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- 2 - LREF: Docket No. 421D-113

RESUMEN DE LA INVENCION

Un método mejorado de separacidn de fracciones libres
de fracciones combinadas en un proceso de inmunoandlisis del
tipo en el gue se-pone en contacto una solucidn con un com-
puesto constituido pér una matriz polisacérida derivatizada,
covalentemente copulada con un anticuerpo por un agente copu-
lante bifuncional, dpnde la mejora consiste en seleccionar
dicho agente copu}ante bifuncional entre un grupo formado 11

' . tym NH,

2

Hyo41Ce0C- (CHy) -C-OC Hy g

donde n es un nfimero entero de 1 a 6 y e es un nlmero entero

de 1 a 2. - ) i

ANTECEDENTES DE LA INVENCIbN

1. Campo de la invencidn

Esta invencidn se refiere a un mé&todo de preparacidn
de fracciomes libres de las combinadas en un proceso de inmu-~
noandlisis y a un nuevo combinado inmunoquimico para uso en

el mismo.

2. Descripcidn de la técnica anterior

El radioinmunoandlisis (RIA) en fase sélida ha adquiri
do popularidad.debidé a que el sistema en el que puede conse-
guirse en una sola etapa la reaccién antigeno-anticuerpo y 14
seéaracién del antigeno libre del combinado no solamente
permite realizar un RIA sencillo y rdpido sino que también
elimina un gran nGmero de errores de manipulacidn y otros

que son inherentes a otras técnicas de separacidn. Catt y coA

laboradores, Biochem. J., 100: 3lc (1966), utilizaron en prip

cipio como materiales en fase sdlida los polimeros pulveriza-
dos que contenian grupos tiocianato reactivos (-N=C=8) capa-

ces de formar enlaces covalentes con los anticuerpos. Los

L

.
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anticuerpos copulados a las particulas de dextranc y celu-
losa activadas con bromuro de ciandgeno s¢ pusieron de mo-
da como resultado-del trabajo de Wide, Porath y Axen
{Wide y colaboradores, Biochem. Biophys. Acta, 130: 257

(1966), Axen y colaboradores, Nature (London) 214: 1302 .

(1967) y Wide:, Acta Endocrinol. (Copenhagen), Suppl. n° 1%2;
207 (1969)}. Alternativamente, Ternynck y colaboradoresi.?:
F.E.B.5. Letts. 23: 24 (1972), utilizaron glutaraldehidO'f”
como reactivo bifuncional en dos etapas para copular anti.-

cuerpos a los grupos amida de la poliacrilamida.

] Se ha establecido bien que la eficiencia de los adscr-

| .
kenteslde afinidad aumenta considerablemente cuandc se intro-
ducen separadores hidrocarbonados para separar el ligando

de la matriz sbdlida {Cuatrecasas y colaboradores, Proc. Nat|
| . -

Acad. sci. U.S.,61: 636 (1968)3. Se cree que el separador

aumenta la flexibilidad Yy la movilidad del ligando permi-
tiendo el acceso sin impedimentos de la proteina al ligando.
Armadoscon estos conocimientos, Cambiaso y colaboradores,
Immunochem., 12: 273 (1975),=copularon las fracciones de
gamma~globulina a los derivados am;nohexilicos activados
con glutaraldehido de la sefarosa-4B,-como indica la Figu-
ra I y demostraron que este procedimiento éroducia itiles
iﬁmunosorbentes; ‘
NH
?i—o—éLNH-(Cﬂz)G-N=CH—(CH2)2-CH=N-Proteina
Figura 1

Queda por demostfar si los anticuerpos ﬁuriﬁicados o
el anticuerpo conteniendo fracciones de gamma~globulina co-
puladas a la gsefarosa por este procedimiento resultarin més

eficiente para la fijacidn de antfgenos que los mismos anti-
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duerbos copulados

'

a la sefarosa mediante el m&todo del bro-
muro de ciandgeno. En este aspecto, Bolton y colaboradores,

Biochemica et Biophysica Acta, 329: 318 (1973), informaron

a1l

@

gue la recuperacidn de la actividad del anticuerpo frenc
a loé haptenos y pequenos péptidos suele ser mayor en log
prepérados sblidos de antisueros activados con bromuro de
éianégéno que en los preparados similares en fase sbdlida
de antisueros frente a las hormonas proteicas de alto peso
molecular (véase la Figura 2): \ i

NH

il

-0-C-NH-Proteina

| Figura 2
~ Aungue puede parecer razonable que los preparados de
antisueros en fase sdlida frente a grandes moiéculas produ~
cidas por los proceaimientos similares a los de Cambiaso y
célaboradores, supra, pueden producir una mejor recupera-
cién de la actividad de anticuerpos que los preparados sd-
lidos producidos sin un brazo separador, hay dos inconve-
nientes en los procedimiento;.quimicos utilizados en la actup
lidad para unir covalentemente los anticuerpos a las matri-
ces sblidas. En primer lugar, en mﬁchoé casos, no estd bien
establecida la naturaleza- exacta de las reacciones gquimicas
y: en segundo lugar, los aﬁticueréos inmovilizados pueden
ser unidos g.la matriz sdlida en una forma distribuida al
azar y, por lo tanto, aunenta la posibilidad de copulaciones

gue implican un resto aminodcido "esencial".

Ya en 1959, Ludwig y colaboradores, Abst. 135th Meeting

Am. Chem. Soc., 44c (1959), informaron sobre la reaccién de
imidoésteres sustituidos con grupos o~ y e-amino tipicos de

la glicilglicina y del &cido ¢ ~aminocaproico para formar




10

20

25

30

amidinas (v8ase la Figura 3):
+
NH.,

R-C-OET + Pr~'NH;
+
NH,
b  R-C-NH~Pr + EtOH + H'

Figura 3

.

Estos autores establecieron que la reaccidn transch-' |

rre rapidamente en una solucidn acuosa a pH aproximadamer::" "

te neutro, incluso a 1°C y bajo estas condiciones el reacii-

vo imido&ster no reacciona con los compuestos modélicos gque |-

contienen grupos'sulfhidrilo, grupos fenblicos, grupos imi-
l .

dazol o enlaccs pdptidos. Ademds, obscrvaron que la carga

[
i 1 .
neta Qel péptido permanece inalterada en casi todo el inter-

valo de pH, teniendo la funcidn amidina un pK'préximo a l12.
| En 1963, Wofsky y colaboradores, Biochem., 2:104
(1963) amidinaron exhaustivamente varias proteinas y encon-
traron que la reaccién era muy especifica para los restoé
de lisina. Ademds, informaron que una amidinacidn extensa
produce efectos notablémente‘poco detectables sobre la acti-
vidad biolbgica de los anticuerpos, glegaron a la conclusidn]
de que la lisina no estd criticamente implicada en los cen-
tros reactivos de cualquiera de los anticuerpos examinados
(énti—albﬁmina de suero bovino (aﬁti-BSA), anti-bencenocarso~-
nato, anti-acetato de D-~benzoilaminofenilo, anti-SIII, anti-
DNP y anti- Bilactésido) .

M&s tarde, en 1966, Dutton y colaboradores, Biochem.

and Biophys. Res. Comm;, 23:730 (1966), modificaron extensi~

vamente los anticuerpos anti~DNP con el agente reticulante
dihidrocloruro de malonimidato de dietilo y an&logamente in-

formaron de la retencibn cuantitativa de la actividad anti-
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competitiva implica la determinacidn de la proporcidn rela-

1

1
v
1
H
i

“cim, Nt NH c1”

I

] +
2-Anticuerpo- NH3 + C2H5 O—é CH2—C-O—C2H5

i
t
cuelLo (véase la Figura 4)
‘ .
| 5

—
+ JTY \1
| o i -
Anticuerpo-NH-C-CH,-C-NH-Anticuerpo + zc H-CH + 2HCL- -
Figura 4
Aunque el trabajo de Ludwig y colaboradores, Wofsky y!

colaboradores y Dutton y colaboradores se ha realizado dLrai

I
|
te lo que en circulos cientificos se admite como un CODS¢~C'

rable nGmero de ahos, ninguno ha transplantado su traba]

al campo de los procesos de inmunoanadlisis. Una razdn dc

ello puede ser que los expertos prefieren no utilizar ma-
trices derivatizadas cargadas. Por ejemplo, Wilchek y cola-

boradores, Molecular and Cellular Biochemistry, vol. 4; N°3,

pag. 181 (1974), indican que las ﬁatrices derivatizadas po-
sitivamente cargadas producen adsorcidn no especifica y por
P _ ~.
lo tanto no es interesante su empleo en los procesos de inmy
noandlisis. Por consiguiente, los expertos en el campo del
inmuncandlisis pueden haber éonsiderado que el empleo de los
reactivos de imidoé&ster anteriores no es adecuado ya que
estos reactivos producirian combinaciones inmunoquimicas en

fase s6lida positivamente. cargadas.

El punto final de cualquier.anélisis de combinacién

tiva de antigeno (p 'hapteno) que estd libre y antigeno (o

hapteno) éue estd combinado al ligante saturable. Las téc-
nicas de separacidn bédsicas actuales implican la migracién
diferencial de las fracciones libres y combinadas (es decir,
cromatoelectroforesis de papel, filtr.- ién de gel), métodos

de adsorcidn (es decir, carbdn activo, silicatos), precipita
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¢ién fraccionada (es decir, sulfato amdnice, polietilengli-

col) y el mééodo del anticuerpo doble. De acuerdo con

Ratcliffe, Br.Med.Bull. 30:32 (1974), una técnica de separa-

cibn ideal deberifia cumplir los siguientes criterios:

A. Debe separar por completo las fracciones libres y comhi~
nadas con un amplio margen de error en las condiciones
utilizadas para la separacidn.

B. Debe ser sencillo, répido y econdmico y utilizar reacti-~
vos y equipos ficilmente asequibles. B

C. No debe ser afectado por el plasma ni el suero.

l Ratcliffe indica ademds que, para la aplicaci6n:clini-
ca:general, todasrlas ﬁanipulaciones deben ser realizadas

en un Eoio tubo, deben adaptarse arla'automatizacién'y de-

ben §er aplicables a una amplia gama de antigéhos o haptenos

(es aecir, pequenos péptidos y eéteroides asi como proteinas

de elevado peso molecular) .

Aunque el ﬁétod& dél doble anticuerpo para la separa-
cidn de las fracciones libres y combinadas en los sistemas

§

de radioinmunoanélisis (RIA)!es actualmente una de las téc~
nicas de separacitn mas ampliamente empleadas y, bajo con-
diciones O6ptimas, satisface a la mayoria de los criterios

mencionados anteriofmentey presenta ciertos inconvenientes

inherentes. Véase Ratcliffe, supra; Seki y colaboradores,

Endocrinol. Japan, 20:121 (1973) y Koninckx y colaboradores,

Acta Endocrinol., 81:43 (1976). Como debe agregarse una pro-

teina portadora, se requieren grandes cantidades de anticuer
po precipitante selectivo y por lo tanto el método es caro.
El tiempo necesario para gue la reaccién de inmunoprecipita-
c¢ibn llegue al equilibrio (24 a 48 horas a 4°C) es conside-

rablemente largo. Finalmente, debido a la posibilidad de
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integferencias no esﬁecificas por factores presentes en el
suerL, las condiciones dei andlisis deben ser meticulosament
te e@alua@as antes de establecer un sistema de anilisis.
Uno de los principales inconvenientes en el uso d=
los anticuerpos primarios en fase sdlida en los sistemés,
RIA es que, como resultado de la pérdida de titulo de anti~
cuerpo'y de la avidez que con frecuencia aparece durante la

etapa de copulacién, deben ponerse a punto sistemas mis

largos, mis costosos y méds complicados (es decir, andlisis ‘

éecuenciales). (Zeltner y colaboradores, Clin.Chem., gg:&

(1974)). Recientemente, Den Hollander y colaboradores, J.

