenglicol y 15 a 85% de tensioaetivo no iénico.

Como polietilenglicol componente de la mezcla se pug
de usar una o0 mds formas o0 tipos diferentes de polietilen
glicol., El polimerc de polietilenglicol usado tiéne gene
ralmente un peso molecular de aproximasdamente 200 a apro-
ximadamente 10.000, y de preferencia de aproximadamente |
4,000 a gproximadamente 6.000. Estos materiales estédn
disponibles en el comercio, por ejemplo, de Union Carbide
como CARBOWAX 4.0C0 o 6.000, y de Dow Chemical Company
como PEG 4.000 o0 6.C00. Se prefiere especialmente un ni-
vel de peso molecular de aproximadamente 4.000.

El tensiocactivo no idnico componente de la mezcla
puede ser cualquier tensioactivo no iénico gue produzca
en la soducidén de reactivo un éalor calculado de EHL de
0,7 a 1,7,‘y preferiblemente de aproximadamente 0,7 a 1,3,
a una concentracibén de mezcla de 3 a 6%. Como ilustra-
c¢ién, los valores de EHL del propio tensioactivo no iéni-
co pueden estar comprendidos entre aproximadamente 10 a

30 més.
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Un tensioactivo no ibnico particularmente preferido
es un copolimero de blogue de 6xido de etileno y polioxi
propileno: Este polfmero concreto y su preparacién se
describen en la patente de los EE.UU. 2.674.619. Esos
copolimeros de blogue se preparan generalmente condensan
do bxido de etileno con polfmero de polioxipropileno, y
se pueden representar por la siguiente férmula estructu-
rals:

HO(CHéCHZO)a (CHBCHCHZO)b (CHéCHQO)c B

Para los fines de lg invencibn, estos copolimeros de hlo-
que contienen deseablemente al menos 50% de 6xido de eti-
leno en la molécula, y un peso molecular de base hidréfo-
ba de polioxipropileno dé al menos 950, andlogamente se~
gin se describe en las ﬁétentes de los EE.UU. 3.450.502; 
3.577.522 y 3.590.125., o
Son ejemplos ilustrativos de tales copolf{meros de -
bloque adecuados los polioles PLURONIC(:)F~38 vy F-68,
vendidos por Wyandotte Chemicals Corporation. EL F-38
contiene 80% de unidades hidréfilas de polioxietileno en
la molécula, y la base hidréfoba de polioxipropilenoc tie-
ne un peso molecular de 950. E1 F-38 es un tensioactivo
no iénico particularmente preferido. Bl F-68 contiene
también 80% de umidades hidréfilas de polioxietileno en

la, molécula, pero la base hidréfoba tiene un peso molecu
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lar de 1.750. El peso molecular total de estos dos polio

les PILURCNIC < es 4.750 y 8’750ﬂ respectivamente. Tanbién
se ha hallado Util el PIURCNIC ~ I-~125. Se halla uds des-
cripcidn de estos polioles en el boletin de Wyandotte Che-
micals Corporation "The Pluronic Grid" (Ia red Pluronic),

sexta edicibn, cuya sustancia se incorpora agui vor refe-

rencia al mismo,

En el caso de los tensioactivos no iénicos PLURONIC
se prefiere generalmente una mezcla consistente en aproxi
madamente 20% a 40% en peso de polietilenglicol y aproxi-
madamente 80% a 6C% de copolimero de blogue de 6xido le
etileno y polimero de polioxipropileno.

