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RESUMEN DEL DESOUBRIMIENTO

Una determinacidn de la presencis y cantidad de una
sustancis orglnlca especifica (grupo coordinador) que for
marf un complejo con una macromolécula (anticuerpo) puede
hacerse por medio de un reactive obtenido mediante unién
al grupo coordinader que va a engayarse de una sustancia
quimioluminiscente., La adicidén de una cantidad limiteda -
de une sustancia (anticuerpo) que tiene receptores para -
el grupo coordinador Junto con el grupo coordinador irra=-
diado quimiecluminiscente nl flufdo que va a enwayarse trae
como resultado una reaceidn competitiva entre el grupo «
coordinador presente en el flufdo y el grupo coprdinador
irradiado quimioluminiscente para el nfmere limitado de 1lu
gares receptores, En condicicnes de equilibrio, la canti-
dad del grupo coordinador irradiado quimioluminiscente u-
pida al anticuerpe se relaciona con la cantidad de grupo
coordinador no irradiado existente en la solucién que =e
ensayn, y se determina mediante el aislamiente del anticuexr
po ¥ medicién de su quimioluminiscencia o por ailslamiento
¥ medicién del resto de grupo soordinador irradiado libre.

FUNDAMENTO TE LA INVENCION

1. Terremo de aplicacién de la invencién.-

Los métodos disponibles para la rfpida determinscién
cuasntitativa o cualitativa de sustancias biolégicemente ag
tivas a concentraciohes extremademente bajas, son de un nfi
mero limitado. El diagnéstico del médico acerca del pacien
te o la confirmacién del digendstico frecuentemente impli-
can la deteccidn y/o cumntificacidn de uns o més sustancies
er fluidos corporales tales como la saliva, sangre u orins.

La capacidad pars detectar répidamente en los flufdos cor-
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porales la presencls y cantidades de tales materizles, que
pueden per sintetizados naturalmente por el cuerpe ¢ inge-

ridos, es a menmudo erftica para la vida del paciente. Entre
tales materisles se incluirfsn, pero no se limiterfan a, =-

las hormonas tanto de tipo estercide como polipéptide, prog
taglandinas, toxinas y otras sustancias que pueden estar -

implicadas en las funciones corporales, tales come la tirg

xina, triyoditironina, etec. El método de ensayo, psra ser

ftil al médico, deberf ser capaz de estableser uns diferen

ciscidn entre diferencies extremadamente pequefias en las -

sonsentraciones o cantidades de la sustancia

2, Desgripcién de técnicas enteriores

En el pasado, se ha empleado diversos nétodos para =
el enssyo de los flufdos corporales, notablemente el radio
ensayo, 6l reioinmunoenssyo, la cromatografia de capa fina
y el ensayo de encima amplificado.

El procedimiento del radicinmuncenseyo ha sido deserd
to por Murphy, Journal, Clinieal Endecrinology, 27, 973 =
(1967)s Ibid, 28, 234 (1968), El empleo de la técnica de -
un radlcenssyo o radicinmuncensayo adolece de varias desven
tajas entre las que se encuentran los riesgos asocindos con
o inherentes a las sustancias radicactivas, los problemas
de manipulacidn asociados, la insstabilidad, la necesidad
de un equipo costosc para la realizacidn de los ensayo y -
las dificultades asociadas con la manipulacién y sepsracién
de las formae libre y combinada de la sustaneia irradiada.

Los procedimientos de cromatogralis de cepa fina es~
t&n descritos por Stahl, Thin Layer Chromatogrephy, Sprin-
ger Verlag, New York, 1969.

¥l empleo de métodos dependientes de la cromatografia
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de capa fina para el anflisis de cantidades traza de mate-
riales requiers un alto grado de pericia en la ejecucién -
de la. téenica, una cualificacibén que limita la utilided -
del métode en general, Ademfs,.el método es frecusntemente
demasiade lento eén el desarrollo del ecrcmatograms, es sen-
sible = una variedad de factores interfirientes y adolece
de fluetuaciones en la gama de sus caracteristicas de eje-
cucifn o confiabilidad,

Un enssyo por amplificacién de enzima se describe por
Rubenstein y Ullmen, en la Patente de los Estados Unidos -
ntmerc 3819837. El empleo de esta téonlea requiere la preci
sa y delicada manipulacidn de reeetivos biclégicos de una
naturalesa extremadsmente camplejé, tanto con regpecto a su
preparacién como a su almacenamiento y utilizacién. asf «
pues, en virtud de su somplejidad y susceptibilidad poten-
eisl a las variaciones de las condiciones ambientales, los
ensayos medisnte amplificacién de enzimas no han demostra-
do ser completamente satisfactorios eon respecto a sensibi
1idad y espesifidad.

Por lo tanto, un objetive de la presente invercidn -
es proporcionar un métedo mejorade que detecte y determine
con precisién pequefias cantidades de sustanciss orgénicas
en los fluidos corporales,

Otros objetivos, ventajes y caracteristicas nuevas =
de la invencibn se harén sparentes mediante la sigulente -
deseripeidn euando me considere en conjuncién con los didbuy
Jos scompsafisntes, en los que:

La Pigura 1 es un diagrsma sindptico del procedimien
to de ensayo de la presente invenceibn;

La Figura 2 es un gréfico que muestra el cambic en -
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la setividad gquimicluminiscente en fracoiones sucesivas de
grupe coordinader irradiade en filtraslién de gelsa;

La Figura 3 es una curve standard desarrolleds de a-
cuordo ¢con el prodecimiento del Ljemple Iy ¥

La Pigura 4 es una curva standard dessrrollada de aw-
cuerdo con el procedimiento del Ejemplo II.

SUMARTIO DE Li INVENCION

La presente inveneifn proporeiona al médico y al la=

boratorio clinico resctives y un método Gtil pars la detec
cidn y ensayo de cantidades extremadamente pequefias (del -
orden de 5 -~ 25 ng/ml) de una &mplia gema de compuestos or
ghnicos existentes en los flufdos corporales. Los reactivos
de la presente invenciln se praperan partiendo del compueg
$o orghnico que va a detectarse en el ensayo al fijar al -
nismo un compuesto (tal como el Luminol) que sea capez de
emitir luz., A partir de shore, y dursnte toda la especifi.
cacidén, sl compuesto orgénico gque va a detectarse se hard
refersncia como el grupo ecoordinador, (o grupo coordinador
ne irrsdisde). Los resctivos de la presente invensién son
somplejos formades al hacer reacclonar up grupy ccording-
dor con un compuesto orghnico que tiene el mismo potencial
de luz y al que generslmente se hard referencis en tode eg
ta espescificacién come grupo ccordineder irradiado quinide
luniniscente, ¢ grupo coordinador irradiado.