Immunol. Methods, 1:247 ﬁ1972), pusieron a punto un nuev! ‘

método de sepafacién empleando un segundo antisuero copula-
do a una matriz insoluble mediante bromuro de ciandgeno y
denominaron a este método de prebaracién el método en fase
s?lida con doble anticuerpo (DASP). Aunqgue en estos prepara-
dgs sblidos casi con toda seguridad el titulo y la aQidez
del segundo anticuerpo se ha reducido, la reaccidn del anti-
cuerpo primario permanece inglterada y, por lo tanto, se
élimina-uno de los principales inconvenientes de los siste-
mas en fase sdlida. De hecho, el método DASP presenta las
siguientes ventajaé sob?e el método m&s convencional de dobl
anticuerpo soluble de separacién'de fracciones libres y
combinadas:.
A.-Como los preparados éélidos de‘precipitacién de anticuer-
" pos réquieren poca o ninguna proteina portadora, es nece
sario una menor cantidad del segundo anticuerpo para pre
cipitar al primer anticuerpo.
B. ELl método DASP necesita menos tiempc para producir la

separacidén completa de las fracciones libres y combinadas.
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i

|

{

\

cas por factores presentes en el suvero con la precipita-
cion DASP si se trabaja en la zona de exceso de segundo
antlcuerpo. De hecho, una vez que se han esLablc61do {?s
condiciones &ptimas para la precipitacidn del complejo
iﬁmune, no eg necesario comprobar frecuentemente.

A pesar de todas las ventajas obtenidas con los pripa

rados sblidos para precipitar los anticuerpos, queda un in-

R - . . Fe
conveniente mecanico comfn a todos los andlisis en fase C=

.

1ida. En todos los andlisis en fase sdlida es necesario |-.%

-
.

agitar continuamente las sustancias reaccionantes, con el

trabajo extra adicional de primero tapar el andlisis y desr J.

pués centrifugar y destaparlo antes de la etapa de lavado.

Chan y colaboradores, éﬂ.Clin.Biéchem., 12:175 (1975), co-
pularon anticuerpos primarios a'un gel de dextrano en for-
m% de perlas, ultrafino, activado con bromuro de cidnogeno,
de la marca Sephadex G25 (con un tamafio de particula infe-
rior a 10 micras) e indicaron que, con pequeiios vollmenes
de incubacidén (300 a 400 mic;olitros) era posible que la
reaccidn del anticuexpo transcurriera sin necesidad de ro-
tacibn vertical o de cualquier otro medio de agitacidn con-
tinua.

Actualmente se han unido co&alentemente los anticuerpd
a diversas ﬁatrices sb6lidas como agarosa, vidrio, poliacril-

amida e incluso 6xido de hierro en polvo. Siegel y colabo-

radores, g.clin.Endocrinol. Metab., 37:526 (1973), Weetall,

Chem.Abst., 77:18064y 11972), Moore y colaboradores, Steroid

20:199 (1972) y Hersh y colaboradores, Clinica Chemica Acta,

63:69 (1975).

Aungue en principio el primer anticuerpo ligado a una

@
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fase sdlida constituyé un procesc de separacidn sencillo

y versétil; aparecen varios inconvenientes en este método.
Las dos cuestiones que deben responderse en relaci®n. con
los sistemas en fase s6lida que utilizan anticuerpos prilma~
rios son, en primer lugar, la posible pérdida de actividad
del anticuerpo (titulo) con el consiquiente desperdicio cel
valioso antisuero y, en segundo lugar, la posible reduccié@

de la sensibilidad que puede conseguirse con los sistemas

sblidos en comparacidén con la que puede conseguirse utiliza%
do los mismos antisueros en una solucidn acuosa. Como Se ha[
indicado anteriormente, Bolton y colaboradores, supra, indi-
caron que la recuperaciég de la-actividad del anticuérpo 50
lia ser mayor en los preparados sdlidos de antisueros paralos
haptenos y pequefios pép@idos que en los preparados sdlidos

similares de antisueros parahormonas proteicas de peso mole-
cular grande. Andlogamente, los antisueros de los haptenos

copulados covalentemente con las mafrices sdlidas preéentan
poca o ninguna pérdida de sensibilidad de an&lisis cuando

se comparan con el sistema de anticuerpo no copulado mientrals

que se produce una pérdida espectacular de sensibilidad cuan

do se ensayan los anticuerpos de las grandes hormonas protei
cas. Estos autores llegaron a la conclusién de que cualquier'
éérdida de la sensibilidad de anéiisis resultante del uso
de antisueroé quimicamepte ligados es probablemente causada
pof impedimento estérico de los antigenos mis grandes.

Por lo tanto, uno de los principales inconvenientes
contra el uso de preparados sdlidos de anticuerpos primarios
en los sistemas RIA es que este método no es universal. (E1
método no puede ser utilizado en igualdad de condiciones con

las moléculas grandes y las pequefias). Otros inconvenientes
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apli%ables a todos los procesos de RIA en fase sblida pri-

maria son: es necesario pipetear unha cantidad precisa de

|
anticuerpo a partir de una suspensifn insoluble de gel, la

mezcla de anflisis debe ser mecidnicamente agitada para ga-—

.,
.
+ v .

rantizar -una mezcla apropiada y habitualmente es necesarid

a v

centrifugar para separar las fracciones libres y combinadas.
El uso de columnas de Sephadex en jeringas de plésti;

A
. . . 125, 2%
co para combinar una mezcla de tiroxina marcada con- Ij -

(T4) y Ty liberada de las proteinas s&ricas por la acciék""

de- los &lcalis, seguido del subsiguiente andlisis de pro el

nas combinadas con una cantidad fija y limitante de globt1i17

na combinatoria de tiroides: {TBG) sobre cada columna ha si~
do introéucido recientemente. Seligson y colaboradores, Clin
Chem.Acta, 38:199 (1972) y Alexander y colaboradores, Clin.
Chem., 20:553 (1974). En este précedimiento, la columna de
S%phadex también sirve para separar la T4,libre del comple=-
jo T '

4-TBG. Se han puesto a punto ensayos similares para la

triyodotironina radiomarcada (T3) en la que se utiliza un
-
anticuerpo de la T3 como ligante proteico competitivo.

Alexander y colaboradores, Clin. Chem., 20:1353 (1974). En

ambos andlisis, la columna de Sephadex sirve para combinar
la mezcla de antige‘noy‘molécula marcada mientras gie los ctros cons-
tituyentes del suero no son retenidos por el gel. A continug
ciép, se inéuba una cantidad fija del ligante proteico com-
petitivo en el volumen vacio de la columna, durante cuya
incubaciéﬁ los antisueros y la molé&cula marcada se redistfi-
buyen entre la columna y el ligante. La elucidn con un tam-
pdn elimina el complejo de antigeno-ligante mientras que el
antigeno libre permanece unido a la columna de’ Sephadex.

Aungue este sistema es facilmente automatizado, requiere la

a2 .
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_carga precisa de cantidades iguales de gel en todas las co-

Jumnas. Por lo tanto, e s ' . necesario agitar continuamente
el Sephadex con un agitador magnético mientras se transfie-

re la suspensidén con una pipeta graduada.

Boguslaski y colaboradores, Analytical Chemistry, vol.
47, n° 9, 1583 (1975), han descrito recientemente un radio-
inmunoandlisis en columna para la determinacidn de digitcxi-~
na (peso molecular 765) qué emplea una columna de anticuer-
po primaric inmovilizado que actfa como cémara de reaccidn -
y como dispcsitivo de separacidn. También se han descrito co-
lumnas similares de anticuerpos primarios para radioinmuno-
anfdlisis dg vitamina Bizx(peso molecular 1355), Boguslaski

vy colaboradores, Clinica Chémica Acta, 62:349 (1975) e insu-

lina (peso molecular aproximadamente 6000), Davis y colabo-

radores, Clinica-Chemica Acta, 66:379 (1976). A la vista del

trabajo de Bolton y colaboradores, éupra, este método.no es
universal porque.la sensibilidad del andlisis para moldculas
grandes (v.g. TSH con un peso molecular de 30.000) seria li-
mitada debido a las propiedaées de los anticuerpos en fase
sélida frente a las grandes .moléculas.

Se ha descubierto que los combinados inmunéquimicos
que contienen imidoésteres positivamente cargados como agen-
tes copulantes constituyen medios.excelentes de separacidn
de las fracciones libres de las combinadas en un proceso de
inmunoandlisis. |

Se ﬁa descubierto que los combinadds inmunoquiﬁicos
que contienen una matriz polisacdrida derivatizada, finamen-
te dividida, donde la matriz polisacdrida presenta unas di-

mensiones maximas promedias en mojadode 1 a 18 micras y

contiene ademds imido@steres positivamente cargados que co-
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ﬁulah covalentemente dicha matriz polisacédrida derivatizada,
finaTente dividida) a un énticuerpo, constituyen medios ex-
celeﬁtes de separacién de las fracciones libres de las com-
binadag sin necesidad de emplear rotaci6n vertical ni ningftr

otro tipo de agitacidn continua. Ademds, los nuevos combina-

dos inmunoguimicos comprendidos dentro de esta invencidn

presenﬁan un grado de actividad que es muy superior a la actii

!
vidad presentada por los combinados inmunoguimicos prepaFa*

dos por Chan y colaboradores. L

Se ha descubierto que puede obténerse un sistema uji» -

versal de columna en fase sdlida para la separacidn de frac-
ciones libres y combinédgs cuando se utilizan nuevos combi-
nados inﬁunoquimicos que contienen una matriz polisacérica
derivatizada y también contienen imidoé&steres bositivamente
cargados que copﬁlan covaleptemeﬁte dicha matriz polisacdri-
da derivatizada a los.anticuerpos.

i .
COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a un método de separacidn
de las fracciones libres de iAS combinadas en un proceso de
inmunoandlisis del tipo en el que se pone en contacto una
solucidn con un combinado que comprende una matriz polisa-
qérida derivatizada covélentemente copulada a un anticuerpo
mediante un agente copulante bifuhcional, cuyo método se
caracteriza borque dicho agente copulante bifuncional esté
seleccionado entre el gfupo formadb por:

. +ﬁH2 +ﬂH2
Hoe+1Cg0~C (Cly) p=C~0C Hyeyy
donde n es un ntmero entero de 1 a 6 y e es un nfmero ente-

rode 1l a 2.