Una solucién de reactivo muy preferids contiene apro
ximadamente una parte en peso de polietilenglicol que tic
ne un peso molecular de aproximadamente 4.C00, y aproxima
damente tres partes en peso del material Pluronic F-38.
Bsta solucibén se puede preparar en un disolvente salino
(p.ej. NaCl al 0,9%), ya sea al 0 por encima o debajo del
nivel deseado de 3 a 6%, y ajustar luego, si es necesario,
al nivel deseado de 3 a 6%. Preferiblemente, la solucién
se prepars como solucidn al 8% de la mezcla polimera en
golucibn salina, que luego se diluye con antisuero (véan-
se los Bjemplos 1 v 5 mds adelante) u otro diluyente ade-
cuado, antes de su uso en un método de determinacidén in-

mmolégica. Ll reactivo diluido contiene asi aproximada
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mente 1% de polietilenglicol y 3% de F~38., Su valor de
ERD de 1,115 se puede calcular como sigue:

1% de PEG : 0,0l x 205

= 0,2
3% de F-38: 0,03 x 30,57 = _0,915
1,115

® B1 EHL del PEG en la’bibliografia es 20
* E1 EHL del F-38 en 14 bibliograffe es 30,5

También se puede usar amplia variedad de otros ten--
sioactivos no idnicos pé&a complementar al polietilengli-
col en la solucibn de reactivo de la invencién, con tal
de que proporcionen el valor deseado de EHL de 0,7 a 1, 7 2
una concentracién de mezcla de 3 a 6%. Por ejemplo, se
ha hallado que la serieleTRONIG de tensioactivos no
iénicos, disponible de ﬁiSF Wyandotte Corporation y des-
crita en detalle en el folleto de BASF VWyandotte titula-
do "Technieal Data on Te'bron:.cL Series Nonionic Surfac-
tants® (Datos técnicos sobre la serie Tetronzck de ten-
sioactivos no iémicos) ¥y en la patente de los EE.UU.
2.979.528 (dichas publicécién y patente se incorporan
aqui por referencia) es muy adecuada, particularmente
707, 908, 1107,

se basan en etilen

4

aquellos identificados como TETROWNIC
1307 y 1508, ILos productos TETRONIC

® &
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diamina, y tienen la férmuls general:

H(02H'40)y(C3H60)x\ N /(C3H6C-)x(021140)yH
o _

~.
H(C2H4o)y(c3}160)x/ (C3H60)x(02H4O)yH

El intervalo de peso molecular de la linea TETRONIC(:)pqg
de variar de aproximadamente 1.650 a mds de 26.000., ILos
tensioactivos TETRONIC ™ mds preferidos tienen pesos mole
culares comprendidos entre aproximadamente 15.000 y 27.000,
Y valores de EHL de aproximadamente 20 a 30,5, Ia propor-
cibn entre polietilenglicol y tensioactivo TETRONIC * en
la mezecla puede variar mucho, como se ha discutido antes.
Otra familia de no ibnicos dtiles es la lines de pro.
ductos PLURAFAC® s también emanada de BASF Wyandotte,
particularmente aquéllos identificados como PILURAFAC 7
17R8, 25R8, D25, A38 y A39. ILos productos PLURAFPAC son
alcoholes alifdticos primarios de cadena recta oxialcchi~
lados, descritos en mds cCetalle en el folleto de BASF
Wyandotte titulado "Technical Data on Typical Physical
Properties of PLURAFA(}@ Nonionic Surfactents® (Datos

técnicos sobre propiedades fisicas tipicas de los tensio

activos no ibnicos PLURAFAC®). Los productos PLURAFAC

preferidos tienen valores de EHL de aproximademente 10 g
20, y se pueden usar en proporciones ampliamente varia-

bles con el polietilenglicol,
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Entre otros tensioactivos no idnicos adecuados se
incluyen el monoestearato de glicerina y la familia de
los alcohil-aril-sulfonatos. Un monocestearato de glice
rina preferido estd disponible de Atlas Industries, Inc.,
bajo la marca registrada ARLACELCD 165 (BHL = 11,0), y
tanbién se dispone de la misma fuente de un alcohil-aril-
~svlfonato £{pico dtil, bajo la marca registrada G-3300
(EHL = 11,7).