Fl método de ensayo reivindicade come invencién mia
se baca en una resceibdn inmmolégice competitiva entre un
pntionerpo y el grupo coordinadur. y el grupo coordinsdoxr
vy el cuerpc toordinedor irradiade come se evideneia en 1la

gligulente ecuacibn:



Grupo coordinador //VGrupo coordinador - Antisuerpo
+ Anticuerpoii: _
Grupo coordinador irradiade \\\Grupo-coordinador irradisde - qui
quimioluminiscenta A Vﬁiolnminiscente = Anticuerpo
5 El grupo coordinader presente en el suero del pacien

te, plasma, orina w otro fluido corporal rivaliza con el #

grupo coordinador irradiado quimioluminiscente por el nfme

ro limitedo de reeceptores digponibles con lo cual se redu-

ce lam cantidad~de.grupo coordinador quimicluminiscente uni

10 do al anticuerpos En las condiciones de quilibrio, por le

tanto, el nivel de actividad quimicluminiscente unida se =

relaciona inversamente con la concentracidén de grupo coor-

cinpdor en el paciente como muestra o stendard. Despuez de

una adecuada incubaeién para conseguir el equilibrio, las

15 fracciones libres y unidas se separan, activéndose la frag
¢idn libre o unida y cusntificando su smisidén de luc.

| DESCRIPCION DE LAS MATERIALIZACTONES FISICAS ESPECIA

Esta invencidn proporciona reactiveos adecuados y unm
20 netodo para detectar o ensayar cantldades tan psquefias como
de 5 ~ 25 ng/ml de una afiplia variedad de materiales orgh-
nices al relacionar la presencia de un caso particular des
conocido a lz actividad gquinioluminiscente,
Pueden emplearse diversos métodos pera ensayar una -
2% fmplia variedad de grupos coordinadores., Normalmente, el =
grupo coordinados, el grupo coordinador irradiade quimioln
niniscente y el receptor deberfn ser solubles en el medio
empleadoc. El procedimiento es hacer reaccionsr con un anti
cuerpe adecuado, simulténesmente o en secuencia, el grupo

%0 coordinader y el grupc coprdinador irradiado en condiciones
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gque permitan la reaceidn competitiva entre el grupo coor-
dinasdor irradiedo y el no irradiado en los lugeres recep=-
tores de uns sustancia de unidn hasta gue se produzea el
equilibrio, La sepsracién fisica del grupo coordinador uni
do y el grupo cogordinador irradiade del grupe cooxdinadox
nd unido y el grupo coordinador irradisdo, permite activar
la irradiscifn de cuslquiera de las especies irradadas uni
das 0 no unidas.

En casos especificos, el método de activacién puede
servir como basge para la separacién funcional o diserimina
e¢idn entre el grupe coordinador irradiade quimioluminiscen
te unido y aquella porcién del conjunto del grupo coordins
dor irradimde que no estd asociada o unida a un receptores
En otros cascs la preeisidén puede requerir que el grupo e~
soordinedor unido y el grupo c¢oordinador irradiado unido -
astén fisicamente separados del grupo cocordinador no unido
¥y el grupo uoerdinador y el grupo coordinsdoxr irradiado no
unido,

Al medir la actbividad quimioluminiscente del grupo -
coordinador irradiado, se afiaden el medio sustanclas, que
serfn denominadas activadores. Ia emisién de lux resultan-
te se detecta ¥y registra. Bn la meyoria de los casos, es ~
deseable registrar la fase de emisldn completa o la activi
dad quimioluminiscente total que puede variar desde 100-500
milisegundos & 3=5 minutos & més, Alternativamente, si 1la
gecuencis activacibne-emisién es rfpida, puede ser satisfag
torio registrar la sltura méxima de la emisién. Al medir -
1as caracteristicas de emisifén del conjunto irradiade, pue

de determinarse la cantidad de sustancia irradalda presen~

tér
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Ia eoncentracifn de los grupos eoordinadores irradia
dos quimioluminiscentes utilizados para el ensayo o deter-
minacién puede variar smpliamente ¥y dependerd de una varig
dad de factures tales como la sensibilidad del sistema de
deteceifn y el nfimero de moléeulas quimieluminiscentes 2i-
jas & una moléeula del grupe coordinador, factor gl que a~
qui desde shora en adelante se hard referencia como “rele~
cibn de irradiacisn®. Ademds, la concentracién de la sustan
ein, que va a detectarse o cuantificarse influiré tembien
en los niveles o concentracibn de los reactives empleades
para esa prusba partigular,

No puede fijsrse un limite superior a la centidad de
grupo coordinador que puede determinarse de acuerdo con la
presente envencidn debido a que existen muchas téconices pa
ra la dilueidn o atenuacién del sistema de deteccién de la
seflal que impedirfen la interferencia sl estfn presentes -
excesivos niveles de concentraciones o grupos coordinadores
irradiados. El 1f{mite inferior de las concentraciones de -
grupo coordinador irradiade que puede corrientemente empleap
ge para los ensayos esté limitado finicemente por la cantie
dad minima de sustaneis quimioluminiscente que puede deteg
tarse por los instrumentos de fotodeteccidn, Dado que pue=
den fijarse miltiples moléculas quimioluminiscentes a una
sola moléecula del grupo coordinsdor y se han desarrollado
instruﬁentos de fotodeteceibn que detectarin canvidades ten
pequeling como 10'12 moles de sustancias luminiscentes, el
método de ensayo de la presente invencién tiene una émplia
aplicacibn.

Dentro de determinados 1imites, relatives a las c¢arad
terfsticas fisicas y quimicas del medioc, la natureleza de -
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la activacién y el procesc de separacidn cuanto mayor sea
el nfimerc de moléeulas quimioluminiscentes fijadas a una -
molefula particular del grupo coordinador (la relacibén de
irradiacién) mayor serd la sensibilidad del ensayo. ¥n os-
son teles en los que se desean irradiados miltiples, la fi
jacibn del irrsdisdo puede realizarse directamente por su
combinacién con el grupo coordinador, o alternativemente,-
variag molédculas quimioluminiscentes pueden fijarse primero
& una molécula portaders que esté, a su ves enlazads al fxu
po coordinadore

La sugtancis de unibn deberé ser una que sea especifica pa
ra 6l grupo coordinador, ea decir, capaz de unirse finicamen
te a ese grupo coordinador partiocular y su conjugado irra-
diado quimioluminiscente.

ILa congentracidn de la sustancia de unién emplesda -
para una pruebs particular estard generalmente relaclonada
con la gama de concentraciones del grupe coordinador que =
van @ ensaysrse. En la mayoria de los cases, lsa solucién -
del purpo coordinador puede utilizarse directamente, con ~
1a excepcibn de mguellas situsciones en las gue una ¢oncen
tracifn relativamente elevada del grupo coordinador estd -
presente, In tales circunatancias, la solucibn desconecida
pucede diluirse hasta proporcionar una soncentracidén conves
niente para ¢l ensayo.

Genersimente, las concentraciones de los reactivos,-
con la excepcién de le solueibn del grupo coordenador no i

rradiada, se mantienen gonstantes, Las soluciomes sntlouer.

po gua van a emplesrse pueden adquirirse comercialmente o

prepararse por técnices inmunolégicas conocidas. 5810 se -

requisre un pequefio volumen y se mantiene s las condiclones
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adeguandas de pH, resistencia iénica y la temperatura ade-
cuada pars su setividad. Dos ensayos, generalmente, debe-
rén llevarse & csbo en condiciones de temperaturs moderads
que se extiendan desde 10¢ » 502C, a un pH dentro de la ga
ma de 5 a 10, y mis a menudo de 6 a 9. Las sustenclas amor
tigusdoras mdecuadas para el método de la presente inven-
¢cién son el carbonato, borate, fosfato, (trishidroximetil)
sminometano y el acetato.

Le manera de detectar la actividad del irradiade qui
nioluminiscente puede consisgtir en la deteccidn directa de
la resceién quimioluminiscente por medieién de la liz wisi

ble emitida a la activacidn o la actividad del irradiade -

quinioluminiscente pueds determinarse por métodos indirec-
tos tales como la fluorometria, ILa elecciém de las sondicip
nes especificas a emplear para el ensayo dependeréin de los
requisitos y condiciones especi{ficas implicados. No obstan
te, normalmente, serfn utilizados medios hidrofflicos, par
ticularmente medios mcuosos. Fueden estar presentes otros
1iquides, por ejemplo co-disolventes tales como alccholes,
&teres, cetonas, emidas, etc.; la elecolin particular de - o
las cendiciones e ingredientes del medio dependerén de 1la
composicibn particular de los reactivos que vayan a emplear
se en el ensayo,

Con repecto 2 la composieldn de los reactivos que -
van & utilizarse en el ensayo, deberd observarse gue puede
resultar deseable emplear mfs de un tipe de grupo coordina
dor irradisde o reteptor en la reslizecién del enssyo. El
emplee de varlas soluciones anticuerpo diferentes, por e
Jjemplo, permitir{a examinsr una yariedad de sustencias gi-

multéneamente,
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108 GRUPOS COORDINATORES
hquellos materimles de una naturaleza biclégica, bio

quinica o farmacoldglca que han demostrado ser grupos cool
dinadores adeouados, en la prfctica de mi invencibn, son &
quelloa materiales para los que pusden encontrarse un adee
cuado receptor o agente de unidn que proporcione una espe«
cifidad y safinidad satisfactoria para el grupo coordinador.
Pales coordinsdores para los gue pueden hacerse disponibles
los receptores se extienden desde simples moléeulas, tales
como lag fenilalkilsminas, especisimente la enfetamina, ¥y
los barbiturstos hasta asuellas moléaulas que poséen un e
levado orden de complejldad, por ejemplo las proteinas.