También se refiere esta invencidn a un combinado inmu-
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noquimico para separar las fracciones libres de las combinad
das en un proceso de inmunoandlisis del tipo en el gue se

utiliza una matriz polisacdrida derivatizada covalentemen-

te copulada & un anticuerpo mediante un agente copulante

bifuncional, cuyo combinado se caracteriza porgque el agen-~
te copulénte bifuncional estd seleccionado entre el grupo

formado poxr:

*ym Nm
|2 i 2
Hée+lceo-c_(CHZ)n-C‘OCeH2e+l

donde n es un nlmero entero de 1 a 6 y e es un nmero ente-

ro de 1 a 2, En una realizacidn de esta invencidn, el radi-
cal de la matriz polisacdrida del combinado inmunoquimico
mejorado presenta una dimensidn méxima unitaria promedia de

1 a'18 micras.

Esta invencién se refiere también a un proceso de inmu
noanélisis en columna en fase sélidé, asi comé a un aparato
inmunogquimico para uso en el proceso, que utiliza los nue-
vos combinados inmunoquimicos de esta invencidn.

1

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

El nuevo combinado inmunoquimico abarcado por esta in-
vencién comprende una matriz polisacdrida derivatizada cova-
lentemente copulada a un anticuerpo mediante ﬁn agente co-
pﬁiante bifuncional. La matriz polisacérida puede ser cual-
quier matriz con una multiplicidad de grupos hidroxilo uni-
dos a la misma, asi como sus dgrivados. Las matrices polisa-
cdridas preferidas son los polimeros'celﬁlésicos, los polime-
ros de dextrano, la agérosa y sus derivados. Los polimeros
celuldsicos y sus.derivados son las matrices polisacaridas
de eleccibdn.

En una realizacidn de esta invencidén, la matriz polisa-

¢ Sl LETD ey 2% ot
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clrida debe estar finamente dividida y presentar una dimen-
si6n méxima éromedia en mejado de 1 a 18 micras, preferible-
mente de 10 a 15 micras. En esta realizacidn, la matriz po-
lisacérida puede ser esférica, lineal o presentar cualdguier
otra,configuracidén geométrica, siempre que su dimensidn mé;\
xima promedia en mojado (didmetro, lado, longitud) sea l%.ik
indicada anterioxrmente. En el mercadc existen varios tipésf I
de matrices polisacaridas en esta forma finamente dividid;:;
por ejemplec el gel de dextrano en forma de perlas,_marqa

Sephadex, se encuentra en varias calidades con un difmetro

de; la particula seca de 10 a 40 micras asi como menor de 10 |

\

¥

miérgsr Tambifn es posible reducir la dimensidn mixima prome
dia éniméjado de las matrices polisaciridas mediante técni-
cas quimicas, por ejemplo por hidrtlisis, Para'hidrolizar
estaé matrices, por ejemplo se pone en contac£o la matriz
polisacdrida con una solucidn &cida, v.g. una solucidn 3 a
10 ﬁ de &cido clorhidrico, sulfGrico u otro &dcido adecuado,
durante un periodo de tiempo suficiente, v.g. 2 a 24 horas.
Después la mezcla &cida se néutraliza con una solucidn bé-
sica, v.g. una solucibn 3 a 10 N de hidréxido sddico o poté-
sico, etc y posteriofmeqte se lava y se seca por técnicas
habituales.

-Las matrices polisacéridaé éueden ser activadas por
cualquier método adecuado conocido por los expertos en este
campo. Son reactivos ilustrativos adecuados para activar la
matriz polisaclrida el héluro de cianbgeno, la epihalohidrind
los haluros de haloaceﬁilo‘y la divinilsulfona; Véase, Patty,

Industrial Hygiene and Toxicology, vol. 2, pag. 634, Inters-

cience, New York, N.Y. (1949), Axen y colaboradores, Nature
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14: 4813 (1975), Jagendorph y colaboradores, Biochimica et

Biophysica Adfa, 78:516 (1963) y Porath y colaboradores,

Nature New Biol. 238:261 (1972), incorporéndose aqui estas

publicacioﬁes en su totalidad a titulc de referencia. Pre-
feriblemente, para activar la matriz polisac&rida se utiliza
como reactivo un haluro de ciandgeno o una epihalohidrina.
Todavia mejor, la matriz polisacédrida se activa con un reac-—
tivo de epihalohidrina o una mezcla de los mismos Y, en el
caso mis preferido, la matriz polisacdrida se activa con epi-

clorhidrina.

| Después se copula un o w~diaminoseparador a la matriz
1

pofisaqérida activada anterior a través de los grupos -amino
del a,é—diaminoseparador, formando asi una matriz polisacs-
rida ?efivatizada. Para ilustrar gste punto, si la matriz

polisécérida ha sido activada con un reactivo haluro de cia-
négeno, la matriz'polisacérida derivétizada responderé.a la

formula:

NH

Matriz~0-C—NH-Y-jNH2
donde la matriz es una matrigz polisacdrida como la definida

anteriormente e Y es un separador. Son separadores ilustrati-

vos los siguientes:

'—(CHZ)m.-, -(CHZ)b-NH-(CHZ)c-, -@- (CHZ)— Y

- ~N=N- -, donde m es un nlmero entero de 1 a i2,

preferiblemente de 4 a 6; by ¢ son independientemente nme-

ros enteros de 1 a 6, preferiblemente de 2 a 3 y d es un nime-
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ro entexo de 1 a 10, preferiblemente de 2 a 4., De prefe-
rencia, f es!—(CHz)m-. .

Si %a matriz polisac@rida h; sido activada con un
reactivo de epihalohidrina, otra ilustracidn es la matriz
polisacérida derivatizada de férmula:

on
Matriz—O—CHz-CH-Cﬂz-NH—Y-NH2
donde matriz e Y son los definidos anteriormente.

El anticuerpo al que se copula covalentemente la ma-
triz polisacdrida derivatizada puede ser un anticuerpo pri-
mario o un anticuérpo secundario. Como el finico requisito

|

de?estg invencidn es que el anticuerpo contenga un resto de
i

lisina, précticamente todos los anticuerpos primarios y se-

| )
cundarios pueden ser covalentemente copnlados a la matriz

1 .
polisacirida derivatizada debido a que todos los anticuerpos
contienen estos restos de lisina. Preferiblemente, el anti-
cCuerpo es un anticuerpo secundario.

Lo esencial de'esta invencidn es el uso de imidoéste-
res como agente copulante pafa los nuevos combinados inmuno-~
quimicos. El imidoéster responde a la.férmula general:

+ +

NFZ NFZ

‘ H)e+1Ce0-C (CHy) =C-0-C H, g

donde.n es un nfmero entero de 1 é 6, preferiblemente de
dabye es'un nmero entero de 1 a 2. El uso de estos imi-
doésteres permite unigrcovalentemente los anticuerpos a los
soportes éélidos mediante reacciones quimicas conocidas que
inmovilizan a los anticuerpos primarios y secuﬁdarios a tra-
vés de sus restos de lisina, que en la mayoria de los casos

no son esenciales para la actividad inmunoldgica. Adem&s,

la presencia de una matriz positivamente cargada no produ-
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ce nﬁnguna adsorcidn no especifica adversa sobre este nuevo
combinado inmunoquinmico de la invencidn.

iLos nuevos combinados inmunoguimicos de esta invenéiﬁn
pueden ser preparados de acuerdc con el siguiente procgdiw
miento general. Se pone en contacto un reactivo activante con
la matriz polisacarida deseada en una solucidén al pH adecua-
do.” E1 pH'puede oscilar en general entre 7,5 y 10,0 aproxima+
damente, estando ;egido el pH particular por el reactivo %ct:
vante y por la matriz polisacirida utilizados. La reaccid
puede dejarse transcurrir a la temperatura ambiente. Se d ja
que el reactivo activante permanezca en contacto con la mi—
triz polisacarida dﬁrante'un periocdc de tiempo suficiente,
desde unos 5 minutos a 5 horas, para que la matriz se active.
El exceso de reactivo activante se separa de lé matriz poli-
sacdrida activada lavando dicha matriz con un medio adecuado,
v.é.‘agua, solucibén tamponada (v.g.'bicarbonato sdédico), etc.

x :
Deépués la matriz activada se suspende en un medio adecuado,
V.g. una solucidn acuosa de dimetilformamida. A continuacidn
se agrega el (1,urdiaminosepa;ador deseado a la matriz poli=-
sacarida activada en suspensidn y se deja que la reaccidn
transcurra durante 1 a 10 horas aproximadamente, a la tempe-
rgtura ambiente, El exceso de a , w-diaminoseparador se sepa-
ralde la matriz polisaclrida derivatizada lavando dicha ma-
triz con un medio adecua@o, v.g. una solucidn de dimetilfor-
mamida, seguido de lavado con un tampén adecuado, V.g. un
tampdn de bicarbonato sddico. Después de este doble proceso
de lavado, la matriz poiisacérida derivatizada se suspende en
un tampdn adecuado, v.g. un tampén de bicarbonato sédico.
El agente copulante bifuncional o la mezcla de agentes

se disuelve en una solucidn bésica a unos 4°C. Si es necesa-
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|
fio,}el pH se ajusta a 8-9 aproximadamente. Despu@s la ma-
triztpolisacﬁrida'derivatizada suspendida se pone en contac+
to cgn el agente copulante bifuncional disuelto y la mezcla
se hace girar a unog 4°C durante 1 a 5 horas.

Después de eliminar el exceso de agente copulante bi-
funcional, la matriz polisacérida derivatizada copulada se
suspende en una mezcla que contiene un tampdn adecuado, v.q|
un_tampén de bicarbonato sédico y una funcidn anticuerpo%pri
mario o secundario. La mezcla se hace girar durante unas|10

a 24 horas en un medio frio. El combinado inmunoguimico se

lava después a fondo con un tampdn adecuado, v.g. un tampdni -

R

de bicarbeonate sédiéo y a continuacidn se suspernde en un

tampdn aéropiado é,un pH de 8 aproximadamente, v.g. un tam-

pdn de barbital que contiene alrededor de 0,1’% de gelatina,
El nuevo combinado inmunoquimico de esta invencion

tél como se ha preparado por el procedimiento general ante-
i . : .
rior tiene la siguiente estructura egquem&ticg:
H

2 H
matriz polisacérida derivatizada-é—(CHz) -g— H-anticuerpo

n

)

donde los términos matriz polisaclrida derivatizada, n y
anticuerpo tienen los significados indicados anteriormente.
El combinado inmunoquimico preferido dentro de esta inven-

cién responde a la férmula:

' +
?H NH2
matriz pol15acérlda~0~C§§CH—CH2~NH—(CHz)m—NH-C-(CHz)n_
+
NH
2
i

~CNH ~ anticuerpo. . -
donde los términos matriz polisacérida, m, n y anticuerpo
son los definidos anteriormente.

El procedimiento de inmunoanflisis de esta invencidn

consiste en poner en contacto una solucidn que contiene
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aqui en su totalidad a titulo de referencia. Preferiblemen-

! - 20 —

fracciones libres y cgmbinadas con un nuevo combinado inmu-
noquimico, ﬁediante técnicas conocidas por los expertos en
inmunocandlisis y con ello separar las fracciones libres de
las combinadas. Véase Weir, "Inmmology for Undergraduates",
Churchill Livingstone, Edinburg, Inglaterra (1973) y

Ratcliffe, British Medical Bulletin 30:32 (1974), incorporan

do aqui ambas publicaciones en su totalidad a titulo de re-

ferencia.

