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_ AVTECEDERIES DE LA IHVERCIOW

.cuerpos. Se muestran particulas insolubles como soportes en

lHoja nam. 1

Cenuo de la invencidn

Esta invencién se refiere a recipientes tzles co-
mo ‘tubos ?e ensgyo, adecuados para uso en determinsciones
o procedimientos inmunoquimicos ¢ enzimdticos, a su prepa-
racidn, y a su uso en tales determinaciones o procedimien—
tos. Son particularmente Utiles en determinaciones de-ahér
lisis radioinmunoldgico en fase s6lida. »

DESCRIPCION DE T4 TECHICA ANTERTOR

~ Se conocen nurerosos procedimientos inmuﬁoquimi-
cog en fase sélida. Tipicamente, el reactivo biolégicaménte
activo utilizeado se hace ingoluble antes de la reaccién'in—
munélégica por unién & un soporte insoluble, por ejemplo
por adsorcién fisica, por reticulacidn covalente, o por en-
lace covalente. En el caso del andlisis radioinmunolégico
(RIA), un anticuerpo se hace insoluble antes de la reaccidn
con un antigeno marcado y no marcado.

Se describen ejemplos de varios tubos“de'ensayo
como soportes insolubles en las Patentes de los EE.UU. Nos.
3.721.528, 3.888.629, 3.768.979, 3.615.222, 3.865.552,
3.867.517 y 3.938.953. Estas patentes muestran tubos, inclu
yendo tubos de dos piezag, recubierios con diversas sustan-

clas biolégicameﬁte éctivas, tales como antigenos o anti-

las petentes de los EE.UU. nos. 3.551.555, 3.639.558 y
3.553.310. La patente 3.551.555 describe particulas polime-
ras recubiertes con una proteina inerte a ;a gque se adsorbe
una sustancia bioldgicamente activa. la pafentq 3.553.310

describe particulas polimeras recubiertas con una proteina

inerte a la que se copula una susiancia biolégicamente ac-
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bive usando un gldehido. La patente de los HE.UU. nf
3.639.558 describe particulas polimeras a las que se copuls
una proteina inerte y que tiene la sustancia bioldgicauent
activa copulada a la proteina. Se muestran un ejemplo Ge
un portacbjetos y una membrana microporosa en le patente de
los EE.UU. 3.666.421 y en la Alemang DT-2539—657. Se Qeséxﬁ_
ben divorsos polimeros y agentes de copulacidén en las pa~
tentos de los EE.UU, Nos. 3.555.143, 3.857.931, 3.G4G.346,
3.853.987, 3.708.572"y 3.714.345. '

Loos procedimientos de RIA en fase sélids cupioan-
do un reactivo bioldégicamente activo unido a un soporbe in
soluble se desarrollaron para simplificar la separacidn de
antigeno libre de antigeno fijado a anticuerpo. Sin embar—
g0, algunos de los corrientemente disponibles btiemen una o
méé de las desventajas siguientes, incluyendo ﬁn ntmerc .ex~
cesivo de operaciones de manejo, baja reproductibilidad v/
sensibilidad. |

Por congiguiente, un procedimiento inmunoguimico
en fase sélida que proporcione una separacién segura y ra~
pida y sea preciso, sensible y reproducible, seria un pro-

greso en la técnica.

RESUMEN DE LA INVENGION

En uno de los aspectos de esta invencidn, se pro-
porciona un recipiente hueco y alargado adecuado pafa uso
en un procedimiento inmunoquimico o enzimé%ico, que’ compren
de:

(a) una parte reactiva inferior compueste de wn
materisl polimero, estendo dicha parte cerrsda por un extrel