Los anticuerpos capaces de unirse especificamente -
con un grupa coordinador pueden producirse por la introdus
0ién de ese grupo vocordinador (si es antigénico) dentro del
cuerpe ¢ corriente sangufnea de un vertebrado. Ademds, gru
pos coordinadores no-antigdnicos que estin unidos a otras
sustancias que son antigénicas pueden initroducizse en la e
cireulacién o cuerpo de un vertebrado, resultando la produg
¢ibn de anticuerpos a aquel material que tienen lugares re
ceptores para 8l grupo coordinador,

Otra categoria de grupps coordinadores, basados en -
la naturaleza del recsptor, es esa extensa clase de suatan
cias o grupos coordinaderes para los gue estén disponibles
receptores que se producen naturalmente. In tales casos, -
sl receptor me produce en un orgenisme vive y puede aislar
se por slghn método o conjunto de procedimientos en una for
nma especifica para el grupo coordinador. Deberh entenderse
que los materiales de interés biolbgice, bioquimico o far-

nmacoléglco pueden tener receptores que se produszcan natural
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mente ¥y tambien actusr como heptehos cuando se unen a un -
receptor ¢ melSculs portadora, tal como una proteins.

Represententes d¢ los grupos coordinsdorew a las que
puede unirse material guimicluminiscente, por diverses né~-
todos de acuerdo con la presente invencidén, son:

Trogas de Clase I, sus metabolitos o derivadoa ¥ an
logos.

Tsta olmse incluye los alealoldes, por ejemplo, ophe
¢pos, toles como la morfina, herolpa y otros compuestos de

composieidn similar, as{ como los enflogos de estas drogas;

- meperiding y sus anflogosscatecolaminas; barbituratos; gln

tetinida; cocaina y sus metabolitos ¥ mmflogos; difenilhie
dantoina; marijuana, tranquilizantes, por ejemple rieprobas
nato, los benzodiazocicloheptanos, tambien eonocido come -
1ibrium, fenotiamzinas, oic.

Aminobcidos Clase II, pelipéptidos y protelnas que -
ineluyen: proteinas Yales como la hemoglebina, enzimas, a=
af como mioglobina que incluye auticuerpos y componentes -
de inmunorespuesta. Tembien estén ineluidas las hormonas -
fales como la hormona adrenccorticotrofica (ACTH), exitoeli
na, hormona luteinizante, insulina, gonédotropina coridni-
ce, gonadotropina pituitaria, hormona del crecimientc, re-
nina bradiquinina, sngiotensina, hormona estimulsdora del
folfeulo y tiroxina de uniln-con glubulina, asi como otras
gustancias de origen y/¢ efectos de origen derivade blolé~
glcemente, por ejemplo, tiroxina, triyoditironina, etec.

Clane JII Lsterocides, que incluyent

Tos estrdgencs, gestrigenos, andrbgencs, hormonas a-
drenocorticales, glicdsidoe cardiotdnicos de &cldos bilia-

res, agliconas asi como saponinas. Como eJemplos especifi~
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cos de tales materinles se citan los sigulentes compuestos
representatives: testosterona, androsterona, equilenina, -
estrona, estricl, progesterpna, pregnenolona, l7-hidroxi-
deoxi-corticosterona, cortisol, aldosterona, digitoxina, «
digoxins, digoxigenina, digitoxigenina, etec.

Clase IV Vitaminas, que prepresentan un grupo de com
puestos, que incluye: la vitamina A, el grupo de la vitami
na B, lag vitaminas D, witaminas E y K, asf como sustanclas
hterogéneas de importancia biolégica; los antibibticos, -
por ejemplo, penicilina, tetraciclina, actinomicina, beides
nucléicos, polinucleotidos, nucleosidos, serotinina, (3-(2
aninoetil)5~-hidroxindole, espermina, gslactopsa, &cido fenil
pirtvico, pesticidas, fungicidas, nematocidas, células vi-
vientes o no vivientes, derivados de diversos origenes, in
cluyendo los bacteriales, protozoarios, plantas alghcosas,~
con origen en vertehrades y ho vertebrados; virus y parti-
culas virales, porciones o extractos derivados de células,
virus; productos bieldgicos derivados como consacuencia de
¢ indicativos de una condicibén o variedad de condiciones -
especificas fisiolégicas, tales como la alfa feto proteina
ant{genocs cercincembribnicos, Dane Cores, etc.

LAS SUSTANGIAS QUIMIOLUMINIGCENTES

La sustancis quimicluminiscente utilizada en la pre-
sente invencidén es preferiblemente luminol (S5~-smino=-2, 3-di
hidro~l, 4~eftalazinediona) puesto que el luminol es el que
mejor se adapta para producir resultades cuantitatives yr-
cualitativos. Otros materisles quimloluminiscentes gque pug
den ser utilizados dentro del mlcance de la presente inven
cibn ineluyen el tetrabis (dimetilamino) etileno, luciferi

na (de origen bacterial ¢ producido por las luciérnagas),-
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el lucigenin (nitrato de dimetil diameridinic) y el oxalil
cloruro, Tambien son fitiles las 2, 3~dihidroftalazina=ly =
4-dionas que poseén la siguiente férmula estructural gene-

ralt

En la que R puede ser: Rﬂé; KOHBg NHGaH5; NHOH266H5;
NHDOGHQGI; NEUOCHEHHQ; EHQGGH@NBNHQ; N’(OH3)2; K(OZHS)E‘
N(GEQGGHS)E
ELl luminol estd representado por la férmula anterior en la
que R = NHa.

£l materisl quimioluminiscente puede estar fijado o
unido directamente al grupo coordinador o snfilogo del gru-
po coordenador, o en algunos ¢asos estd unido al grupo coor
dinador ¢ mnflogo del grupo ccordinador a través de un agen
te adecuado de acoplamiento que puede actuar como medio de
figaecién de la sustzneia quimioluminiscente al grupo coor=-
dinador. Un agente adecuado de acoplamiento es uno que no
afecte adversamente a las propledades quimioluminiscentes
¥ bisolégices del grupo coordinader irradiadoe,

El grupo funcional que se utiliza pars conjugar la -
sustancia quimioluminiscente es, en el case del luminol, =-
el grupo amino. En otros compuestos, tales como el Mmoiferin,
1la conjugacidén se produce a través del grupo hidroxilo. En
general, las sustancias quimioluminiscentes que tienen wun

grupo emino o un grupo carboxilo forman conjugados més es-

I
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tables con el grupo coordinedor., Tamblen se posible modifi
sar el grupo funcional de una sustancia quimicluminiscente
para proporciopar una unlén més estable al grupo coordina~
dor sin afeetar su actividad guimiocluminiscente.

El grupe de enlace que puede emplearse para la conju
gacibn de la moléoula quimicluminiscente al grupo coordina
dor puede variar en temafio desde uno a treinta &tomos, ¥y -
puede incluir uno o varies de los ftomos de carbono, nitrd
geno, fésforo, hidrégeno, azufre y ox{genc.