En una realizacifn preferida, el procedimiento de inmy

. ]

.. . . - I . t
noandlisis implica un método en el que se elimina la agita~-.
cidén continua Yy con ello la necesidad de tapar los tubos.

Véase Chan y colaboradores;Ann.Clin.Biochem., 12:173 (1975),

incorporéndose aqui dicha publicacidn en su totalidad a ti~
tulo de referencia. En otra realizacién preferida; el pro-
cedimiento de inmuncanidlisis se realiza en una columna en
fase sblida, empleando los nuevos combinados inmunoquimicos
de esta invencién mediante té&cnicas éonocidas por los exper-
tos en inmunoanélisis y separando con ello las fracciones
libres de las combinadas. Véage, Réuﬂiffe, supra, Boguslas-

ki y colaboradores, Clinica Chemica Acta, 62:349 (1974),

Boguslaski y colaboradores, Analytical Chemistry, vol. 47,

n® 9, 1583 (1975) y Davis y colaboradores, Clinica Chemica

Acta, 66:379 (1976), incorpordndose dichas publicaciones

te, los procedimientos de inmunocandlisis de esta invencidn
son procedimientos RIA cuyas técnicas son también conocidas
por los expertos en este campo. Véasé'skelley y colaboradore

"Radioimmunoassay", Clinical Chemistry, vol. 19, n°® 2, 146

a 186 (1973), incorporindose aqui dicha publicacibén por re-

ferencia.

L i e
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Otroimétodo dentro de esta invencidn es un procesc en sus-
pensidn como los descritos anteriormente, a excepcidn de

| . )
que el combinado allf utilizado no es el nuevo combinado

inmunogquimico anteriormente mencionado y descrito con mé

]
.

-
1

detalle en lo que sigue sino un reactivo de inmunoandlis

constituido por una matriz polisacdrida finamente dividida’

covalentemente copulada a un anticuexpo secundario mediarité
. l cedo s
cualguiera de las té&cnicas conocidas anteriormente por los~

-

expertos en este campo. Aunque este iltimo. mé&todo no prejéhl'

ta.el grado de eficacia encontrado en los otros métodos

esta invencidn anteriormente descritos, véanse los ejempﬂoé'
y la discusidn gue .siguen, no obstante constituye una mar—‘“
cada mejora y presenta claras ventajas sobre los métodos

de la técnica anterior con anticuerpos primarios, tales co-

mo el de Chan y colaboradores.

1

|
el anticuerpo primario se une a una matriz, interfiriendo

En los mé&todos en suspensibén de la técnica anterior,

con ello adversamente con la ;eaccién bioldégica anticuerpo
primario-antigeno grande. Askmismo, estos métodos de la
técnica anterior requieren una adicidn precisa del gel (es
decir, combinados que contienen anticuerpos primarios unidos
a las matrices) que crea una fuente constante de errores.
Sin embargo, los métodos en suspehsién de acuerdo con esta
invéncién, éue utilizan anticuerpos secundarios unidos a las
matrices, eliminan los problemas antes descritos de la téc-
nica anterior.

En general, los nuevos combinados inmunoquimicos de
esta invencidn puedenserémﬂemkﬁen un proceso de inmunoané-

lisis en columna en fase s6lida de acuerdo con-el siguiente

procedimiento. Los nuevos combinados inmunoquimicos de esta

- »
Qroefs
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invencidn se introducen en cualquier columna ¢ en otia vasi¥
ja de_reaccién adecuada, preferiblemente prelavadé con un
tampdn adecuado, formando con ello el nuevo aparato inmuno-
gquinico de esta invencidn para separar fracciones libres dz
las combinadas mediante un proceso de inmunoanilisis en co-
lumna de fase sblida. Para reducir al minimo los costes asi
como para aumentar el caudal a través de dicha columna, se
prefiere agregar también a la columna matriceé polisacaridas
no activadas de diversos tamafios. Todas las columnas carga-
das tienen un volumen de retencidn inherente (es decir, 1la
cantidad maxima de fluido que puede ser retenida por la co-
lumna sin que eluya nada de dicho fluido).

5i se desea utilizar los nuevos éombinados gquimicos de
esta invencidn que contienen anticuerpos secundérios en un
procedimiento de inmunoanalisis en columna de fase s6lida,
preferiblemente puede leallzarse la reaccidn de inmunocan&li-
sis primario fuera de la columna. Cuando el inmunoandlisis
primario se realiza fuera de la columna, puede efectuarse en
cualquier volumen adecuado, pfeferiblemente un volumen final
de 400 A La reaccidn de inmunoané;isis primarioApuede durar
de 0,5 a 5 horas, preferiblemente de 0,5 a 1 hora, estando
determinado el tiempo exacto por el andlisis realizado. Des-
pués se 1ntroduce en la columna una parte alicuota de dicha
mezcla de reacc16np,con un volumen aproximadamente igual al
volumen de retencidn de la columna rellena Yy se incuba sobre
la columna de anticuerpo secundario en fase sélida durante
un periodo de 6,5 al hdra, estando de nuevo determinado el
tiempo exacto por el andlisis que se estd siendo realizado.

Transcurrido el periodo de incubacidn, la columna se lava

con una cantidad'apropiada de un tampdn adecuado, siendo di-
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de las combinadas (es decir, siendo como minimo igual al vo-
{
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|

i
:

cha c§ntidad suficiente para sepavar las fracciocnes libres

lumen! de retencidn de la columna). A continuacidn, la co-
lumna, que ahora contiene solamente la fraccidn combinada,

se¢ tapa y se cuenta.

'E1l tiempo de reaccifn de incubacifén de las columnas
puede reducirse mucho utilizando un exceso de segundo anti-

cuerpo combinado e incluso se puede eluir inmediatamente a ‘I

|
través de las columnas de segundo anticuerpo en fase séli?s"

-

-

gl se utiliza un exceso de segundo anticuerpo. ..

| El procedimiento de inmunoandlisis descrito anteriox- .
mente que utiliza Jas columnas de segundo anticuerpo en fa-
se sélida de esta invencién, por lo tanto, puede ser separa-
do en tres etapas béAsicas: incubacifn derla reaccién de anti-
cuerpo primario en una estacidn séparada de 'la columna, apli-
cabién de una parte alicuota de la mezcla de reaccidn a la
coiumna de segundo anticuerpo en fase s6lida y elucidn de la
fraccidén libre con un tampdn inmediatamente o después de un
periodo minimo de incubacidn éobre la columna.

El procedimiento descrito de segundo anticuerpo en fa-

se sélida es sencillo, f&cilmente automatizable, preciso y
versftil. Asi, utilizando -los nuevos combinados inmunogquimi-
cos de esta invencidn, pueden realizarse andlisis de grandes
nmoléculas (v;g. TSH) y pequeiios haptenés (digoxina, T,, T3).
Adem&s, se obtienen fracéiones libfes y combinadas separadas
por completo, con un amplio mafgen de error en las condicio-
nes utilizadas para la separacidn. E1l método no interfiere
con la reaccidn de combinacidn primaria, es relativamente
econdmico, y hace uso de equipos y reactivos fécilmente ase-

quibles.
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sis constituido por una matriz polisacdrida covalentemente
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En relacidbn con las molé&culas pequefias, las columnas

de segundo anticuerpo en fase sbdlida comprendidas dentro de
esta invencién pueden ser empleadas en méds de una forma. Las
columnas pueden ser cargadas eon anticuerpe primaric, anti-
geno (o hapteno) marcado y muestra y dejar que transcurran
simulténeamente, en el volumen hueco de la columna, ia reac-
ci6n primaria y la reaccidn con el anticuerpo en fase sdli-
da. Después de un periodo dado de tiempo, las columnas se
eluyen con tampdn para separar las fracciones libres de las
combinadas.

Otro método consiste en incuﬁar el anticuerpo primario
scbre la columna de seéundo anticuerpo en fase sdlida y prc-
ducir asi columnas de anticuerpo pfimario sobre las que el
anticuerpo primario estd biolbgicamente combinado al seqgundo
anticuerpo covalentemente ligado. Después se incuban la mo-
lécula marcada y la muestra sobre,l;s columnas gque sirven
como dispositivo para separar las fracciones libres de las
combinadas. 7

Ademés del método desc%ito en la columna en fase sdli-
da, también esta invencidn considera el empleo de los nue-
vos combinados inmuanuimicos que contienen anticuerpos pri-
@arios covalentemente copulados a una matriz polisacérida
dérivatizada. '

Ademds, otro método comprendido dentro de esta inven-—
cibén consiste en un inmunoan&lisis en columna de fase séli-

da donde el combinado utilizado no es el nuevo combinado in-

munoquimico antes descrito sino un reactivo de inmunoandli-

copulada a un anticuerpo secundario mediante cualquiera de

las diversas técnicas conocidas por los expertos en este cam




10

18

20

25

agitacidn a la temperatura ambiente. Al cabo de 2 horas, se
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|
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po. Bungue este Gltimo método no presenta el grado de efica-

cia encontrado en los otros métodos de esta invencidn, cons-
i

tituye no obstante una marcada mejora y presenta claras ven-

tajas schre los procesos en columna primaria en fase sdli-

da de la -técnica anterior. Aunque se produce una pérdida de
. A

actividad del anticuerpo (titulo) cuando se copula covalente

«

mente un sequndo anticuerpo a una matriz polisacdrida deri-
f et
vatizada, no obstante el consumo del segundo anticuerpo es*

reducido debido a que no se requieren grandes cantidades |d&‘[

B
-

globulina portadora como en el caso del procedimiento dell ..
doble anticuerpo en estado ligquido. Otra ventaja de un prbr'
cedimiento de inmuncanflisis empleando las columnas de se-
gundo anéicuerpo en fase sblida es que este método aiivia el
problema de dispensar con precisidn una cantidad exacta de
segundo anticuerpo a partir de uﬂa suspensidn de gel, porque
eﬁ este método solo se necesita una cantidad minima de se-
géndo anticuerpo; Los niveles por encima de esta cantidad
minima preestablecida no ejercen ningln efecto sobre la sen
sibilidad ni sobre la precisign de los resultados obtenidos
mediante el nuevo método de esta invencién.

Los siguientes ejemplos se dan solamente con fines
ilustrativos y no dében considerarse como limitativos de la
iﬁvencién descrita.

EJEMPLO 1
Se afiaden 3 ml de epiclorhidrina a una mezcla de 6 g

de celulosa microcristalina Tipo 50 (tamafio medio de parti-

cula 50 micras) en 30 ml de hidrdxido sddico 1N, con intensa

elimina el exceso de epiclorhidrina lavando con 1 litro de

agua. La matriz celuldsica activada y lavada se suspeni: des

raEILAE|

»
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pués en 60 ml de una solucidn acuosa al 50 $ de dimetilfor-
mamida. A esta matriz activada en suspensidn se anaden 0,85 ¢
de 1,6~hexancdiamina. Se deja que transcurra la reaccidén con
agitacidén durante 2 horas a la temperatura ambiente y desrufs
se el;miné él exceso de 1,6=hexanodiamina lavando con 1 li-
tro de una solucidn acuosa al 50 % de dimetilformamida. Des-
pués de lavar-con 1 litro de bicarbonato sddico 0,1M, la

ratriz celuldsica derivatizada ¢

5]
i

uspende en bicarbenato sé-
dico 0,1M para dar una mezcla 1:1 de matriz derivatizada y

bicarbonato sédico.