Ta anterior relacibén de tensioactivos no idnicos
solo es ilustrativa, ya que se considera que otros de ta
les tensioactivos caigan dentro del dmbito de la invenéidn,
siempre que proporcionen un reactivo gue cuando se use cn
un método de determinacibn inmunolégica, contenga aproxi-
madamente 3 a 6% de una mezcla de polietilenglicol y ten= .
sioactivo, tenga un valor calculado de EHIL, basado en lbéi
valores de los componentes individuales presentes en la:'
solucibn, de aproximadamente 0,7 a 1,7, ¥y produzca el efe¢
to de reforzar la insolubiligzacién del complejo desezdo de
antigeno-anticuerpo en la magnitud deseada para perfeccio
nar la determinacién, y sin insolubilizar componentes no
deseados ni interferir perjudicialmente de cualquier otra
manera con el método de determinacidn.

Desde luego, puede haber mds de un tensiocactivo no
ibnico presente com el polietilenglicol, siempre que se

consigan la concentracibén de la mezcla y el valor de EHL
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de la solueiébn requeridos.

En la seleccibén de un tensioactivo no iébnico pars
uso en la invencibn, se debe usar uno que tawbién tengs
la capacidad de proporcionar una solucibn de reactivo
transperente, al menos en el momento en gue se usa por
primera vez la solucidén de resectivo en el método de de~
terminzeibn inmunoldgico. Esto es para asegurar que el
reactivo no interfiers con los resultados del ensayo, o
no produgca una precipitacién no especifica de los compo
nentes de la muestra biolégica o reactivos biolbgicos em
pleados en el sistema de determinaciébn.

El sistema de reactivo de la invencién halla amplia
utilidad como mejora en multitud de métodos de determing
cifn inmunolégicos usuales, gue en un momento u otro, por
cualguier razén, requieren una etapa nars insolubilizar
el complejo de antigeno-anticuerpo formado durante el mé
todo de determinacién por la reaccibn de antigeno-anticuer
po. Tales métodos de determinacién son bien conocidos por
los expertos en la téenica, ¥ no se necesita Cescribirlos
agul en detzlle., Ia aplicabilida& y utilidad de la pre-
sente invegcién en esos diversos métodog de determinacidn
v los detalles de cémo usar el reactivo de la invencidn
en tales métodos serfan evidentes para los expertos en
la téenica,; por lectura de la presente mermoria descripti-

va, ¥ por ello esas cituaciones especificas no requieren
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repeticién exhaustiva agui. Por ejemplo, el reactivo de
la invencién se podrfa usar para reforzar cualquier sis-
tema que dependa de la precipitacién de complejos de an-
tigeno~anticuerpo para producir un fluldo transparente
que sobrenada, para deteccién de fluorescencia o colorimé
trica. MTambién se podria usar el reactivo para eliminar
sustancias gue interfieren, que se hallan en fluidos o
reactivos biolégicos (p.ej. lipidos, sales y proteinas
extrafias), para nefelometria y determinaciones enzimdti-
cas 0 por otros sistemas de determinacién. Esto se con-
sigue por eliminacién deilos reaccionantes de la éolucién
de reaccibn, con el fin e lavar y volver a suspender
esos reaccionantes. J_’
Espec{ficamente, elgreactivo de la invencién:ée pue-
de: utilizar para aumenﬁa% la concentracién relativa de
complejos de antf{geno-anticuerpo insolubles y evméhtar el
intervalo de ensayo y la sensibilidad de un‘sis{eﬁé’de de
terminacién dado. Estos principios se pueden aplidar a8
la dispersibn cuantitativa de luz por complejosw%nﬁunes,
por nefelometria, siendo esta actualmente una realizacin
preferida de la invencidn. Ios andlisis nefelométricos
gue usan el reactivo de la invencidn son particularmente
Utiles en el andlisis de las diversas inmumoglobulinas.
Sin embargo, pueden utilizar estos reactivos otros siste

mas de ensayo que se basan en precipitar anticuerpo, ta-
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les como radioinmmodifusién (RID), andlisis enzimiticos,
y diversos tipos de técnicas electroforéticas tales como
inmmoelectroforesis (IEF), contraelectroforesis (CEF) y
electroinmmodifusién (EID).