mo, y teniendo, sobre gl menos una parte de su superficie
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_interior, un recubrimicnto de una proteina inerte a la que
estd wnida una sustancia bioldgicmmente activa, y
(b) una parte superior separable e inerts, conect
tade coﬁ‘éicha parte inferior y en comunicacién con ella.
| i Usando el recipiente antes citado en un proceli-
miento inmunoquimico se aports un procedimiento sencillo y
que se-réaliza fécilmente, que es preciso, sensible y re-
producibie. Las partes separables permiten wna facilidad ¥y
wiformidad de fabricacidn, la provisién de wn recubrimicn-
to sustancialmente uniforme de proteine inerte sobre una'
superficie continue para procedimientos inmunoquimiQOS'da-
dos; y por consiguiente, a una determinacién o ensayo'méé
fiable y mds exacto. EL recubrimiento de proteina inerte
hace posible emplear eficazmente la sustancia bioldgicamend
te activa. La proteina inerte estabiliza la sustsncia bio-
1égicamente activa y aumenta su actividad. Tembién propor-
ciong una superficie con caracteristicas constentes.
Cusndo la sugtancia bioldgicamente activa estd
-unida por enlace covalente, aumenta la centidad que puede
unirse, El enlace covalente de la sustancia bioldgicamente
activa gl recubrimiento de prqteina inerte es mis fécil de
controlar que las demas formas de wnién. Ademds, con el en-
lace covalente se reduce el sangrado o la lixiviacion de
la sustancia biolégicamente activa hacia la mezcla de reac
cibn, auwmentendo asi la precisidn y la reproductibilidad .
del procedimiento inmunoquimico.
- Otro aspecto de esta invencién se refiere a un
recipiente alargado y hueco que comprende | o
(a) uvna parte reactiva inferior compuesta de un

materisl polimero, estendo dicha parte cerrada por un extre
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interior como de su sunerficie exterior, recubierta con
wna proteina imerte a lo que estd unida wna sustencia biolg
glcamente activa, y
! -(b) una parte guperior separeble e inerte, conec+
tada con dicha perte inferior y en comunicacién con ella.
Otro aspecto se reficre a un método de tratar

los anteriores reéipiénﬁes, porbicularmente en gran escalal
I+ Otro aspe;%o se refiere ol uso de los anteriores
recipientes en procedimientos ecuzimdticos e inmunoguimicos,

particularmonte en procodimicntos de RIA.

DESCRIPCION DETNALLADA DE LA IXVINCION

Gomo se ha dicho, la parte reactiva inferior dsl
recipiente se compone de un material o materiales polime-
roé. Los materiales‘polimeros atdecuados que pueden usarse
para preparar la parte reactiva inferior son muy conocidos
para los expertos en la téenica. Tales naterigles polimeros
son, tipicamente, sustancialmente insolubles en agua, tie-
nen uwnea baje afinidad para la sustancia biolégicamente ac~
tiva unida,'y son capaccs de ser moldeados. Los ejemplos de
tales materialéé polimeros incluyen los polimeros oméénicos
tales como polimeros de hidrocerburos, es decir polieétire~

no, polietileno, polipropileno, polibutileno, poliestireno

[6]

diazotado, caucho butilico y otros cauchos sintéticos. Ctro
polimeros adecuados son poliésteres, poliamidas, celulosa,
derivados de celulosa, acrilatos, metacrilatos, y polimeros
vinilicos, teles como poli(cloruro de vinilo) y poli(cloru-
ro de vinilideno). Otros polimeros satisfactorios incluyen

los copolimeros, tales como copolimeros de injerto sustitul

3 PGOR
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-dog de poliestireno y politetrafluorocetileno. Pueden usar—
se ‘también vidrio, tipicemente el que se emplea en tubos de
ensayo o en los aparatos de laboratorio. Por su disponibi~.
lidad comercial y facilidad de uso, son polimeros eépecial—
mente Utiles los copolimeros de etilemo y dcido acrflico.
Tipicamente, tales copolimeros contienen de alrededor de
80 a 97 moles por ciento de etileno, y de alrededor ae 3.8
20 moles por cilento de Acido acrilico. Otros polimeros ﬁfe-
feribles incluyen los copolimeros de &cido acrilico y acri-
lemidas mgtacrilato de metilo y acrilamids; metacrilato ae
metile y metacrilemida; y wetacrilato de metilo y acrilami-
da. ' | ;

, Preferiblemente, la varte reactive inferior estd
en la formg de un tubo convencional usado en procedimientos
inmunoquimicos. La longitud de la parte reactiva inferioi
puecde ser cualquier tamafio conveniente, yen general es de
longitud suficiente para proporcionar la cantidad necesaris
de sustanéia biolégicamenté activa para el procedimiento o
ensayo inmmunoguimico implicado. En general, la longitud es
de alrededor de 10 mm g 50 mm, y preferiblémente de alrede-
dor de 15 mm g 25 mm, y Optimsmente de alrededor de 20 mm,
y el diédmetro es de alrededor de 5 mm g 20 mm, preferible-
mente de 10 a 20 mm, y Sptimamente de alrededor de 12 mm.
Una parte reactiva inferior que tiene alrededor de 20 mm dg
longitud y wn didmetro de alrededor de 12 mm tendrsd una ca-
pacidad de alrededor de 1,2 ml. Haturslmente, la capacidad
depende de la loﬁgitud y el didmetro de la parte inferior.
Bl uso de la parte reactiva'inferior permite una facilidad
de aplicacién, Ademds, se requieren unos ingredientes y un

equipo menos activo. Ademds, la parte reactiva inferior pue
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~de hacerse con el poliiero mas ventajoso para el recubri-
miento y la unién de wa sustancia biolégicamente- activa,
v la parte superior inerte puede estar formada ventszajosamer
te de polipropileno o polietileno, que proporcionan smbos
rigidez, son ficiles de transformar y manejar y son relati
vamente baratos.