Se disuelven 0,735 g (3 milimecles) de adipato de dimeti

lo (aDM) en 0,6 ml de solucidn fria de hidréxido sddico 5N,

agitande a 4°C. Después de afadir bicarbonato sddico 0,1M

frio,. el pH se ajusta a 8,5 con hidrdxido sbédico IN. A esta

solucidn se agregan 6 ml de bicarbonato sédico 0,1M conteniernj

do de 0,8 a 1,0 g de qelulosa derivatizada v la mezcla se ha-
ce girar a 4°C durante 2 horas.

Después de eliminar el exceso de adipimidato de.dimeti~
lo, la matriz celuldsica derivatizada copulada se suspende en
9 ml de bicarbonato sédico 0,1M (4°C), se anaden 1,1 ml de
una fraccidn de y—giobulina anti-conejo de cabra (42,82 mg/
mlz en bicarbonato sédicoio,lM'(4°C) y la mezcla se hace gi-
rar en un recinto frio. El segundo anticuerpo inﬁovilizado
se lava deépués bien con .carbonato sédico 0,1M y finalmen-
te se suspende en 10 ml de tampdn de barbitol, pH 8,0, que
contiene 0,1 % de gelat;na.

También se prepara otro combinado inmunoquimico de
acuerdo con el'procedimiento del Ejemplc 1, a excepcibn de

que el agente copulante bifuncional utilizado es dihidroclo-
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ruro de suberimidato de dimetilo (SDM) en lugar del ADM del
Ejemplo 1.
EJEMPLO 2

e anade 1 g de celulosa microcristalina Tipo 50 a una
solucidn de 1,0 g de bromuro de cianfgeno en agua, a la tem-
peratura ambiente. El pH de la ﬁezcla se ajusta inmediatamen-
te a 11,0 aproximadamente con hidrdxide sbdico 2N y se man-
tiene a este pH durante 6 a 12 minutos mediante la adicidn
controlada de hidrdxido s6dico 2N. Después de haberse esta- -
bilizado el pH a 11 aproximadamente, la mezcla se deja en
reposo durante 5 a 10 minutos més, antes de lavar la matriz
celuldsica activada con 1,1 litros de bicarhonato s&dico
0,1N a 4°C para separar el exceso de bromuro de cianbgeno.

La matriz celulbsica activa@a, lavada a fondo, se sus-
pende dequés en 10 ml de bicarbonato s6dico 0,1N y se aha-
den a la misma alrededor de 47 mg de y-globulina anti-conejo
de cabra en 1,3 ml de bicarbonato sddico 0,1N. Despuds la
suspensién se mezcla a la temPeratura ambiente durante la
noche. . .

' Al dia siguiente, el combinado inmunoguimico se lava
con 600 ml de bicarbénatp sédico 0,1N y 100 ml de tampén de
barbital (pH 8,0) que contiene 0,1 % de gelatina. Finalmente
elicombinado se suspende en unos 16 ml del tampdn de barbital
anterior conteniendo gelatina.

EJEMPLO 3
Unos preparados en fase sdlida de celulosa microcrista-

lina activada, obtenidoé en los'Ejémplos 1y 2, se valoran
frente a'Y—globuliné de conejo marcada con 1251 como sigue:

200 2 - tampdn de barbital a pH 8,0, conteniendo 3,5 % de

ABS
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100 A - yY-globulina de conejo marcada con I contenjen-

do 0,1 % de suerc de conejo normal
100 A - tampbn de barbital a pH §,0
200 A - preparado de segundo anticuerpo en fase sélida

Todos los tubos se incuban a la temperatura ambiente
duraﬁte media hora con sacudidas y posteriormente se centrify
gan durante 20 minutos a 1000 x g.

Las unidades de actividad se calculan a partir de la
dilucidn méxim%, es decir, titulé, del segundo anticuerpo cn
fase sblida que da lugar a la mixima combinacidén de antigeno
marcado., La fbrmula utilizada para calcular las unidades de

actividad es la siguiente:

volumen total de prepa
x rado de anticuerpo en =
fase sblida

1 .
e Unidades de
titulo actividad

tamano de la muestra

donde el tamafio de la muestra en nuestro ejempla es 2001
(0,2 ml) y donde el volumen total del preparado de segundo
anticuerpo en fase sdlida es 10 ml. Como estos titulos se rea-

lizaron en presencia de 100X de suero-de conejo normal al

0,1 %, en realidad se buscan las grandes diluciones de segun-~

do anticuerpo en fase 'sélida capaces de combinar alrededor de
1 microgramo de 'y-giobuiina de conejo. Los resultados de es—'
tSé>célculos se encuentran en la Tabla I. Como indica clara~
mente esta Tabla I, el titulo del antisuero anti-conejo de
cabra copulado a la celuiosa derivatizada con ADM es muy supep
rior al cofrespondiente preparado de celuloéa microcristalina
copulado con bromuro de ciandgeno (CNBr).
EJEMPLO 4
La celulosa derivatizada preparada en el Ejemplo 2, y

125

la.versién SDM del Ejemplo 1 se valoran frente a I-tiroxi~-
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lida que da la méxima combinacidn de tiroxina marcada.
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l

i.
na eﬁ presencia de alrededor de 1 microgramo de Y-globulina
de conejo como sigue:

2b A - tampdn de barbital a pH 8,0 conteniendo 3,5 % de

- .

ABS
125

’
-~ e

100 A — I-tiroxina en tampdn de barbital a pH &,0 @on-

f

teniendo 2 % de ABS

100 XA - antisuero de conejo frente a tiroxina, a una dilu-
!

|

cién de 1lporl000 en tampdn de barbital a pH:@}O
200 A - preparado de segundo anticuerpo en fase sélid%.
Todos los tubos se incubaron.a la: temperatura giuiiente
durante una media hora con sacudidas y posteriormente se ¢en-
trifugaron durante 20 minutos a 1060 x g. Después los pre-
cipitados'se suspendieron en 1,0 ml de tampdn de barbital a
pH 8,0 conteniendo 2 % de ABS y se centrifugarén durante 20
minutos a 1000 x g. En estos experimentos, la tiroxina marcas

l

da:es inmunolégiqamente combinada a sus anticuerpos especifit
co; que estén presentes como fraccién de aproximadamente un
microgramo- de - Y-globulina de conejo. Asi, en este ejemplo,
es posible medir indirectame;te las unidades de segundos anti

cuerpos combinados a la matriz celuldsica, calculando la mé-

xima dilucidn de preéarado de segundo anticuerpo en fase sb6-

La Tabla I contiene los resultados de estos aﬁélisis.
Como pone de manifiesto claramente la Tabla I, los experi-
mentos con SDM se comparan favorablemente con los datos obte-
nidos con ADM y ambos preparados superan con mucho a sus co-
rrespondientes controles con bromuro de cianbdgeno. También
se obtienen mejoras similares en la cantidad de unidades de
actividad recuperadas cuando los nuevos combinados inmunogui-

micos de esta invencidn contienen anticuerpos primarios en
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.

lugar de anticuerpos secundarios.

Por lo tanto, los nuevos combinados inmuncguimizos po-
sitivamente cargados de esta invenci®n, conteniendo imido—
Esteres bifuncionales como agentes copulantes, deben consi~
derarse como una marcada mejora sobre los combinados inmano-
quimicos de la técnica anterior utilizados en los procadi-

FOER L)

mientos de inmunoanidlisis.

At e g e i,
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*A.

**B.

Soporte

1 g de celulosa
na activada con
ciandgeno

1 g de celulosa

na activada con

dimetilo

1 g de celulosa
na activada con
ciandgeno

1 g de celulosa

na activada con
de dimetilo

*A ~ gamma-globulina de

**%B - tiroxina marcada con

microcristali-
bromuro de

microcristali-
adipimidato de

microcristali-
bromuro de

microcristali-
suberimidato

conejo marcada
1251'

TABLA I.

«««««

Concentracidn de -proteinas
de la fraccidn de 7v-gloim
lina que contiecne anticuerps

47 mg de Y¥globulina amti-
conejo de cabra
47 mg de _¥~globulina anti-
conejo de cabra

40 mg de y-glebulina anti~
conejo de cabra

)

40 mg de YHgiaﬁulina anti-
conejo de cabra

con 125I



TABLA I.
"—“—"‘"—T»‘V’”
ncentracidn’ de- P"ote nas
la fracci®y® ae Y ~gloibu
na que com.lule antlcuer’pq “Titulo

~

Unidades de acti
vwad recul,u-aaa

7 mg de Y—’g}l’obulina amti- 1,2.3
onejo de cabral, :

7 mg de ._“"{:gibbulina amti- 1/16,5
onejo de cabra -

0.mg de ¥ -:r;'L,nbullna anti- '1/3,2
onejo de Cab‘ra- T X

’7

0 mg de Y-c;]zr}}’pullna anti- 1/16
onejo de cabra :

1251_

115

160

800

Porcentaje de

aumen

actividad rccupera

+o

738

500

de la

I
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EJEMPLO 5

Se anaden 9 g de celulosa microcristalira Tipo 50 (ta-
mafo medio de particula 50 micras) a 30 ml de una solucidn
de &cido clorhidrico 6N y la mezcla se agita durante 4 horas
a la temperatura ambiente. Transcurridas las 4 horas de reag
cibn, la mezcla se neutraliza con una solucidn 6N de h:drdxi-
deo sddico y la celulosa hidrolizada se lava con 1200 ml de i
agua. La celulosa empaguetada se lava de nuevo con 302 ml de

-

metanol seguidos de 100 ml de éter dietilico.- El residupigé;

lificado se suspende en 100 ml de &ter y se seca a presifn
reducida.

Se repite varias veces el Ejemplo 5, siendo la @nica mor

=

dificacidn el tiempo de reaccidn. Eéte Gltimo servaria desde
4 horas a periédos de 6, 24 y 64 horas. El examen microscépi-
co descubre que la celulosa microcristalina Tipo 50 que ha
sido hidrolizada durante 4 y 6 horas presenta una longitud
media en mojado de 15 a 20 micras aproximadamente y la que
ha sido hidrolizada durante 24 y 64 horas presenta una longi-
tud media en mojado de 10 a lé micras aproximadamente.
" EJEMPLO 6

Se afiaden 3 ml de epiclorhidrina a una mezcla de 6 g
de celulosa microcristalina Tipo 50 en 30 ml de hidrdxido s&-
diéb 1IN, con intensa agitacién a lé temperatura ambiente. Al
cabo de 2 horas, se elimina el exceso de epiélorhidrina lavant
do con 1 litro de agua. La matriz celuldsica activada y lava-
da se suspende después en-60 ml de una solucibn acuosa al
50 % de dimetilformamida. A esta matriz activada en suspen-
sidén se afladen 0,85 g de 1,6-hexanocdiamina. Se deja que la
reaccidn transcurra con agitacién durante 2 horas a la tempe-

ratura ambiente y después el exceso de 1,6-hexanodiamina se
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elimina por lavado con 1 litro de una solucidn acuosa al 50 %
de dimetilforﬁamida. Después de lavgr cen 1 litro de hizarbor-
nato sddico 0,1M, la matriz celulfsica derivatizada se sus-
pende en bicarbonato sédico 0,1M para dar una mezcla i.i de
matriz derivatizada y bicarbonate sédico.