Ejemplos, de conjugacidn entre un grupe coordinador
(Rl)' que posée un grupo amino ¢ hidroxile y una sustancia
quimicluminiscente (R,) con los mismos grupos funcionales

ge ilustran en las siguientes férmulss:

0
I H
By G”N?:"(OHan?“‘ =R,

Ry P (0) (ORx)=Ry
Ry ® (0) (RY—Eyp

0
I -
Ry G~ C (Bg)g= B
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Rp— G Ry ¢ (Rydp— %y

8 8
| B I

0 ¢

0

Bl-d- Z-—SOZ-- Rﬁ

En lss que 2 es un grupo hidrocarburo bivalente.

Cemo un ejemplo de la reaccifn de eonjugacibén ¢l =

“« 16 =
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Gwgnino-2, 3-dihidroel, 4-eftalazinodiona, (luminol) puede
unirse a través del grupo aminos La conjugacibn directa de
1a nmolécula de luminel puede realizarse por una variedad -
de mbtodos. Por ejemplo, resccidén del grupo amino del lumi
nol con thionil elorure, con la formasibén del derivado isg
tiocianato, y la subsiguiente sdicidn del grupo coordina=-
dor gue possa un grupo smino reactivo, resultado la forma-
¢lbn del derivedo tioures.

In el caso especifico que el grupe coordinador posée
un grupo ceto, este grupo pueds condengarse con el Erupo g
nino del luminol, por tretamiento del grupo coordinsder con
O-garboxinetil hidroxilsmina hasta formar el derivado car
boxi metil oxims.

Bi un grupo carboxilo esth presente en el grupo coor
dinador, puede evidencisrse como convenlente acoplar direg
tamente el grupo coordinsder con la molécula de luminol me
diante el empleo de un reactive tal como Neetll - 3-dimetila
pinopropil carbodiimida § l-ciclow3-(2-morfolincetil)-car-
bodiimids,

De la adlicifn del reactivo carbediimida al grupo cogr
dinader, que posée el grupe carboxilo, resulta la formacibn
de O-scilisurea derivada, que reaccionari con el prupo ami
no del luminol pars efectuar la conjugacibn, Alternativemen
te, ¢l Neatil-S-fenilosoxezolid=3 sulfonato (Reactico K de
Woodward) puede utilizarse para la cenjugacién directa del
grupo coordinedor con el luminol.

La presencia de grupos hidroxilo, en el caso del ezn
cares ¥y sus derivados, puede permitir el empleo de un reag
tivo tal como el bromuro de cianbgenc para la conjugscifne

El azucar resccionaré con ¢l bromurc de ciamnbgeno, en con-
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dieiones apropisdas de :pH, basta formar el imidocarbonuto
gue Teatcionard conm el luminol, pera producir bien el imie
docarbonado N-gustituido § un carbemsto Nesustituido.

Un ppocediuiento alternativo para el acoplamiento del
grupo coordinader al luminol, en aquellas situaciones en -
las que el grupc coordinador pesée grupes hidroxile, como
es el caso de los aclcares, ¢s ¢l empleo de reactivos tales
como el clowuro cianfirico (2,4,5-tricloro-l,3,S5-triasina)

u otros derivados spropiados de la triazina, tales como da
2~amino~4,6-bic10ro—s~triazina. Un derivado del triazinil
del agficar es la primera fase de esba reaccifn, seguida por
la adieiln y enlace de la molbéculs de luminol a través de
Bu gruposmino,.

Diversos reamctivos bifuncionales tales como ol gluba
raldehido pueden tambien emplearse pars la conjugacibn de
una sustancia quimioluminiscente tal como el Juminol, a un
grupo ceordinador. En condlclones apropladas de pH ¥ coneen
tracibn, la adicibn del luminol al grupo suine del grupo e
¢oordinador se produce con una o mfs de una moléoula del -
glutaraldehido actuando como portadors o puente asf como g
gente de enlace.

AQTIVACION

Pueden utilizarse una variedad de sustenclas, aisla-
das o Juntes, para despertar la setividad quimioluminiscen
te del sompuesto(s) irradisdo. Las sigulentes sustancias se
hen encontrado adecuadas como motivadores para la préctica
de la presente invencibn:

1 Perbxido de hidrégeno (xaog);

2 Hipvelorito (810)3

% Hidrbxide ds gocdio (KaCH),
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4 Metales tales como el hierre (¥e*>), Niquel (Ni),
cobalto (80);

§ Estructuras que contienen hierro, tales como lag -
profirinss y estructuras relaclonadas {hemoglobina,
citocrosmos, mioglobina) g

6 Polivinilpirrplidona y otras estructuras similares
de actividad y estructura similar;

7 Riboflavina, y otros materisles ;imilares que posesn
propiedades simi;ares, utilizados por separsdo o -
juntos en las reacciones de reduccibén-oxidmeifni ¥

8 Persulfato de amoniaco y compuestos de naturaleza
similar.

Los siguientes ejemplos se ofrecen con objeto de que
1n efectividad de la presente invencidén pueda ser més total
mente comprendida. Estos ejemplos se exponen dnicamente con
fines de Slustracién y no se destinan a limitar en modo al

guno la prfetica de la invencién,

EJEMPIO 1 ~ DETERMINACION DE INSULINA FN PLASMA SANGUINEQ

%, Preparacibén de insulina - Luminel conjugade

Un conjugado insulina-luminol caracterizado por una
relacidén de irradiscién de 1110 se prepars mediante disolu
cifn de 2,605 partes por peso de Luminol en una cantidad -
ninima de 0,01 hidréxido de sodioc normal en solucién. La -
golucién de Luminol se diluyb hasta 1.000 partes por volu-
men con O,1 smortiguador fosfato molar (pH 7470

A 1a solucién de ILuminol se sfiadid con agitaciln un
volumen igual de una insulina preparada mediante disolucibn
de 4,454 partes por peso de insulina bovina en 1.000 partes
por volumen de un smortigusdor fosfato molar 0,1 (pH 747).
Ia conjugacién se inicid con la adlcibén gota s gota de 200
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partes por volumen de una solucibén acucsa al 25 por ciento
de glutaraldehido. El frasco de la reaccién se protegid de
la luz y se dejé que la reaccién continugra durante 18 ho-
rag a 259C.

El eonjugado insulina-luminel ge separ$ de la mezcla
de rescoidn por filtracién eén gela a través de una columna
de 2,5 em por 80 om de SEPHADEX G-10 (un polisacarido de-
gradado) con etileno clorihidrinas disponible en Pharmacia
Fine Cheémicals, de Piscataway, New Jersey).

La columna estaba equilibrada con 0,1 M de amortipgua
dor fosfato (pH 7,2) y la mezcla de reacciln se recogld a
un caudal de 15 ml/hr,

Partes alicuotas del efluente se verificaron para su
actividad guinioluminiscente en un contador de eseintilae
cién PACKAR TRICARB, Una porciém (o,1 ml) de c¢ada slficuota
ge afiade & un tubc de ensayo de poliestireno y se diluye &
hasta 2 ml con aguas destilada, E1 tubo de ensayo se coloca
en el contador de escintilacidn (eon el circuito de coinei
dencia desconectado).

fe prepard un activador por mezcle de soluciones e-
cuosss contenlendo un 0,3% de ferrocianuro potésiéc (0,75
ml), un 30% de pepdxido de hidrégens (0,25 ml) y un 10% de
gucrosa (1 ml). Lsta solucidn sectivadors se intredujo cui-
dadésapente por pipeta dentro del tubo de emsayo de polieg
tireno debajo de la superficie del conjugado insulina~lumi
nol para formar dos capas,.