A la parte inferior reactiva, segin esta inveﬁ«
cidn, se la we une, protelna inerte. la expresidn protemn
inerte significe ung proteina que no toma parte em la reacH
clén inmmoquimica y no perjudica a la sustancia bioldgica.
Las proteinas que pueden usarse son muy conocidas por los
expertos en la tecnica. Incluyen cualquier materizl protei-
nico, tal como Seroalbum1nas 0 globulinas obtenidas de Qi~
versas especies animales, o pueden ser obros matericles uwni
formes. ' »

Se prefiefen perticularmente la gammsglobulina
bovina y la gelatina, que pueden adquirirse fédcilmente. Es
desesble que el material proteinico empleado sea suficien—
temente homogéneo para que uséndolo pueda obtenerse. una su
perficie esenclalmente continua. Tal superficie puede obbe-
nerse fa011mente con las proteinas anteriores.

Puede unirse o la proteina inerte une amplia gems
de sustancias bioléglcamente activas. Tales sustanCLas in-
cluyen antigenos y anticuerpos que tienen prOpie"ﬁdeS inmu-
nolégicas y enzimas que.+tienen propiedades enz 1mablcaq.

Los entigenos pueden definirse como sustancias
que egtimulen la formacidn de un anticuerpo en un animal,
y que pueden reacclonar de modo observable con el antiocuer-
po. Los antigenos tienen generalmente un peso molecular zl-

to, de 10.000 & mayor. Un haptenc es una suvsbancia de bajo
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_peso molecular que por si misma no puede esbimular vna resd

T

puesta de un antieuerpo, pero que cuando estd copulsdo qui-
micemente a una sustancia de alto peso molecular, por ej.
wna proteina, pueds estimuler una respuesta de un anticuert
p0, ¥ el hapteno puede reaccionar con el enticuerpo resul-
tante. Hay una descripcién detallada de antigenos en "Prin~
ciples. of Inmunology", Ed. Rose, Milgrem y ven Oss, Liaclii-
llan Publishing Co., Nueva York, 1973.

En respuesta a una inyeccidn de antigenos, el
cuerpo de un animal produce anticuerpos especificos que
reaccionan con los sntigenos y los neutralizen. Lo enti-
cuerpos estén clasificados como proteinas con la solubili-
dad de las globulinas. Su peso molecular estd clasifics 3o
principalmente en dos grupos,, de alrededor de 160,000, de-
nominadas globulinas normgles, y 1.000.000, denoﬁinadas g
croglobulinas. ElL tipo de bajo peso moleculer predomina en
la moyoria de las especies snimeles. Se produce un anticuey
po pesado en el caballo, la vaca y el cerdo inmumizados
con neumococos, y en 10s conejos inmunizados con glébulos
rojos de oveja. Los pesos moleculares de los anticuernos
no difieren significativamente de los pesos moleculares de
las globulings de los sueros normales de las diversas espe-
cies. Son de importencis particular las globulinges que cong
tan de wna serie continua de proteinas de diferentes propid
dades fisicas y quimicas y de actividades bioldgicas que s¢
solapan. Muestran emplias veriaciones en movilidad electro-
forética, precipiten por salificacidn en un intervalo cons)
derable de concentraciones de electrolito, producen muchas
fracciones por el método de.precipitacidn con gleohol, ¥y

tienen constantes de sedimentacidn de desde 7S a 205 (uni-
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Los anticuerpos tipicos que pueden unirse o lz
proteina inerte incluyen los anticuwerpos contra los hapte-|
nos digoxina, triyodotironina (13), tiroxina (T4), 2SH,
angiotensina, gonadotropina coridnica humana (FHCG) e ingu~
lina; log diversos esbteroides biloldgicemente ectivos; low
doidos. biliares; otras hormonas de polipéptidos; les enzi~
mas € isoenzimas;-y iés sugtancins farmacoldzicamente actl
vas tales como les é%ogas de sbuso asi como las usadas'parh
terapbutices, y otras. '

Las enzimas que pueden unirse a la proteina iner
te incluyen la diéstasa, oxidasa de glucosa, ureasa, malba
sg, amilasa, peioxidasa, y otras enzimas y coenzimas.