Se disuelven 0,80 g (3 milimoles) de suberimidat: de
dimetilo (SDM) en 0,6 ml de solucidn fria de hidrdxido s3di-
co 5N, agitando a 4°C. Después de afiadir bkicarbonato addico
0,1M frio, el pH se ajusta a 8,5 con hidréxido sédicc 1IN A
esta solucidn se afaden 6 ml de bicarbonato s&dico 0,1¥ con-
ten;endo de 0,8 a i,O_g de celulosa derivatizada y la mezcla

se hace: girar a 4°C durante 2 horas.

1
y -

Déspués de eliminar el exceso de SDM, la matriz celu-
lésic? aerivatizada copulada se suspende en 9 ml de bicarbona
to'sééico 0,1M (4°C) vy 1,3 ml de Qna fraccibén de Y -globulina
anti-conejo de cabra (36 a 38 mg/ml)’en bicarbonato sbdico
0,1M (4°C) y la mézcla ge hace girar en un-recinto frio. El
anticuerpo secundario inmovilizado se lava después a fondo
con bicarbonato sédico 0,1M y.finalmente se-suspende en tampdn
de barbital,-pH 8,7, que contiene 0,1 % de gélatina, para dar
un volumen final de 25 ml.

y Se re@ite el Ejemplo- 6, modificando solamente el tamafio
deila celulosa microcristalina utiiizada. Los otros tamanos
de celulosa microcristalina empleados son celulosa microcris-
talina Tipo 20 y celulosa microcristalina Tipo 50 que han si-
dorhidrolizados durante, 4, 6, 24 y 64 horas.

EJEMPLO 7
Se agrega 1 g de celulosa microcristalina Tipo 50 a una
solucién de 1,0 g de bromuro de ciandgeno (CNBr) en agua, a

la temperatura ambiente. Inmediatamente se ajusta el pH de
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.
la mezcla a 11,0 aproximadamente con hidrdxido sédico 2N y
se maptiene a eéte ﬁH durante 6 a 12 minutos mediante lz adi-
cidn éontrqlada de hidrdxido sédico 2N. Después de que ¢l pH
se ha estabilizado a 11 aprceximadamente, la mezcla se duja
en reposo durante 5 a 10 minutos m&s antes de lavar la ma-

triz celulbsica activada con 1,1 litros de bicarbonat~ =3di-

c¢o 0,1N a 4°C para eliminar el exceso de CNBr. 1

t
¢

La matriz celuldsica activada, bien lavada, se 3usp§n-
de después en 10 ml de bicarbonato sédico 0,1N y se afader
unos 47 mg de y-globulina anti-conejo de cabra en 1,3 .l
de bicarbonato sddico 0,1N. Después la suspensidn se mezclh a
la temperatura ambicnte durante la noche.

Al dia siguiehte, el combinado inmunoquimico se lava
con 600 ml de bicarbonato sédico 0,1N y 100 ml ae tanpdén de
barbital (pH 8,0 ) conteniendo 0,1 % de gelatina. Finalmente,
el{combinado se suspende en el tampdn de barbital conteniendo
gefatina anterior para dar una solucidn final de- 25 ml.

| Se repite el Ejemplo 7 moaificando solamente el tamafio
de la celulosa micrdcristalin; utilizada. Los otros diversos
tamanos de celulosa micrdcristalina empleada son celulosa mi-

crocristalina Tipo 20 y celulosa microcristalina Tipo 50 que

han sido hidrolizadas durante 4, 6, 24 y 64 horas.

\

EJEMPLO 8
Unos breparados s6lidos de segundo anticuerpo de celulo-
sa microcristalina Tipo 50, obtenidos en los Ejemplos 6 y 7,

se valoran frente a 125

I-tiroxina en presencia de alrededor

de 1 microgramo de gamma-globulina de conejo, como sigue:
20 A~ tampdn de barbital a pH 8,0 conteniendo 3,5 % de
| ABS '

100 A - 125

I-tiroxina en tampdn de barbital pI 8,0 contenieg
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do 2 % de ABS

100 A - antisuero de conejo frente a tiroxina a una dilu- ..

cidn de 1/1000 (conteniendo alrededor de 1 miéngEa-

mo de IgG de conejo)

. s

200 A - preparados de segundo anticuerpo en fase séiiﬂhl.;

» PR

-

En los experimentos donde los reactivos son agitudos,

cada tubo se incuba a la temperatura ambiente durante redia
hora con sacudidas y posteriormente se centrifuga duranté l
20 mlnatos a 100 x g. Los precipitados se suspenden en 1,0 mﬂ
de tampén de barbltal, pH 8,0, conteniendo 3,5 % de ABS y

se centrifugan de nuevo durante 20 minutos a 1000 X g. Sin
embarge, en los experiméntos donde los reactivos nc se agi-
tan, cada tubo se incuba a 37°C durante media hora y antes
de la centrifugacidn, se afiade 1 ml de tampén de barbital

a pH 8 conteniendo 3,5 % de ABS, fosteriormente ¢ada tubo se
centrifuga a 1000 x g durante 20 minutos,

En estos doé tipos de experimentos, la tiroxina marcada
estd inmunoldgicamente combinada a sus anticuerpos especifi-
€Os gue se encuentran presentés como fraccidn de aproximada-
mente 1 microgramo de gamma-globulina de conejo. Asi, es po-
sible medir indirectamente las unidades de segundo anticuerpo
cqmbinadas a las diféren£es matrices celuldsicas calculando
léEdilucién méxima de cada uno de los preparados de anticuer-
pos precipiténtés en fase sdlida para dar la mixima combina-
cidn de tiroxina marcada.

Las ﬁnidades de actividad se calcularon como se ha des-
crito anteriormente, a éxcepcidn de que el volumen total de
preparado de anticuerpo secundario en fase sdlida es 25 ml.

Los resultados de estos cdlculos se encuentran en las Tablas

II y III. Como se observa claramente en las Tablas II y III,
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|
el;tiéuio del antisueré anti~conejo de cabra copulado a la
celulgsa derivatizada con éDM, finamente dividida, es wuy s~

i
perior al del corresﬁondiente preparado copulado con CNBr
de celulosa microcristalina finamente dividida. De hecho, el
titulo de .dicha celulosa derivatizada con SDM, finaméhté’divi—

dida, que no ha sido sometida a sacudidas, es incluso usupe-

rior al de los preparados copulados con CNBr sacudidcs.
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Soporte

Concentracién de proteinas . de ™’
la fraccidn de gamma-globl.llr‘a
que contiene el anticuerpo

- 37 =

TABLA IT '

EER I

e

_ Tftulo con
- sacudicdas

1 g de celulosa microcristali-
na Tipo 50 activada con CNBr

1 g de celulosa microcristali-
na Tipo 20 activada con CNBr

1 g de celulosa microcristali~
na Tipo 50 hidrolizada con
dcido durante 4 horas y
activada con CNBr

1 g de celulosa microcristali~
na Tipo 50 hidrolizada con
&cido durante 6 horas y
activada con CHBr

1 g de celulosa microcristali~
na Tipo 50 hidrolizada con
&cido durante 24 horas y
activada con CNBr

1 g de celulosa microcristali~
na Tipo 50 hidrolizada con
Fcido durante 64 horas y
activada con (NBr

A

47 my de gamma-globulina antl—

conejo de cabra

n

Y

>
‘« -

vy -

RS ]

.2 1/5

- v
[N

1/5,5

.’ 1/1,6

;‘- 1/3,7

t

C

-
T
s



TABLA IT .. . . S -1
A cas . . Unidades de Unidades cpn
> proteinas de ;" " - Pnidades de acti Jactividadre sacudidas .,
yamma-globulina * Titulc con vidad recuperadas Titulo sin tuperadas = Unidades sin
anticuerpo _  .l.sacididas agn sacudidas sacudidas sin sacudidas sacudidag
a-globulina anfi- " '1/1,6 .. o212 0 0o 0
ra : P ; . . : .- R
" T TIL/3,7 ©462 1/1,6 200 43,29 %
S N ~ ’
" sannr - <
N4 O 625 1/2,9 © 362 57,92 %
vioo T )
" v L5 e 1/2,9 362 57,92 %
o S V- 625 1/3,4 425 7 68,00 %

o 15,5 - 688 1/3,4 425 61,77 %
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Soporte

1 g de celulosa microcristalina
Tipo 50 activada con SDM

1 g de celulosa micrecristalina
Tipo 20 activada con SDM

1 g de'celulosa microcristalina
Tipo 50 hidrolizada con
gcido durante 4 horas y ac
tivada con SDM -

1 g de celulosa microcristalina
Tipo 50 hidrolizada con &ci
do durante 6 horas y acti-~
vada con SDM

1 g de celulosa microcristalina
Tipo 50 hidrolizada con &ci.
do durante 24 horas y acti
vada con SDM

1 g de celulosa microcristalina
Tipo 50 hidrolizada con &ci
do durante 64 horas y acti
vada con SDM
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PABLA III

Concentracién de proteinas de.
la fraccidn de gamma-glcbuiina
que contiene el anticuerpo

Titulo con
sacudidas

49 mg de gamma-globulina anti-
conejo de cabra i

y 2 0°

>
" " 2,

1/5

1/11,5

1/11,5

1/11,5

1/11,5

1/11,5

lew 0
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TABLA ITI

-

Unidades de Unidades de  Unidades con

o0

ogede profefz;iiig& Titulo con actividad re actividad re sacvdidas
'.e elgalanut“aicge vy sacudidas cuperadas con Titulo sin cuperada sin  Unidaces sin
: TPO . e, ] sacudidas sacudidas sacudidas sacudidas
wma—glabulina antim 1/5 750 1/2 250 33,33 %
le cabra : ' .

mooh a5 1438 1/5,1 638 44,37 &

" L. 115 13 1/7,0 e75 €0,85 2

u 111,50 1438 1/7,0 875 60,85 %

i _ 1/11,5 1438 1/7,0 875 60,85 3

o°

' }‘ " : 1/11,5 1438 ) 1/7,0 875 . 60,85
1]
1
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Soporte

TABLA IV

a2
-

Con sacudidas

&in 3sacudide

Unidades de actividad =~ R Unidace:s

de act
SDM

Celulosa microcristalina Tipo 50
Celulosa microcristalina Tipo 20

Celulosa microcristalina Tipo 50
hidrolizada con &cido durante 4 horas

Celulosa microcristalina Tipo 50 hidro
lizada con dcido durante 24 horas

Celulosa microcristalina Tipo 50 hidro
lizada con &cido durante 64 horas

por SDM N X _
Unidades de actividad ° Unidade:s de act
por CNBr s poir CNBr
750/212 = 3,54 . 250/0 = indef:
1438/462 = 3,11 638/207 = 3,1¢
1438/625 = 2,30 . 875/362 = 2,4
1438/625 = 2,30 +,,. 875/425 = 2,0¢
i T
1438/625 = 2,09 . §75/425 = 2,0¢
' TABLA V

Sueros de control

de la tirotrcpina hu-
mana  (ndcro-unidades
intermacionales/ml)

* Tos valores entre paréntesis son los cbtenidos ¢

|
|

!