La difusibn a través de la zona limite entre el con=
Jugado de insuline-luminocl en la caps superior y el activa
dor en la capa inferior produjo come resultado quimiolumi-

niscencia que se midié por el contedor de escintilacibn, -
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Ls cuenta total durants un perfodo de dos minutos que comen
z§ 30 segundos despucs de la introduccibn del activador se
registra y representa grificsmente en la Figura 2. Se obser
varf en la Figura 2 que les ectividad quimieluminiscente cae
bruscemente ¢on la cuarta fraccidn. Las primeras cuaetro all
cuotas se combinan y este conjugade de insulina-luminel en
golucién se diluye con 9 partes por volumen de amorfiguador
fosfeto 0,1 molar (pH 7,2) que &éntliene 5 ng/nl de albfinina
de suero bovino y s=e vala:a en relacibn ocon caniidades co-
nocidas de insulina para desarrollar una curva que puede W
tilizarse en el ensayo cuantitatico rfpido de composiciones
desconocidas,

B. Preparscidn de la curva standazd

(8) Dieciocho tubos de poliestirenc mumerados me la-
van con una solucién al 5% de alblmina de suerg bovino pre
parada en smortiguador fosfato C,04 M (pH 7,4).

(b) & 16 de los tubos numerados se afiaden 600 nl de
0,04 M de amortiguador fosfato (pH 7,4) que contiene 5 mg/
ml de slbfmina, Todos loe tubos se mantienen a la tempera-
tura ambiente.

(e) Una y cwatro décimas de milflitro de amortiguador
fosfato 0,04 M (pE 7,4) se afiaden a los tubos numerades 17
¥y 18.

(d) Se prepara una solucién de insulina humana al di
solver 1000mU 5g de ineulina humena en Oyl M de amortigua-
dor fasfato (pH 7,7) basta un columen final de 10 ml (Solu
oién)d). Una dilueién de la solucién de insulina (Solueién
A) se hace por adicidén de un volumen de la solucidn de inqﬂ
1ine a mmeve volfimenes de 0,1 M smoritiguador fosfato de pH
7.7 hasta producir una concentracidn final de 10 nU/ml (8g
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lueién B). Estas soluciones standsrd de insulins se efiaden

& los tubos de ensayo munerados como siguet

Ko, gel tubo Ingulina Standard Insulina come ¥U/tubo

546 50 ul Sol. B 0.5
748 100 ul Sel. B . 1.0
9,10 200 ul Sol. B 2,0
11,12 300 ul Sols B 3.0
13,34 50 ul Sol, 4 5.0
15,16 100 ul Sol,. A 10,0

(e) A los tubos 3 hasta 16 se afladen 2000 ul de Insp
1in Antiserwn egitade ls meszelm suavemente para efiter la-
formacibén de espuma.

{£) 4 eada uno de los tubos 1 hasta 18 se gfiaden 200
ul del conjugado insulins-luminol preparade como se ha deg
crito snbteriormente en este sjemplo. Cada tubo se apgita -
puavemente para mezclar los contenidos sin formacibn de eg
pumna ¥y £e tapan. '

(g) Los tubos 1 hasta 18 se refrigeren a 2 - 42 € du
rante cinco horas.

(1) A cada uno de los tubos 1 hastam 18 se afladen con
mezela 100 ul de un suero sustituto preparado por disolucién
al 4% por peso de albfmina de suero bovido y al 3% por peso
de gammaglobulina boving_en 0,04 ¥ de amortiguador fosfato
(pE 744).

3 (1) 4 cade uno de les tubos 1 hasta 16 se efladen 0,5
de suspensién de earbbn revestido Dextren (Schwarz/mann),
y loz tubos e mezclan por agitacidén hasta obtener uns sus
pensibn vniforme de carbén,.

Estos tubos se mantienen a la temperatura smbiente =

durante 10 minutos y entonces se centrifugan a 2500 rpm du
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rante 25 minutos. E1 lfguido flotsnte claro de cada tubo -
de ensayo s¢ decauta dentro de un tubo numerado correspon-
diente de pléstico tratado con albfmina de suero bovine &g
mo en &l paso (a).

Ta actividad quimicluwiniscente de ¢nda muestra se -
determina en un espestrofotémetro de doble haz registrader
de ia relacién Perkin~Elmer Modelo 124 equipado con un re-
gistrador en banda de papel y una saccidén de deteccibn por
tubo fotomultiplicador.

®1 tubc se ocolecs en la ranurs de salida y lag ranu-
ras de entrads de la luz se bloguean. Un activador de hipo
clorito de sodio (1 ml. de solueién de hidréxido de sodio
normal 0,05 gue contieune un 0,5 per ciento por peso de hi-
poclorito de sodlo) se introduce dentro del tubo de nuesgtra
a través de una tuberfs de pléstico de pequefia seccibén in-
terior de una maners que presente la integridad de hermeti
cidad a la luz del compartimiento de muestra wientras que
permite la introduceifn de la solucién actlvadora deatro -
de la cubsta de muestra. El espeotrofotbmetro esth conects
do al modeo de deteceién de emergia ¥ ajustedo para una mf
xima amplificacidn. ILm emisién datectada ftotal se regleira
por medio de un registrader en banda de papel 7 se cuantle-
fica por la integracifn elsctrbnica de la zona situaga do-
bajo de la curva., Los valores de enipibn (Ve) obtenidos de

1a lectura se representan promediados en la Talla I.



No. del tubo

-2 -

l1-2
3 -4

5«6

7-8

9 - 10
11 - 12
13 - 14
15 ~16
17 - 18

TABLA T
Promedio de la Porcentaje de la
Chone e tasurva)  a goben. o
o 0
10,591 40.8
9,614 37.1
7,309 28.2
6,220 2440
5,993 25.1
5,708 22,0
5,668 21,8
25,945 100

Cantidad de es
pecies no irre
diadag
uu/ml

Irradiade total
anido por el gru
pe coordinador

Ce 5 u“/ml

1.0

2.0

2.0

5.0

10,0
Actividad irradia
da total del cone-

Jugado insulina-
luminol
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Una curva de veloracién se construye al representar -
gr&ficamente el porcentaje dela smetividad irradiada total -
para cads tubo de muestra (conteniendo una cantided conoci-
da de insuline)e Esta representacién de los datoas de la Ta-
bla I se reproduce en ls Figura 3.

Al utilizar el procedimiento de ensayo descrito ante-
riormente, la cantidad de insulina de una muestra desconoei
da puede determinarse répidsmente por la interceptacién del

*porcentaje unido® con la curva standard dela Figura 3e

C. Ensayo clinico

Se lavan suatro btubos de poliestireno numerados ¢on u
na solucién de albfmina de suero bovino sl 5% preparadsa en
0,04 m de amortiguader fosfato (pH 7,4).

(a) Se afladieron alfcuotas de suerc humsno a estos ¥

bos numersdos deé poliestirero como se indica a continuncibn

No, del tubo Volumen de suero
19,20 100 ul
21,22 25 ul

Los tubos 21 y 22 se recomendaron pars un ensayo clinico en
que se antisipaba una concentracifn de insulina en exceso =~
de 20 nU/ml,

(b) A cada tubo se afladiewon 800 ul de 0,4 N de amor-
tiguador fosfato (pH 7,4) que contenia un 5% de alblmina Qg
vida por litro y 100 ul de antisusro insulinico. Los tubos
se mezolaron susvemente para evitar la formacidn de espunma,

(¢) A cada tubo se afiadieron 200 ul del conjugado in-
sulina~-luminol prepasrade come se describs anberiormente en
este ejemplo. Los tubos se agltaron suavemente psraevitar -
1a formacién de espuma, cada tubo se tapd y se refrigerd a

2 - 490 durante 4,5 horas.
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(d) Setenta y sinco microlitros del suero sustituto -
gque contenfan un 4 por clento de alblming de suero bovino ¥y
un %% de gammaglobulina bovina en 0,04 de smortiguador foe-
fato (pH 7,4) se afladieron s los tubos 21 y 22 mezceléndose

5 a fogddo, :