El reactivo de la invencidn se puede usar, por ejem
plo, para reforzar determinaciones inmunolégicas que de-
penden de la interaccién primaria de la itécnica de copre
cipitacibn de antigeno-anticuerpo cominmente usada en de
terminaciones radioinmunolégicas (DRI). Esta caracteris
tica de insolubiligzacién reforzada de la prescente invene-
cifn se puede utilizar también en las diversas metodnlo-
glas de unién de anticuerpos o antigenos a particuias
inertes usadas como soporte en DRI y determinaciniues nefe
lométricas y fluorométricas, de manera bien entendida por
los expertos en la téenica. ,

Se han adoptado numerosas técnicas de determinacibn
radioinmunolégica para cuantificar concentraciones relati
vamente pequefias de constituyentes biolégicos que ge ha-
1llan en los fluidos del cuerpo. Se hace reacciorar un
antizeno o anticuerpo marcado con isétopos con el anti-
geno o antisuero homblogo, para producir complegos de an
tigeno-anticuerpo inmunes marcados. Estos complejos se
han de hacer luego normglmente insolubles'mediante.un S0
porte insoluble, reactivo de precipitacién u otras téeni

cas conocidas., El antfgeno o anticuerpo marcado, libre o
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gin reaccionar, se puede separar por técnicas de lavado.
La concentracién radiactivae de los complejos precipita-
dos se determiha luego por recuento de centelleo gamma 0
de liguido. Un ejemplo de un instrumento usado para de-
terminaciones de este tipo es el Auro Gamma Counter (dis
ponible de Nuclear Chicago, Inc.). Bl reactivo segfin la
invencidén es Util para reforzar la etapa requerida de in
solubilizacibn del complejo, perfeccionando asi el andli
sis, El Ejemplo 6, mds adelante, detalla el uso del reag
tivo de la invencién en un método de determinacibén radio
inmunolégica.

Tembién se han adoptado téenicas enzimdticas pura
cuantificar pequefias concentraciones de constituyentes
biolégicos que e hallan en los fluidos del cuerpo. Se
hace reaccionar un anticéerpo 0 anti{geno marcado con en
zima, con el anticuerpo O antigeno especifico, pars pro-
ducir complejos de sntigéno-anticuerpo marcados 1hmﬁnes.
Egtos comple jos se hacen insolubles mediante un'SOPprte
insoluble, reactivo de precipitacién u otra téenica, E1
anticuerpo o antizeno, marcado con enzima, libre o sin
reaccionar, se puede eliminar por técnicas de lavsdo.

La enzima unida o reaccionada puede produvcir entonces una
reaccidn con un substrato apropiado, para producir una so
lucibn que sobrenada, coloreada o fluorescente, gue se

puede medir con un espectrofotémetro o fluorbmetro. Son
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ejemplos de instrumentos dtiles para este fin el espectro
fotémetro Beckman DB (disponible de Beckmen Instruments,

Inc.), ¥ el espectrofluordmetro Aminco~Bowman (disponible
de American Instrument Company). El reactivo segin la in
vencibn también es Util para reforzar la reaquerida etapa

de insolubiligacién del complejo, mejorando asi el andli-
sis..

Ia utilidad del reazctivo en un andlisis nefelométri-
co se ha discutido antes en detalle, y se ejemplifica mds
en el Ejemplo 5 mds adelante.,

Estd claro ahora para los expertos en la técnica que
el reactivo inmunolégico perfeccionado de la invennibn
tiene una amplia gama de utilidad en el campo de los mé-
todos de determinacibén inmunolégica. Usando el reactivo
me jorado, el teenélogo clinico puede hacer wna determing
cién exacta de un amplio intervalo de concentraciones de
muchas proteinas especificas, por ejemplo las inmvroglo-
bulinas IgG, IgA, IgM, trabsferrina, complemento £3, hap
toglobing, alfa,-antitripsina, ﬁ’llponroteina, albﬁmlna,
alfa -macroglobullna, alfal—écldo w11c0protelco, y otros
diversos constituyentes biolégicos tales como triyodotio
nina (T3), tiroxina (T4), triglicéridos, gonadotropinas
coribnicas humanas, lipoproteinas, y otras muchas cuya
determinacién se beneficiaria del efecto de insolubilizg