\
X

Suero de con 4 St
. : Suero de con trol triyodo Suerc de
Tiempo de i‘fiodfe S0 trol tiroxi- tiromna contrl
anil?/%(s: SeCBetiian ~ na Beckman  Beckman TSH B=cknen
Digoxina (ng/ml) 1/2h 2,75(2,0-2,7)% - - .
Triyodotironina 2h - 86 222 85
(ng/dl) (90-110)  (165-225) (70-90'
Tiroxina (pg/dl) /2 h ’ - 12,3 .- 5,0
. {12-20) (6~7
Hormona estimulante 6h - - - 77,4
(40-75)

on el métcdo convencicnal de &ble ant
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A
2 i sacudidas U
vidad ) »Unidadess de actividgd 3 - ' Unidades de actividad por ‘SoM -
, poX SDM T sin sacudidas o
vided - Unidacders de activided . Uhidades de actividad por CHBr
RN pox CNBr . con sacudidas
7 950/0 = indefinido |’ 250/212 = 1,18 :
‘,’-:-, 3 . . T ., 1
T 6387200 = 3,18 ' . 638/462 = 1,38 5
J 815/362 = 2,42 T 875/625 = 1,40
+, 875/425 = 2,06 | . £75/625 = 1,40
L g75/425 = 2,06 " 875/625 = 1,27
3[A V
Sueros de control
2ro de con Suero de con-
ol triyods Suero de  trol TSH Beck
ronina contr?l man, diluido Iederle Iederle Ortho Ortho
ackman TSH Backwen 1/2 I II I iz
S - - . 1,44 »6,0 0,62 4,25
o (0,94-1,73) (0,6-1,2) (3,2-5,2)
' ; 474 - -
222 85 - 116 .
j5-225) (70-90" | (98-118) (409-437)
16,1 - -
- 5 ¥ 0 - '7 ,2 !
(6-7) (6,4-9,6) (13/6-22)
- 77,0 35,2 3,7 2,6 7,2 32,2

(40-75) . (3-4) 2,3-295) (3,9-7,9) (23-39)

5 convencicnal de @ble anticuerpo.
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_Tipo 50 gue ha sido hidrolizada durante 4 horas o més. El

Se repitid el Ejemplo 8 pero variandec el tamaiie de la
celulosa microcristalina. Esta variacidn, como antes.implicd
el uso de celulosa microcristalina Tipo 20 y celulosa micro-

cristalina Tipo 50 que han sido hidrolizadas durante 4, §,

24 y 64 horas. Los resultados de é€stos ensayos se encuchiran

-

PRy

también en las Tablas II y III. -

s e

El examen de la Tabla II revela varios hechos. En 1a Got
lumna titulada "Unidades de actividad recuperada con sadifii-
das", como el vial estd siendo sacudido, todos los tamaﬁogfﬂé

matriz deben estar igualmente mezclados e igualmente suspen-

diqos y por lo tanto la exposiéién del segundo anticuerpo com

binado covalentemente con CNBr al antigeno es la misma. Sia
' ; :
, .

embargé, es evidente que el tamaiio de la matriz influye so-
bre lﬁ'actividad biolbgica del segundo anticuerpo covalente-
mente copulado con CNBr. Esta colﬁmna indica tres agrupamien-
tos bésicos, a saber, celulosa microcristalina Tipo 50, ce-
lulcsa microcrisﬁalina Tipo 20 y celulosa microcristalina
hecho bésico de dicha columna‘es gue no se puede recuperar
mis actividad sacudiendo una matriz activada con CNBr que la
recuperada utilizando una celulosa microcristalina Tipo 50
que ha sido hidrolizada durante 4 horas.

\'\ En la columna titulada "Unid&des de actividad recupera-
das éin sacu&idas“, entran en juego la capacidad de suspensid
de una particula y, por lo tanto, el tamano de la matriz, -
asi como la actividad bioldgica del segundo anticuerpo cova-
lentemente copulado. En esta columna se encuenﬁran cuatro
subdivisiones,' a saber, celulosa microcristalina Tipo 50,

celulosa microcristalina Tipo 20, celulosa microcristalina

Tipc 50 que ha sido hidrolizada durante 4 y 6 horas y celulo-

RPN AP
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P
i

sa mfcrocristalina Tipo 50 que ha sido hidrolizada durante

24 y 64 horas, encéntrandose la actividad biclégica méxima

en el!ﬁltimo_grupo. ‘
ﬁna comparacidn similar de la Tabla III pone de-mapifiei

to la sorprendente mejora de los nuevos combinados inmanoqui-

1

micos de esta invencidn sobre los combinados inmunoquimitos

de la Tabla II. La columna titulada "Unidades de activiﬁad
i

recuperadas con sacudidas" contiene dos subgrupos bédsicos:

en lugar de los tres gue aparecen en la Tabla II. Es decil,

.

la celulosa microcristalina Tipo 50 difiere de la celulos

0 fit

microcristalina Tipo 20 y mis pequefia. Esta diferencia implisg

ca que no se puede obtener mis actividad bioldgica que la
recuperada cuando se utiliza una celulosa microcristalina
Tipo 20. Sin embargo, cuando se examina la colﬁmna tituladsa
"Unidades de actividad recuperadas sin sacudidas", se obser-
vaique la columng estd dividida en tfeé grupos, a saber, ce-
lulosa microcristalina Tipo 50, celulosa microcristalina Ti-
po 20 vy celulosa-microcristalipa Tipo 50 que ha sido hidroli-
zada durante 4, 6, 24 o 64 ho;as. Por lo tanto, puede deduciy
sé que, cuando se utiliza dna celulosa microcristalina o un
polisacdrido similar con.una-dimensién maxima de 18 micras o
menos, el tamafio de la matriz no es un factor limitante en
laldeterminacién de las cantidades de actividad recuperadas.
Ademds, puede observarse que, aunque no se obtenga el grado
de activi@ad presente cuando se sacude, las uqidades de acti-
vidad recuperadas sin sacudidas, utilizando cualquiera de
los nuevos combinados ihmunoquimicos de esta invencidn, supe-
fan con mucho al ntimero de unidades de actividad recuperada

sacudiendo cuando se utiliza un anticuerpo directamente copu-

lado a una matriz mediante el proceso con CNBr. La razén de
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esta amplia mejora es que los combinados de esta invencidn
sitfian efectivamente el anticuerpo a una distancia separa-
da de la superficie de la matriz y con ello reducen el efec-

to y la influencia del tamafio de la matriz sobre la reatlidn

biolégica. Ademis de separar el anticuerpo de la superiicie

de la matriz, esta invencidn tambidn copula el anticuerpd a

oA

una matriz derivatizada mediante un agente copulante que, *
como se ha indicado anteriormente, en la mayoria de los ca~
sos no afecta advérsamente a la actividad inmunoldgica de
dicho anticuerpo.

Ademds de todo lo anterior, la mayor eficacia de losn_i
nuevos combinados inmunoguimicos de esta invencidn pérmité“
utiiizar mayores tamafios de matriz en un brocedimiento no
agitado, permitiendo con ello emplear un dispositivo de cen-
trifugacidn menos potente. La posibilidad de utilizar una cep
trifuga menos potente es importante ya que, trabajando con
los nuevos combinados inmunolégicos de esta invencidn, aho-
ra pueden utilizarse centrifuggs convencionales de laborato-
rio y evitar asi el elevado éasto en que se incurriria sin
se deseara practicar un método de la técnica anterior como
el de Chan y colaboradores.

Como se obgserva espectacularmente en la Tabla IV, se
oﬁtiene un aumento del orden del 27 al 40 % utilizando los
nuevos combiﬁados inmunoquimicos de esta invencifén en un pro-
cedimiento no agitado sobre el procedimiento agitado cuando
el anticuerpo es directamente coéulado a una matriz mediante
el proceso con CNBr.

In la Tabla V se compara la eficacia de emplear los nue-
vos combinados inmunoquimicos de esta invencidn con el mé&to-

do convencional del doble anticuerpo de la té&cnica anterior,
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!

en diversos ensayos dé inmunoanélisis; Como se observa en la
Tabla!v, los resultados oﬂtenidos utilizando el nuevo método
v losinuevos combinados inmunoquimicos de esta invenciénipueu.
den compararse favorablemente con el método de la técnica

anterior que utiliza el procedimiento convencional de dgble
anticuerpo. Se observard que el RIA de la tiroxiha mediénte
el método convencional de doble anticuerpo dura unas ZJHOFas
mientras que un RIA empleando los nuevos combinados inmuﬁ%~
quimicos de esta invencidén solamente dura media hora. ‘

|

Se afiaden 3 ml de epiclorhidrina a una mezcla de 6 g \de

EJEMPLO 9

celulosa microcristalina Tipo 50 (tamafio medio ae particula
50 micras) en 30 ml de ﬁidréxido sbédico 1N, con intensa agi-
tacién a la temperatura ambiente.'Al cabo de 2'hdras, se se-
para el exceso de epiclorhidrina lavando con 1 litro de agua,
La matriz celulés;ca activada lavada se suspende despuds en
60‘ml de una solucién acuosa al 50 % de dimetilformamida. A

esta matriz activada en suspensidn se afiaden 0,85 g de 1,6~

hexanodiamina. Se deja que la %eaccién transcurra con agita-
cién durante 2 horas a la tempera%ura ambiente y después se
elimina el exceso de.i,GThexanodiamina lavando con 1 litro
de una solucidn écuosa al 50 % de dimetilformamida. Después
déwlavar con 1 litro de bicarbonato sédico 0,1M, la matriz
celuldsica derivatizada se suspende en bicarbonato sédico
0,1M para formar una mezcla 1l:1 de ﬁatriz derivatizada y bi-
carbonato éédico. .

Se disuelven 0,80 é (3 milimoles) de suberimidato de
dimetilo (SDM) en 0,6 ml de solucidn de hidrdxido sédico
5N fria, agitando a 4°C. Después de aﬁadi£ bicarbonato sddico

0,1M frio, se ajusta el pH a 8,5 con hidrdxido sédico 1N. A
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esta solucidn se aﬁadén 6 ml de bicarbonato sédico 0,1M con-
teniendo de 0,8 a 1,0 g de celulosa derivatizada y la mez-
cla sé hacg girar a 4°C durante 2 horas.

Después de separar el exceso de SDM; la matriz celuald-
sica derivatizada copulada se suspende en 9 ml de bicafgéﬁa—
to sédico 0,1M (4°C) y 1,3 ml de fraccidn de.gamma—globdii~
na anti~conejo de cabra (36 a 38 mg/ml} en bicarbonato éééi-
co 0,1M (4°C) y la mezcla se hace girar en un recinto frigl
El segundo anticuerpo inmovilizado se lava despu&s bien .cen-
carbonato sbdico 0,1M y finalmente se susbende en tampéniﬁé%
barbital, pH 8,0, que contiene 0,1 % de gelatina, para dar,i
un volumen final de 25‘ml. .