(e) 4 cada uno de los tubos 19 hasta 22-59 afiadieron
0,5 ml de una suspensibn de carbén revestido Dextren (Schwars/
mann) y los tubos se mezclaron por agitacién pars obtener u
na suspensifn uniforme del carbbén. Estos tubos se mantuwie-

10 ron a temperatura smbiente durante 10 minutes, y entonces -
de centrifugaron a 2500 rpm durante 2% minutos. El material
flotante claro de cada tubo me decant§ dentro de un tobo de
pléstico numersdo correspondientemente que habia sido lavade
con albfimina de suerc bovino al 5% en un amortiguador fosfa

15 o 0,04 (PH 7,4). '

Ia guimicluminiseencia emitida por cade tubo que con
tenia una solucibén decantade cuando se colocaba en un espegc
trofotémetro Perkin-Ailmer y se sctiveba como se ha descrito

anteriormente, estld resumida en la Tabla 1X

20 T ABLA IY
¥o. del tubo Cuenbta total pro Porcentaje de Cantidad de egpecies
nediada actividad irrg no irrsdiadas,
{zone de la curva) diada total
19 - 20 5,953 22.9 ul/ml
21 - 22 9,370 3640 3.32
0.73
25 Ls curva stendard muestre que el 36% es equivalente a

un nivel de insulina de 0,48 uU insulina/tubo. lLa insulina
ecalouleda como uU/ml de suero (100 ul de suerc tomado somo
nuestra) est
wU/tubo X 10 = 0,48 X 10 = 4,8 ul/ml
20 EJEMPLO IT - PROCEDIMIENTO PARA EL INSAYQ CUANTITATIVC DE IOS
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NIVELES DE DIGOXINA EN LSUFRO

A, Preperacifn del conjugado Digoxins-Luminol.

Un conjugado de DigoxinseIuminel caracterizado pozr u-
ns relacién de irradiacién de 1:1 ee prepara disolviendo =
1,00 partes por peso de Digoxina en 0,1 M de amortiguador -
sulfato. La molucién de digoxina se diluye hasta 500 partas
por volumen con amortiguador scktade adicionsl y se afiade ~
motanol suficisnte hasta haser llegsr el volumen final de -
la solueidn a 1000 partes. Esta selucidn se protege de la -
luz mientras se afiaden 4,53 mg de periedato de sodio y la -
mezcla se agita a 252 ¢ durante 90 minutos. 41 final de este
tiempo se afiaden 10 ml de una soluoidn que contiene 0,454 «
mg/ml de luminel, La solucibn de luminol se prepara disolvieh)
do 0,45% gramos de luminol den la cantidad minima de 0,05 §
hidréxido de sodic y se diluye con 0,1 M de emortiguader a-
cetato (pH 9,5) hasta wn volumen final de 1 litro. La agita
¢ién se continua a 252 ¢ durante 120 minutos adlcionales ¥
ge afiaden 100 mg de borohidride de sedio a la mezecla de reag
cidn, La agitacién se continfa a 252 ¢ druante otras 18 ho-
ras. Un mililitro de una solucidn de glicol etileno al 15%
en 0,1 M de smortiguador amcetato (pH 9,5) se afiade entonces
a la megels de reaccién, reducidndose la temperatura e 42 ¢
v continuando la agitacién durante otras 48 horas.

La separacibén del conjugado digoxina~luminol de la mez
¢la de reaccidn se consigue por filitracidn selectiva s traw
vés de un conjunto filtro ANINCO UM-2 bajo 60 libras de ni-
trdgeno con adicidn continua de amortiguador Iresco. ElL pH
del smortiguador sfiedido se disminuye gradualmente deade 9,5
8 7,4 durante el procedimiento de filtracifn que se lleva a
cabo durante 5 dias y sl finzl de cuyo tlempo el filtradoe -
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no exhibis mfe quimicluminiseencie cuande se activabe con
un resctive de hipoclorite alcaline.

Fl conjugado Digoxina~luminel (retenide por el filtro)
ge disuelve en 100 partes por velumen de €41 M de amortigua
dor fosfato (pH 7,4) conteniendo 5 mg/ml de albfimina de sue
ro bovine y se valorize en relacidn cor cantidades conoci~
das 66 digoxino parm dessrrollsar una curva que puede emplear
se en.el_ensayc répido cuantitativoe de composiciones desco-
nocidas.

B, Prepsracién de la curva standard

La curve etandard se desarrollé por el procedimiento
deserite en ol anterior Ejemplo IBe

(a) A 16 tubos de poliestireno numerades {(lavades con
alblmina de suerc bovino como se describe en el Ejemplo IB)
se afiede una solueién de 200 ul de un suero humanc standard
que se sobe libre de digoxinam, glicosidos u otras sustancias
que pudiersn interferir con el ensayos

{b) A los tubos 1 y 2 se afiaden 50 vl de 0,01 M amor-
tiguador foefato en 0,15 M salina (pH 754).

(e) & les tubeos 1 hasta 16 se afladen 1 ml de 0,01 amor
tiguador focfato en 0,15 M salina (pH 7,4).

(d) Una solucién standard de digoxina en un 30% de e%
tenol (disponible comercialmente en Schwartez/Mann) se vuelve
a diluir con una solucidn compuesta de un 30% de etanol en
0,01 m salins amortiguadora foefato (0,15 salina, pH 7,4) =~
para producir una serie de-satandards que contienen de C,4
pg/ml a 10 ng/ml de digoxins. Estas soluciones standard se
aﬁadeﬁ cono sigues

Tubo Volumen Concentraeidn

546 S0 Bl Ou4 ng/ml
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7,8 50 wl 1.0
9,10 50 ul : 2.0
11,12 50 ul 340
15,4 50 ul 5,0
15,186 : 50 ul 10.0

(e) A los tubos 3 hasta 16 se sfiaden 20 ul del conju-
gedo digoxine-luuinvel preparade como se desoribe anteriore
mente en este ejemplo.

(1) 4 los tubos 1 hasta 14 se efladen 20 ul de digoxis-
ne antisera, Los tubos se mezclan bien por agitacibn y se iz
cubsn a temperatura mmbiente dursnte 50 minubos despues de
la adicifn de la antisers.

La sctividad quimicluminigeente de cada muestra se dg
termine en un espectrofotbmetro de reglsiro de relacibn de
hez doble PE Modelo 124 como se describe en el Ejemplo 1an
teriormente. 100 mililitros de una solucién de hemoglobina
preparada por disolucibn de 0,1 g de hemoglobina bobina en
1 1ikro de 0,1 M ameritiguader botado (pH 10) se afiaden al
tubo 1, el tubo se coloca en el espectrofotémetro y un ninu
to despues de la adicifn de le hemoglobina se afladen 200 ul
de flufdo sctivador, una solucién de peréxido de hédrégenc
2l 5% en 0,1 n de amortiguador borato (pH 10,0) se afiades -
La enisién total detectada se vegistra sn un registrador de
banda de papel y se cusntifica per la integracibn. electrdni
ca de la zona bajo la curvae.

El procedimiento descrito en el parrafo precedente e
repite con los tubos 1 hasta 16 y se registra la emlsién tg
tal de cada muestra, Estos valores (¥e) obtenidos de la leg

tura se promedimn en la Tabla III.
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T4 FA I

Ko, del Tubo Promedio de la Porcehtaje de acti Cantidad de digoxina
cuenta tetal del vidad irradisda to no irradiada (ng/ml)

integrador . tal »
1,2 268 100 Conteo total
344 234 88.3 Potal irrsdiade unido por
grupo coordinmador

546 211.7 798 0.08 ng/ml

758 - 198.7 735 0«20 ng/ml

9,10 164,1 61.9 0,40 mg/ml

11,12 138.4 5242 0.60 ng/ml

13,14 121.6 45.9 1.0 ng/ml

15,16 9.4 35:6 2.0 ng/ml
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Uns. c¢urva de valoracién se construye representando -
gréficamente sl procentaje de la actividad total irradiada
para cada tobo de muestra (que contiene una cantidad cono-
cida de digoxina). La representacién grffica de loa datos
contenidos en la Tabla III e reproduce en la Figurs 4.