cién reforzada producido por lz presente invencién.
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En la mayorfa de las splicaciones en las que la in-
vencién halls utilidad, el constituyente o constituyen-
tee biolégicos de ensayo deseados se mezclan con la solu-
cibn acuosa de reactivo de la invencidn, se incuba duran-
te un periodo de tiempo previamente determinado, tal como,
por ejemplo, a temperatura ambiente (20-259C) durante
aproximadamente una hora, y luego se lee con la instrumen
tacibn apropiada, p.ej. un nefelbmetro en el caso de un
andlisis nefelométrico. ILos resultados de las muestras
de ensayo se comperan con muestras de referenciz, para de
terminar la concentracibn desconocida. .

Los siguientes ejemplos estdn destinados a ilustrar
mss la invencibn, aunque se entenderd que la invencién no

estd limitada a esos ejemplos especificos.

EJEEPLO 1 _

Se prepara uwna solucién de reactivo mezclaﬁ§;'25 par
tes en peso de polietilenglicol gue tiene un peso molecu-
lar de 4.000 con 75 partes en peso de PLURONIC Fe3é, ¥ se
disuelve la mezcla en solucibn salina normal (Nabl'al 0, 9%)
hasta una concentracién de 8% en peso de dicha mezela., Es
ta solucibn se puede dilufr, tal como con antisuero, has-
ta una concentracién de mezcla de 4% (proporeién EHL -
1,115) como en la etapa 3 del siguiente Ejemplo 5, antes

de la incubacifn, y usar directamente en un método de de~
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terminacibén inmunolégica, o se puede mantener en la forma

al 8% hasta que esté lista para uso.

Se repite el Ejemplo 1, salvo en gque un polietilen-
glicol que tiene un peso molecular de 6.000 reemplaza a

una cantidad equivalente del material 4,000,

EJEEPLO 3
Se repite el Ejemplo 1, salvo en que el PLURONIC
F-68 reemplaza a una cantided equivalente de F-38.

Se repite el Ejemplo 1, salvo en que el Tetronic 707,
908, 1107, 1307, 1508; Plurafac 17R8, 25R8, D25, 438 y A39;
Pluronic L125, Arlacel 165; y G=3000 reemplagarcn al F-38
en cantidades variables, en una serie de experimentos pa-
ra preparar una amplia variedad de soluciones de reacti-~
vo.

EJEIPLO 5

Las soluciones de reactive inmunolégico preparadas
en los Ejeﬁplos l-4 se usan en determinaciones nefelomé-
tricas separadas de inmunoglobulinas (Igh, IgG, Igll),
complemento C3 y transferrina, efectudndose dicha deter-

minecibn como sigue:
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3

Los controles de referencia 1, 2, 3, 4, 5, 6
(de contenido conocido) para cada uno de di-
chos congtituyentes bioldgicos se diluyen a
1:100 en solucién salina.

Iuego se diluyen de forma similar los descono
cidos, a 1:100 en solucidn salina.

Cada uno de los antisueros previamente dilui-
dos, de IgG, Igl, Igh, C3 y transferrina, se
diluyen a 1:2 con la mezcla al 8% del reacti-
vo inmunolégico de los Ejemplos 1, 2, 3 0 4
(segin los casog), y se megclan por inﬁersién,
para preoducir uﬁa concentracibn de 4% del Do~
1ietilengiicol y tensioactivo no iénico en la
solucidén, y un EHL calculado entre 0,7 ¥y 1,7,
en todos los casos. o

Se filtra el antisuero a través de un filtro-
Millipore de C,45 P.

Se prepara una serie de tubos de ensayo (tubos
de cultivo desechables, de 10 mm x Ts;mm) eti-
quetados apropiadamente como en blanco, contro
lés de referencia 1, 2, 3, 4, 5, 6, ¥ descono-
cido.

Se afiade a ceda tubo 1 ml de la nezcls dilui-
da de antisuero y reactivo, preparada en la

etapa 3.
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9.