Segin el procedimiento de esta invencidn, las
partes reactivas inferiores de los recipientes se preparan
por medio de wn proéedimiento que comprende (a) recubrir
por adsorcién le superficie de una parte reactiva inferior
con wne proteina inerte, en condiciones de adsorcidn, . (b)
wnir wna sustancia bioldgicamente activa al recubrimiento
de proteina inerte de la parte reactive inferior de (a),
en condiciones de unidn, (c) tratar la parte reactiva infe-
rior de (b), qﬁé tiene la sustancie bioldgicamente activa
wnida al recubrimiento de proteine inerte, con un.agente
estabilizente para estebilizar contra la desmaturslizacidn
a ‘tal sugtancia bioldgiceamente activa, y (d) secar la parie
reactiva (c) en condiciones de secado que no desnaturalicen
sustencialmente la sustancis bioldgicamente active. Los re-
cipientes de esta invencidn se preparen después pniendo la
parte inerte superior a la parte reactiva inferior.

Lg cantidad de proteina inerte utilizada que da
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résultados Sptimos depende de la naturaleza de la proteina
inerte, de la parie reactiva, y de las sustancias biloldgi-
cas. Esta centidad puede determinarse féeilmente por los
expertos en la téenica. Tiplcamente, sélo se wne a la su-
perficie una pelicula delsada, por ej. a2l menos ung capa

de moldéculas de espesor, de proteina, En general, ésta cs
Y ’ ? ! .

ung centidad syficiente para efectvar wn recubrimiento wni

forme sl que puede uvnirse la sustancis bioldégicamente actid
va.

Le proteina inerte se une fécilmente a la super-

ficie pera former un recubrimiento por pulverizacidn, imbis

bicidn, o, preferiblemente, sumeréiendo la parte reactiva
inferior en una digolucidén acuosa de proteina inerte, pre-
feriblemente ung disolucidn acucss temponadora, en condi-
ciones de recubrimiento. De este modo la proteina se adsord
be a la superficie de la parte inferior reactiva. Es venta
joso emplear disoluciones acuosas temponadoras de fosfatos,
Estos tempones se¢ describen en U.S.P. (Fermacopea de los
EE.UU.) XIX y se preparen en general empleando fosfato écid
do dipotdsico y fosfato didcido de potasio. Las cantidades
apropiadas se disuvelven en agua para producir el pH desea~

do, ¥y el pH se ajuste, si es necesario, con KOH ¢ HCl. Si

egente bacteriostdtico para inhibir el desarrollo de micro-
organismos, tales como azida de sodlo o timerosal.

Le proteina inerte se recubre en condiciones de
adsorcidén que no.cauSen la desnaturelizacidén de la protei-
na. Las condiciones especificas de pH y temperatura depen~
den de la proteina inerte particular. Las condiciones de

adsorcidn incluyen un pH convencional,‘por ej. de alrededoy
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de 3 a 10, y temperaturss convencionales, por ej. de alre-
dedor de 20°C a 30¢C. Amque pueden emplearse temperaturas
do aplicacidn supericores e inferiores, por ejemplo de sélo|
49C y de'Pas%a 502C, no hay ninguna ventaje importante. De
hecho, a %emperaturas de mds de 509C, la proteina se desna-
turaliza en generel. A temperabturas inferiores & 42C, la
proteina es diffcil de eplicer. Por ejemplo, la gammeglobu-t
lina bovina se aplica como recubrimiento generslmente s wn
pH de 5 a 7, v Optimomente 6,4, a temperaturs smbiente.
| Para facilifer la wnidn de la proteina iherte,

la superficie de la parte reactiva inferior puede tratarse,
antes de la wnidn, con dlversos materliales que mejoren la
adsorcidn de la proteina inerte. Tales materiales incluyen
disolventes, tensiocactivos, deidos o bases.