Gs Ensayo clinico

(1). Dos tubos numerados da'paliaatireno (17 y 18) se
lavan con uns golueién de slbfmina de suero bovino como se
deseribe anteriormente en sl Ejemplo I C.

{2). Doaclentos microlitros de suerc humano que ven a
ensayarse para el contenido en digoxina se afiaden a 1os tu
bos 17 y 18.

(3) Los tubos 17 y 18 se incrementan con 1 ml de ©,01
M (pE 7,4) de amortiguador fosfsto en 0,15 N de malina,

{4) A los tubos 17 y 18 se afladen 20 ul del conjuga~
do digoxina~luminol preparade como se describe anteriormen
te sn este EJemplo,

5% & los tuboa 17 y 18 sme aladen 20 ul de digoxinag-
antisuero. Ambos tubos se mezclan bien por agitacién y se
incuban a temperatura smbiente durente 30 minutos despuss
de la adicién del antisuero.

(6) Cien microlitros de una solucidén de hemoglobina
desorita anteriormente sn el plrrafo B de este Ejemplo, se
afiaden & los tubos 17 y 18, Los tubos se colooan en el esp
pectrofotbmetre y un minuto despues de la adicién de la he
moglibina a cada uno de ellos, se afiaden 200 ul del flufdo
activador deserito snteriormente en ls Seccibn B de este -
Ejemplo, El promedio de la emisibn total, Ve, descubierto
es de 151,33 unidades Integradoras,

La interceptacién del valor de la emlsién media para
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los tubos 17 y 18 de la curva standard de la Figura 4 indi
ca la digoxina presente en ¢l suero ensayado a un nibel de

0,50 ng/ml.

EJENPLO III - ENSAYO CUANTITATIVO DE LOS NIVELUS DE DIGOXI
NA_EN_SUERO

El proceso descrito enteriormente en el Ejemplo II -
puede modificarse para reducir o eliminar cuslquler sctivi
dad inhibidora, si estl presente, en el suero humeno, plag
me v otro flufdo corporal que vaye a ensayarse, por la adi
cién el suero u otro fluido ecorporal en cada tubo de mueg-
tra (del 1 hasta el 18) la siguiente adicién del 0,01 M de
smortiguador fosfato en 0,15 M de salina, 100 ul de la frag
¢ién globulina de un antisuere de suero anti~humano,

Deberf entenderse que el descubrimiento que anteriormente
se ha egpecificado es a modo de ejemple concreto y que pue
den efectusrse numerosas modificeciones y varlasciones den~
tro del campe de aplicacidn de esta invencién. Los procescs
deseritos en los ejemples especificas anteriores pueden mo
difigerse o realizarse mediante muchas técnicas standard -
bien conocidas cuando se desfe, mediante un tratamiento eg
pecial del suero, plasma o flufdos corperales como prere-
quisito para la realizescién de un ensayo o utilizacibn pog
terior. Tal tratamiento especializado puede ineluir, por e
jemplo, la filtracién mecénies, la diflisi u otros métodos
bien conocidos de separacidn moleoular, Tambien son posibles
numerosds variaciones o modificaciones con respecto al for
mato fisico de los ensayos que inoluyen la utilizacibn de
diversos tipos de partieulss, afiadidas a las soluciones de
ensayo o sistemas de reaccibén con la intencién de separar

fisica v funcionalmente el grupo coordinador irradiadec asg
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cindo con el anticuerpo del grupe coordinador irradiade 11
bre (mo ssoeiado con el anticuerpo).

Tales sistemas de particula, & modo de ilustraciém,
pueden consistir en particulas o %tubos de sarbdén revestido
Dextran, partfculas o tubos de dextras a los que se ha uni
do un anticuerpo, a los bien conooides precedimientos mediap
te partfoules de lhtex.

Asi puee, la presente invencidn esté limitada unica~

mente al sloance expuesto exn las relvindicaciones eanejas.
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1.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti-
vos farmazcologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos biolbgicos, caracterizado por el conjugado de una
gpugtaneis quimioluminiscente como grupo que tiene una ac-
tividad luminiscente medible por medios fotosensibles en -
el que dicho grupo coordinador es insulina y diche sustan-
cia guimioluminiscente es luminol.

 24= Procedimiento para el ensayo de compuestos acti-
vos farmecologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos biolbgicos, segln reivindicacidén 1 caracterizado -
por un eonjugedo de una sustancia quimioluminiscente como
grupo coordinader activo farmacolbgica, inmunolfgica o bio
quinicemente que tiene une actividad luminiscente medible
por medios fotosensibles en el que dicho grupe coordinador
es digoxine y dicha sustanciz luminiscente es luminol.

%.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti-
vos farmacologica, inmunologica y biocquimicamente en los -
fluides bioldglcos, seglin reivindicaciones anteriores carsg
terizado por un conjugedo de una sustaneia quimiocluminise
cente como grupo coordinador active farmacolégica, inmuno-
légica o bioquimicamente que tiene una actividad luminis-
cente medible por medios fotosensibles én el que diche gru
po coordinador se selecciona del grupe compuesto de drogas,
aminofcidos, esteroides, vitaminas A y D y E y K, antibid-
ticos, &cidos nucléicos, polinucle§tidos, nucleosidos, se-
eérides, serotonines, (3, 2 aminoetil)=-$ hidroxindcle, esper
nina, gelactosa, fcide fenilpirfvico, pesticides, fungici-
das, nematocidas, células y extractos celulares, virus y -

particulas de virus y diche sustancia quimioluminiscente -
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e selecciona del grupo compuesto por 2,3«dinidroftalizina
~1,4~dionas de la siguiente férmula general:

R o]

N

NH

|
NH

~o/
0

En la que R es: NH,; HOH3; Nﬂcaﬁsg RHOH20635; NHCOCH,CL; ~
NHCOCH_NE,; RHCOCH NHFH,; N (Gﬁa)zg N(Gaﬁs); K(Oﬂaﬁeﬂs); -
y tetrabis (dimetilsmina), etileno, luciferina, lucigenina
y oxalil cloxuro.

4,= Procedimiento para el ensayo de gompuertos actie
vos farmacologics, inmunoleogica ¥y bioguimicamente en los -
fiuidos biolégicos, caracteriszado por el grupo cooxrdinador
quinioluminiscente conjugado de la veivindicaeidn 3, en el
que dichss droges incluyen sus metabolitos, derivados y &«
nflogos y estén selecelonadas del grupo compucato por aloa
loldes, meperidina, catecolaminas, barbituratos, glubetimi
da, cocaina, difenil-hidantoins, narijuana y tranguilizan~
tes; ineluyendo loas dichos anminofeidos polipéptidos y pro-
teinss peleccionadas del grupo compuesto por hencglobing,«-
enzimss, miogloblna, anticuerpos, componentes de inmunorreg
puesta, hormonas, insulina, gonadotropina coribnics, gona-
dotropina pituitaria, hormona del crecimiento, renin bradi
kinina, anglotensin, globulina de wnidn con tiroxina foll-
sular, tiroxina y triyodotironinajy ¥ dichos esteroides €8=
£&n seleccionados del grupo compuesto por eptrbégenos, gos-
trogenos, andregenos, hormonas sdrenocorticales, fcidos bi
liares, glicbsidos cardiotbnicos, sglicomasy saponinas, in

cluyendo testosterone, androgterona, equilenina, estrona,s
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estriol, progesterons, pregnenolona, 17=-hidroxideoxi~corti
costerona, cortisel sldosterona, digitoxine, digoxinedigo-
x{pena y digitoxigenina.