10.

1l.

12,

13.

Se afiaden gl tubo apropiado 25 Fl de referen—~
cia y diluciones desconocides, para IgG, IghA
vy transferrina (100 ul para Igh y C3).

Bl tubo exento apropiado recibié correspondien
temente 25 o 100 Pl de solucidn salina.

Los tubos se mezclan por inversibn y se incu-
ban durente 1 hora a temperatura ambiente
(20-259C).

Se preparan muestras en blanco usando 1 nl de
los reactivos filtrados de los Ejemplos 1-4
(segin los casos), preparados como er la eta-
pa 3 excepto en que la solucién al 8% se dilu
y6 con solucidn salina en vez de antisuero.
Tas muestras en blanco se ponen en tuubos eti~-
quetados idénticos, como en las etapas de an-
tes (5 y 6).

Se afladen a cada tubo los mismos volimenes de
referencia y muestra, como antes (etapa 7).
Todos los tubos se someten a lectura en el ne
felbmetro de ].aser'}?13)(22"%T
pars determinar el tanto por ciento relativo

(Hyland Iaboratories),

de dispersién de la luz.
Tas muestras en bHlanco se leen y se restan
electrénicamente de los valores de reaccién,

por el instrumento.
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14. Los resultados de.referencia se representan
en papel de grdfico lineal, como tanto por
ciento relativo de dispersién de la luz fren
te a la concentracibn de las referencias.

15. Los valores desconocidos se determinan por

lectura de la curva de referencia.

Los reactivos inmmolégicos de la invencibn usados en es-—
ta muestra produjeron una precipitacibén sustancialmente
mayor de los complejos de antigeno-anticuerpo, mds cardc—
ter lineal en uwn intervélo mds ancho, y mayor senéibili—
dad que la que se obtuvé con un reactivo que conterifa po-
lietilenglicol solo. ’ “
EiEHPLO 6

Este ejemplo describe el uso del reactivo inmmolé-
gico de la invencibn en un método de determinacidn .radio
inmunolégica pars la determinacidén de hormona estimulado
ra del tiroides humena (HETH). R

Se preparé una muestra del reactivo inmunoiagico de
la invencién mezclando 8,4 ml de una solucién al 5% de
polietilenglicol en solucibn salina al 0,9, con 20 ml de
tensiocactivo no ibnico Pluronic F-38 al 6%. ILuego se
ajusté el volumen de la mezcla a 30 ml con solucién sali

na al 0,9, dando una concentracién de reactivo final de
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1,4% de polietilenglicol y 4,2% de P-38.

La determinacién resdioinmmolégica se efectud como
sigue: se mezclaron 0,050 ml de anti-HETH de conejo, ab
sorbida con gonadotropina coribnica humana (GCH), con
0,200 ml de patrones de HETH de concentracidén variable.

Iuego se ailadieron a la mezcla 0,050 ml de un tampén de

fosfato, pH 7,4, ¥ se incubd la mezcla durante 2 horas a

372C. En este punto se afiadieron 0,100 ml de HETH marca

125, ¥y se siguib incubando la megcla durante 3 ho

do con I
ras a 3720. Tuego se afiadid 1,0 ml dd reactivo de la in-
vencién, preparado como antes, y la mezcla se incubé du—
ranie ung hora a temperatura ambiente. Debido a la dilu
cibn del reactivo al aviadir a la mezcla, la conceuntra-
cién de polietilenglicol y F-38 se redujo de 1,4 v 4,25
a 1y 3% en peso, respectivamente. Ia mezcla se centri-
fugb a 1000 x 9 durante 10 minutos. Si se requiere un
lavado de los gélidos centrifugados, la solucibn de lava
do he de contener la misma concentracién que el reactivo
de la invencién en el momento en que el reactivo se usé
por primerz vez en la determinacién, es decir, 1% de po-
lietilenglicol y 3% de F~-38. Iuego se decantdé el liqui-
do que sobrenadaba, y se recontd el precipitado. Este
método se repitil para una variedad de diferentes patro
nes de HETH, y se obtuveo una curva patrén renresentando

los recuentos de los diversos precipitados frente a la
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concentracién del correspondiente patrén de HETH.