Se emplean tensioactivos, ventajosemente dodecil-
gulfato de sodio, como detergente pars limplar la superfi-
cie y hacerla mojable. Si los polimeros contienen grupos
carboxilo sobre la superficie, frecuentemente es deseable
tratarlos con wna base formadors de sal, por ej. KOH, para
convertirlos en la forma de sal, dandoles uns cargae negabi-
va que aporbta uwna mejor atraccidn eléctrica'que mejéra atn
més la adsorcién. La base eyuda también a limpiar la super
ficie. En otro aépecto, es venﬁajosé hacer que la distribu~
cién de cargss sobre la superficie sea aproximadamente
igual a la de la profeina inerte a aplicsr. Esto se consi-
gue lavando la superficie con una disolucién acuosa tampo~
nadora, que tiene sproximadamente el mismo:pH,que la diso-
lucién de recubrimieﬁto‘que contiene la proteina inerte, el
tes del recubrimiento. '

La sustencia bioldgicemente activa puede unirse
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-por cualquier medio adecumdo., Teles medios adecuados, cono+
cidos en la técnica incluyen lg adsorcién, el enlace cova-

lente, el'enlace ibnico y la retencién. Se prefiere wnir L

! L (4 0
porque es més facil de conbrolar la reaccién de copulacién
y el producto es més estable.

| . o
! Se describen métodos para unir quimicemente; es

decir do modo covalente, las sustancias biolégioamentefaé—

Nos. 3.553,310 y 3.639.558, todas las cuales se inborﬁ@ran
aqui como referencia. Un né+t0a6 preferido de hacer un-éﬁlar

3

ce covalente de la sustancia bioldégicamente activa a<1%:'
proteina inerte es tratar primero la proteins con unlaéeﬁie
de cobulacién de aldehido, y aplicar después lé susténcia
bioldégicamente active en condiciones que permitan al slde-
hido vnirse de modo covalente tanto a la proteina inerte
como g la sustancia bioldgicamente actiVé. Los agentes de
copulacidn de aldehido adecuados son 10s que tienen o bien
insaturacién o, f (etilénica) o bien una pluralidad de
grupos sldehido, o ambas cosas; Por mayor facilidad y con-
veniencia se prefiere user un gldehido seleccionado del
grupo de un aldehido « , 4 insaturado, un disldehido o mez-
clas de los mismbs,~para formar productos de reaccidn de
gldehido con él recubrimiento de proteina inefte. Los alde-
hidos a{, 5 insgturados pueden ser un compresto que tiene
una férmula del Hipo '

Ry Ry O

R |
H=-C=C~C=-H

donde cualguiera de -los R1,o R2 puede ger hidrégeno o un
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la acroleina, metaacroleina y el 2-butenal. Pueden emplear-
se digldehidos tales como glubaraldehido, propanocdial y buq

tanodigl . )
{ Cuando uno de estos aldehidos se pone en contac-

to con la superfiéie de la proteing inerte, la proteina se
estabiliza y se polimeriza por reticulacidn, y se fij? .
reatos activog de aldchxdo a las superficies. Se cree qué
egtos restos son grupos cerbonilo, y como tales son alba~
mente reactivos para los grupos eninicos de la qutanqu
biolégicamente.actlva, ya que forman enlaces covalenmesvenr
tre las particulas de protefna  y las sustencias biolKQiéa—
nente activas. s
Gomo slternative a los aldehidos pueden usérsef
otros materiales de copulacidn, tales como compuestoanqé
tengan dos o més de‘IOS‘siguienkes grupos reactivos: azo,
écido sulfénico, grupos fluoro activados por grupos nitro,
azida, imina y grupos cloro reactivos conectados a un ani-
1lo que tiene una estructura resonante gepropiada. Estos gmy
pos reactivos son capaces de reaccionar con los grupos ami-
no primarios, sulfh¢drilo, carboxilico, hidroxilo y fenéllu
08 en las sustan01as qve congtituyen la protelna 1nerte,
asl como las sustancias bioldgicas que hay que copular a
los mismas. _ | ?
‘Ung lista representativa de tales agenﬁesféé éo;
pulacién comprende el dcido bis~diazobenzadinsulfépi¢o, tem
traazo-p-fenilendismine, difluorodinitrobenceno, difluoroddl -
nitrofenilsulfona, une carpodiimida, toluendiisocisnato,
cloruro cianirico, diclorotriezina, pefclorato aé N~terc-by

til-5-metil-isoxazolio. Las carbodiimidas que pueden emplecl
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L se son la H,N-diciclohexilcerbodiimida, clorhidwato de

1=etil~3-(3~dimetilanino~-propil )-carbodiinida, y metil-p-
~teluensulfonato de 1-ciclobexil-3-(2-morfolinil-(4)-etil~
—carbodiinida. ' | '