5.~ Procedimiento para el ensayo de sompuestos acti-
vos farmacologlea, inmunologica y bloquimicemente en los -
fluidos biolbgices, segln reivindicaciones enteriores, ¢a-
racterizado por un conjugade de insulinae-luminel preparado
por la rescién del luminol eon la imsuline en presencia ~
de glutaraldenido.

6.~ Procediniente para el ensayo de compuestos acti-
vos farmegologlica, inmunclogica y bioquimicamente en los -
fluidos bioldgleos, caracterizads por el conjugado de insu
lina=-luminel de la reivindicaeién 5 que tiene una relacifén
de irradiacifén de alrededor de 1110,

7.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti-
ves farmacologlca, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos bielégicos, segln reivindicaciones anteriores, co-
rocterizado porque el método de setivacibn de un conjugedo
de insulina-luminol que comprende la adiciln a aquél de u-
na solucién que contiene un &leali metal ferrieisnuro ¥ pe
réxido de hidrégeno. -

8.~ Procedimiento paras el ensaeyo de compuestos acti-
vos farmacologlca, inmunologiea y bioquimicamente en los -
fluidos bioldgicos, segln reivindicaciones anterioces, carag
terizado porque El método de activaecifn de un conjugado de
insulina-luminol que comprende la sdicibn s aquél de uwn -
£lcali metal hipocloriéo.

9.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos achti-
vos farmacologica, inmunologica y biequinicamente en los -

fluidos biloléglcos, segin reivindicaciones anterioreas, co-
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racterizado por un conJugado de digoxina-luminel prepars-
do por 1z reaccidn de la digoxzina con luminol en presencia
de un flecali metal prelodsto y la adieilén de un 8loali me~
tal borobidrido a ls mezcla de reaccibn asi obtenida.

10,~ Procedimiento para el ensayo de compusatos acti
yos farmacologics, inmunologica y bloguimicamente en los =
fiuidos bioclégicos, caracterizado por el conjugsdo de digp
sine-luzinol ds la reivindicacifn 9 que tiene una relacibn
de irradiesiln de slrededor de 1l3l.

1l.~ Procsdimiento para al ensayo de compuesios acti
vos farmssologles, inmunologica y bigquimicamente en los -
fluidos biolbgicor, segln reivindicacionss mnteriores carag
terizado porque ol mbtodo de asctivseién de un conjugado de
digoxina-luminol que comprende la adicifn a aquél de perb-
xido de hidrdgeno y hemoglobina.

12,~ Procedimiento para ¢l ensayo de compuestos actl
yos farmacologica, inmmologica y dioquimicamente en los «
fluidos bioldglcos, segfn reivindisaciones snteriores, ta-
racterizado porgue up nétodo de determinar la pressncla de
un grups ¢oordineder en un medic gque se suspecha contiaene
diche grupoe coordinador que comprende; colocarlos juntos -
en una zona lfquida acucsa (1) dicho medio, (2) un grupe =
coordinador irradiado quimioluminiscerte y (3) una sustan-
oia de unifn soluble que tiene lugares capaces de unirse &
nicemente a dicho grupo coordipasdor y a la poreidn del gru
po coordinador de dicho grupo cpurdinsdor irradiado guimlg
luninisoente; siendo la concentracidn de dicha sustancia -
de unidn tal que sexisten insuficientes lugares receptores
para combinarse con todos los dichos grupun.aoordinadorea

irradiades presentes en las tres megclas componentes; y &~
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nalizar en dicha zona el efeeto de dicho medio en la centi
dad de medio coordinador irradiado gquimioluminiscente uni-
do a dicha sustancia de unidn.

13.~ Procedimiento para el ensayc de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos bioldgicos, earacterizado por un nétodo de acuerdo
con la reivindicacién 12 en el que dicho grupe coordinador
es insulina.

14.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologice, inmunologica y bioquimicamente en los =
fluidos biolbgicos, caracterizado por un nétodo de acuerdo
eon la reivindicacidn 13, en el que dicho grupo coordinador
irradiado ‘quimiocluminiscente es un conjugado de insulina-lg
minol. '

15,~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica ¥y bioquimicamente en los =
fluidos biolégicos, caracterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacidn 12, en el que dicho grupo coordinador
es digoxina.

16.~ Procedimiento para el enseyo de compuestos acti
vos farmecologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos bioldgicos, caracterizado por un mdtodo de acuerdo
con la reivindicacidn 15 en el que dicho grupo coordinader
irradiado quimioluminiscente es un conjugédo de digoxina-
Iuminol.

17.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti

VoS farmscologica, inmunologica y bioquimicamente en los =~

fluidos bioldgicos, carafterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacidn 12 en el que dicha sustancia de unidn

es un anticuerpo.
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18.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica y bioquimicamente en los £
fluidos biolbgicos, caracterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacién 12 en el que dicho grupo coordinador
es una droga, su anflogo o metabolito,

19,- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
fluidos biolégicos, caracterizado por un nétodo de acuerdo
con la reivindicacién 18 en el que dicha droga esté selec~
cionada del grupo compuesto de alcaloides, morfina, heroi-
na, meperidina, catecolaminas, barbituratos, glutetimida,=
cacaina, definil-hidantoina, marijusna, trenquilizantes, -
neprobamato, los benzodiazociaclobeptanos, fenotliozinas ¥
metabolitos o anflogos de los mismos.

20.- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica y bioquimicamente en log -
fluidos bioldgicos, caracterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacién 12 en el que dicho grupo coordinador
es una proteina.

21,- Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunclogica ¥ bioquimicamente en los -
fluidos biolbgicos, caracterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacién 20 en el que dicha proteina se seleg
ciona del grupo formado por polipéptidos, hemoglobina, en-
zimas, mioglobina, anticuerpos, cogponentes inmunoresponsa
bles, hormonas, ACTG, oxitocima, hormona luteinizante, in-
suline, gonadotrophna coriénica, gonadotropina pituitarie,
hormonas del crecimiente, renin bradikinins, angiotensina,

hormonas estimuladora del foliculo y globulina de unidn ti

roxins.
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22~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica ¥ bioquimicamente en log ~
fluldos biolbgicos, caracterizado por un nétodo de acuerdo
con la reivindicacién 12 en el que dicho grupc coordinador
es un esterolde. A

23 .~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologica, inmunologica y bioquimicamente en los -
£luidos bilolégices, ecaracterizado por un método de acuerdo
con la reivindicacifn 12 en el que dicho grupo coordinader
¢s uns vitemina,

24.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos aeti
vos farmacologica, inmunologica ¥y bioquimicamente en los =
fluidos bioldgicos, caracterizado por el método de la rei-
vindicacién 12, en el que dicha sustancia de unién esté ais
lada y la cantidad de grupo coordinader guinioluministente
unida a aquella se determina por la adicidén de um activador
y midiendo la luz emitida.

25.~ Procedimiento para el ensayo de compuestos acti
vos farmacologlca, inmunoclogica y bloguimicamente en los -
fluidos hioldgicos, segln reivindicaciones anteriores, ca-
racterizado porque una sustsncia inmunolégicamente activa
gofio grupo coordinader conjugado quimiliminiscente que tie
pe actividad luminiscente medible por medios fotosensibles.

26;- PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE COMPUESTOS ACTI
VYOS FARMACOLOGIOA, INMUNOLOGICA Y BIOQUIMICAMENTE EN LOS -
FLUIDQS BIOLOGICOS.

"Pedo conforms se describe en la Memoria que antecede
se ilustra como ejemplo de ejecucién en los planos unides
a ella ¥y se reivindicsa.

Ests Memoria consta de cuarenta y una hojas, folladas
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escritas o mbquina por una séla cara y plancs que la acon-

Medrid, 20 de Junic de 1977
CHARLES L. MAIER, Jr.
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