Una vez se hubo obtenido la curva patrén, se
efectué luego la determinacién con muestras de en
sayo desconocidas, usando el método antes descri-
to, excepto en que el patrén de HETH se reemplazd
por la muestra de ensayo. Entonces se pudo deter-
minar fécilmente el nivel de HETH en la muestra -
de ensayo, por la localizacidén del recuento del -
precipitado sobre la curva patron.

El uso de la solucidn de reactivo de la inven
cidn reforzd la magnitud del precipitado que se -
formd, mas allé de lé;que se puede obtener con un
reactivo que use poliétilenglicol solo, y tuvo co

mo resultado una determinacién radioinmunolégica

=

me jorada. 4

También se pueden conseguir resultados adecua
dos de determinacidn nefelométrica sin presencia
del polietilenglicol, por ejemplo con una solucién
acuosa que contenga aproximadamente 4% en peso del
copolimero de bloque de 6xido de etileno y polime
ro de polioxipropileno. Sin embargo, la mezcla de
copolimero de bloque y polietilenglicol antes deg

crita se prefiere para obtener éptimos resultados.

21.1.76 -
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, -
son los que se recogen en las reivindicaciones gi-
guientes:

12).- Un método de determinacién inmunolégica
que implica una reaccidén de-un anticuerpo con un -
antigeno para formar un complejo de anticuerpo-anti
geno, caracterizado porque la insolubilizacidén del
complejo de antigeno~anticuerpo formado por dicha
reaccién se aumenta utilizando un reactivo en dicho
método de ensayo que comprende una solucién acuosa

de una mezcla de dicho polietilenglicol y un tensio

s1. 776
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activo no idnico, conteniendo dicha solucién acuo
sa, en uso, aproximadamente 3% a 6% en peso de la
mezcla, y teniendo dentro de tal intervalo un va-
lor calculado de EHL (equilibrio hidréfilo-1lipdfi
1lo) comprendido entre aproximsdamente 0,7 a 1,7.

28).- Método segin la reivindicacidén 12, carac
terizado porque dicho reactivo se utiliza para efec
tuar una determinacidén nefelométrica, enzimética,
electroforética o radioinmunolégica.

32).- Método segin la reivindicacién 12, carac
terizado porque dicho antigeno, anticuerpo y reac
tivo se incuban para producir dicho complejo de -
anticuerpo-antigeno, -antes de efectuar un andlisis
nefelométrico efectuando medidas de dispersién de
la luz que son funcidén de la concentracién de par
ticulas de dicho complejo de anticuerpo-antigeno.

42).- Método segin la reivindicacién 18, carac
terizado porque dicho reactivo, y dichos anticuer
pos y antigeno en forma de inmunoglobulinas, se -
incuban para producir un complejo de anticuerpo-
~antigeno de inmunoglobulina insolubilizada, antes
de efectuar un andlisis nefelométrico efectuando
medidas de dispersién de la luz que son funcién de
la concentracidén de particulas de dicha inmunoglo-
bulirna insolubilizada, cuya insolubilizacidn esté
mejorada por dicho reactivo.
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58).~ Un método nefelométrico de determinacidn
de constituyentes bioldgicos, caracterizado por el
empleo de un reactivo que comprende una solucidn acuo
sa de aproximadamente 4% en peso de un polimero de
bloques de éxido de etileno y polioxipropileno para
incubar los constituyentes bioldgicos, insolubili-
zando estos Ultimos antes de efectuar medidas de dis
persidén de la luz que son funcién de la concentra-
¢ién del constituyente insolubilizado.

62).~ "UN METODO DE DETERMINACION INMUNOLOGICA".

Tal y como se ha descrito en la Memoria que -

antecede, y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y tres hojas -

escritas a médquina por una sola cara.

Madrid, 03.FEB.1977

2l.1.76
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