EJEMPLO 10

Procedimiento para la preparacidn de las columnas

~ Lavar previamente cada columna vacfa con 1 ml de tampdn
de barbital que contiene 0,1 % de gelatina y 2 % de ABS. En
“ubos distintos,-lavar celulosa fibrosa y celulosa microcrissy
talina Tipo 50. Centrifugar las fracciones celuldsicas y pres
parar mezclas 1:1 (en volumeﬂ) de éelulosa fibrosa/tampdn
y celulosa microcrisfalina/tampén, donde dicho tampdn es un
tampdn de barbital gue contiene 0,1 % de gelatina. Después
agregar volGmenes iguales de las mezclas de celulosa fibrosa
yabelulosa microcristalina para formar una mezcla final que
puede ser utilizada como soporte para todas las columnas. Ca-
da columna contiene el equivalente de 1,4 ml de la mezcla
anterior ﬁés 200 A de la dilucibn apropiada de anticuerpo prg-
cipitante en fase s6lida. Esto da un volumen de retencidn de
300ul. A continuacidn, cada columna éargada es prelavada con

1 ml de dicho tampbn de barbital conteniendo 0,1 % de gelati-

I

na y 2 % de ABS. Después se cierran las columnas para su alma
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anteriores se encuentran en la Tabla VI.

! - 45

cenamiento,
EJEMPLO 11

ﬁl RIA primario se realiza en un volumen final de 400 A
en un lugar alejado de la columna. La reaccidn primaria pue-~
de ser efectuada durante 0,5 a 5 horas, preferiblemente 0,5
a 1 hora. Después se aplica una parte alicuota dela mezcla
de reaccibén primaria (300)) a la column2 de segundo anticuert
po en fase sélidaf Esta mezcla se déja incubar durante un pe+t
riodo de 0,5 a 1 hora. A continuacién la columa en fase sé-
lida se lava con 1 a 3 ml de dicho tampdn de barbital conte-
niendo 0,1 % de gelatina y 2 % de ABS para separar las frac-
cioneg libres de las comb;nadas.'La columna que ahora sola-
mente tiene las fracciones combinadas se tapa y se cuenta.

Los datos obtenidos realizando varios enséyos de acuer-

do con los procedimientos generales descritos en los ejemplos
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TABLA VI

Tiempo de andlisis Tiempo de incu
primario a 37°, le bacitn a la tem...+»
jos de la columna, peratura ambien

horas teen la columa - -
horas Ilederle T Iederl
Digoxina (ng/ml) 1/2 1/2 201,23 z
-(9,8-1,3)* (3-:
Tiroxina (ng/dl) 1/2 1/2 ~.'8,33 1
. (6,4-9,6) (13,
Triyodotironina .} 2 1/2 110,60 £
{98-118) (408
Hormona estimulante de la 5 1 . -

tirotropina humana (mi- i-
crounidades internacion_a_i_ ’ -
les/ml) '

* Tos valores entre paréntesis son los obtenidos con el método convanci
Tiempo de andlisis Tiempo de incubacifn  Suerc
primario a 37°, lejos a la temperatura am- triyc

de la columa, horas biente sobre la colum E
na, horas
Digoxina (ng/ml) 1/2 : 1/2
Tiroxina (ug/dl) 172 : 1/2
Triyodotironina (ng/dl) 2 1/2
(16
Hormona estimulante de la 5 1

tirotropina humsna (mi-
cre-unidades internaciona
les/ml)



TABLA VI
Sueros de control )
o de incu
nalatem,,.* Suero de con  Suero de Svero de control
ura ambien ,, ' trol de ti=  control 1SH Beckman, di-
la columa- - ; roxina Beck Back- luido a 1/2
oras Iederle I Iederle IT __man _man
/2 221,23 3,48 - . - - -
<{0,8-1,3)* (3-3,8)
/2 *7g,33 17,37 20,05 7,58 -
(6,4-9,6) (13,6-22) (12-20) {6-7)
/2 ,110,60 517,57 106,70 93,45 -
198-118)  (409-457): (90-110) (70-90)
L T - e - 59,36 30,92
(40-75)

los con el m&todo convancional del doble anticuerpo.
Suerog de control

Tiempo de incubacitn Suero de ccontrol

a la temperatura am- triyodo-tironina
biente sobre la colum Beckman Ortho T Ortho IT
na, horas
1/2 . - - -
1/2 - - -
1/2 245,06 ‘ - -
(165-225)
1 - 7,95 31,63
(3,9-7,9) (23-39)
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En la Tabla VI se comparan la eficacia de emplear los
nuevos combinados inmunoguimicos de esta invencidn en un
anilisis en columna en fase s6lida con la eficacia del mé-
todo convencional de doble anticuerpo de la técnica ante -
rior en diversos engayos de inmunocanélisis. Como indiﬁa ja
Tabla VI, los resultados obtenidos utilizando el nuevo m3-
todo y los nuevos combinados inmunoquimicos en columne en
fase sdlida de esta invencidn pueden compararse favorah:e-
mente con los resultados obtenidos en el método convencio-
nal del doble anticuerpo. .

\ Ademés de presentar todas las ventajas de los proce-

dimientos de inmunoandlisis en fase gblida, el nuevo prole-
diﬁiénto de inmunoandlisis en columna en fase sdlida de es~
ta invencién elimina la necesidad de centrifugar y también
se éresta a la automatizacidn.

Basandose en este descubrimiento, los expertos en los
procesos de inmﬁnoanélisis podrédn introducir otras muchas
modificaciones y ramificaciones evidentes. Todas ellas es-
ta&n comprendidas dentro de los limites de esta invencidn.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberé recaer sobre las siguientes:
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la matriz;

vente, en medio tamponado y haciendo girar la masa de reac

RETVINDICACIONES

1.~ Un método y un aparato inmunoquinico de separacidn de
fracciones libres de lag combinades en un proceso de inmuno
anéliéis,cgracterizado dicho método porque comprende las
etapas sucesivas (e: '

a) hacer reaccionar una natriz rolisacérida con un 26a
tivo activante, a un pH comprendido entre 7,5 y 10,0 aproxi|
madamente, a la temperatura ambiente durante cinco minutes
a cinco horas, para que la matriz se active;

" bj hacer reaccionar la matriz activada procedente de
la etapa anterior con el:&ﬁlédiaminoseparador deseaﬁo, du-
rante una a diez horas aproximadamente en presencia de un

disolvente 7 a la temperatura ambiente ara derivatizar
J )

¢) hacer reaccionar la matriz polisacarida derivaliza-

da procedente de la etapa anteriér con un agenle copulante

bifuncional que es un imido-&ster o una mezcla de imidoéste
res de fdérmula

441;1'32 R

chHCeO—C—(Cﬂz)n—C—O-CeHacH

donde n es un mimero entero de 1 a 6 y ¢ es 1 o 2, cn pre-
sencia de un disolvente, en medio bésico y haciendo girar
la masa de reaccién a 406 aproximadamente, dirante 1 a 5
horas;

d) hacer reaccionar la matriz polisacirida derivetiza-
da copulada procedente de la etapa anterior con una funcidnl

anticuerpo primario o secundario, en presencia de un disol-

2

-

cién durante 10 a 24 horas aproximadamente en un medio frio

para obtener el combinado inmunoquimico deseado; y

)
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e) poner en contébto el combinado inmunoguimico proce-
dente de la etapa amterior con la solucidn que contiene las
fraccionas libres y las fracclones combinadas, mediante la
téenica adécuada, para separar las fracciones libres dc las
combinadas.

2.~ Un método segin la reivindicacibén 1, donde d3cho
conbinado inmunoquimico responde a la férmula:

OH ' *TH
- . ; 2
natriz polisacérida—O—CH2~CH—CH2~NH-(CHZ)m—NH~Cw (CHE)n_

C-NH~anticuerpo
donde m es un nimero entero de 1 a l2.

3.~ Un método segin las reivindicacionés 1y 2, donde
dicha mabriz polisacérida esté seleccionada enbre el ZIUpo
formado por polimeros celulésicos, polimeros de dextrano,
agaross y derivados de los mismos, y m es un nimero enteroc
de 4 a 6 y n es un nimero entero de 4 a 6.

4,~ Un método segin las reivindicaciones 1 a 3, donde
dicho anticuerpo es un anbticuerpo sepundario.

5.~ Un método segin las reivindicaciones 1 a 4, donde
dicha matriz polisacéirida tiene una dimensidn whxima prome-
dia en mojado de 1 a 18 micras.

6.~ Un método segln las reivindicaciones 3 a 5, donde
dicha matriz polisachrida estl seleccionada entre el grupo
formado por polimeros celulésicos y derivados de los mismos
con una dimensidn méxima en mojado de 10 a 15 micras.

7.~ Un método segln las reivindicaciones 5 y 6, donde
en la etapa e) el tubo que contiene dicho coubinado’ permeng
ce esencialmente inmovil durante una etapa de incubacidn.

8.~ Un método segin las reivindicaciones 1 a 4, dounde
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) tra y donde la etapa de reaccidn primasria y deincubacidn

el proceso de anunoanalls 3 es en columna en fase sblida

9.~ Un método.segﬁn la reivindicacidén 8, donde en la

-

etopa e) se lleva a cabo una reaccidn primaria de inmunoanf

lisis iuora de dlchs columna y después una parte alicuoia
@ la mezcla de reaccidn citada se incuba sobre dicha colun
na dé segundo anticuerpo en fase sdlida.

10.- Un método segln la reivindicacidn 9, donde en la
etapa e) hay presente un exceso de,@iChQ segundo'anticuprpo
en la columna en fase sblida. "

"11.- Un wétodo seglin la reivindicacién 8, donde er la
etapa e) las columnas de segundo anticuerpo en fase sélida

v

se caraan con antlcuerpo primario, antigeno marcado y mues-

con elgpreparado sélido del segundo anbticuerpo transcurren
simuiténeamente en el volumen vaéio de la columna.

12.- Un método seglin la reivindicacidén 8, donde en la
etapa e) el anticuerpo primario se incuba en la columna de
segundo amticuerpo en fase sbélida, produciendo con ello unz
columna de anticuerpo primafio y donde d antigeno marcado
¥ la muestra se incuban en dicha columna de amticuerpo pri-
mario. .

13.- Un método éegﬁn,las»reivindicaciones 1l a 12, dond¢
el procedimiento de inmunoan&lisis es un procedimiento de
radioinmunoanélisis.

14,- Un método segﬁﬁ la reivindicacién 1, donde la ma-
triz polisacarida se encuentra finamente dividida.

15.- Un aparato inmuwnoguimico para llevar'a.cabo el mé
todo de la reivindicacidms 1 a 14,que comprende una vasija
reaccidn y una multiplicidad de combinados inmunoquimicos,

donde cada combinado inmunogquimico es el def:nido en la rei
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vindicacidn 1.

16.- Be reivindica por dltimo como objeto sobre el
gue ha de recaer la Patente de Invencibén que se solicita
por: UK METODO ¥ UN APARATO INMUNOQUIMICO DE SERPARACIUN LE

FRACCIONES LIRRES DE IAS COMBINADAS EX UN PEOCESO DE INIUIO
ANATIBIS.

Todo conforme gueda descrito y reivindicado en la pfe—
sente memoria desbriptiva, que consta de cincuenta y una pal

ginas mecanografiadas.

Madrid, 3 de Mayo de 1.977
BE?ﬁARDO UNGRIA
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