AMternativarente, las sustencias biloldgicanente
activas antes citadas pueden unirse por adsorcién, segun el
proéedimiento ?escrito en la patente de los EE.UU. nf- :;
3.551.555, . | . S

Lg cantidad de agenié de copulacidn utilizg@é:gn
el procedimiento preferido de esta invencidn dependerggée
la proteina inerte particuler y Qe la sustancisg biolégiga;
mente active a copular. Esta cantidad puede determinéfég’
fécilnente por los expertos en la tdenica, pero.tipiQéﬁéﬁte
serd una cantided suficiente pars retioular la proteiﬁée
-inerte y proporcionasr puntos suficientes para copular é'ia
proteina inerte suficiente sustancia biolégicamente activa
para efectuar el procedimiento inmunoquimico o enzimgtico
_deseado. En el caso de los aldehidos, esta cantided es ge—
neralmente de desde 0,1 @ alrededor de 10% (peso/vol.), y
preferiblemente de alrededor de 1 a alrededor de 2% (peso/
vol.).

Tipicamente, el sgente de copulacidn se aplica
en una disolucién tamponadors acuosa, lo mis ventajosaments
w tempbn de fosfato, que puede comtener otros ingredientes
tales como antioxidantes, y agentes bacteriostdticos. El
sgente de copulacién puede aplicarse a cuslquier pH conve-
niente, por ejemplo de alrededor de 3 a elrededor de 10. El
egente de copulacidn puede aplicarse convenientgmente a
temperatura ambiente. Pueden émplearse'temperaturas mas ba-

| jas, por ejemplo de sdlo 42C, pero las temperaturas infe-
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L riores a 42C no aportan ninguna ventaja‘importante. Pueden .
emplearse igualmente temperaturas superiores, por ¢ jemplo
de hasta 5000, pexro tales temperaturas no dan ninguuna vens
taja 1mportante. En el caso de los sldehidos, el pH es ge-
neralmente de dlrededor de 6 a 8, y la temperatura es gene-
ralmente de alrededor de 209C g BOQG. )

I Pars faciliter la flaqclén del agente de cogulw
cibn g 1é proteina inerte, es yentajoso lavar la protemna
con el mismo tamponador sin el agente de copulacidn, an+eq
del tratamlento con el tamponador que contlene el qgenbe
de copulacién. Como la méxime esbabilidad del agente dé co-
pulacidn es al pH de la disolucidén temponadorsa, este'la§é~
do proporciona el ambiente mds adecuado para la espabili-
dad del agente de copulacidn. o

La cantided de sustancia bioldgicamente activa
empleads en la préctica de esta invenciég depende de la na-
furaleza de la proteina'inerte vy de la sustancia biolébgica~
mente activa particwlar. Teles cantidades pueden determingy
se fécilmente por los expertos_én le téonica. Tipicemente,
sersd ung cantidad suficiente para efectuar la determinacién
0 el procedimiento en el gque se emplea. Por ejemplo, en el
caso de wn clerto antisuero de digoxina, la dilucidn (es dg
cir partes de an%isuero que contiene anticuerpo/pertes de
disolucidn de tratamiento) es de slrededor de' 1/300.000 &
alrededor de 1/360.000, y preferiblemente 1/325.000 a
1/335 000.

La sustancia biolégicémente activa se aplica ven-
tajosanente en una disolucidn acuosa, preferiblemente wa
disolucién acuosa tamponadora de fosfato. Se aplica en con~| -

diciones de unién que no desnaturalicén'la proteina, que
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.Pueden'émplearse convenientenente temperaturas de 8610-490

| te la aplicacidn, & generalmente se emplea en una cantidad
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Lincluyen la eplicacién s ‘temperatura embiente, pero pueden
emplearsé temperaturas superiores o inferiores, a cuslquier

pH oouvénieﬁte en el intervelo de desde 3 a elrededor de 1C

0 menbfes, y de hasta 502C. Sin embargo, no se obtlens nin-
guna ventaja importante empleando temperaturas por enclng
de 509G, Generalmente se emplea wn p¥ de 6 & T en el'édgg
de anticuexrpos para'lé digoxina, triyodotironina y tifbéina

andyr

|~ En otro aspecto, la presente invencién comprende -

el uso de un agente protector para proteger mas 1a‘suéﬁan-

cia bloldgicamente active contra la desnaturalizacidn duran

eficaz para dar tal proteccidn, disminuyendo los facfoégé
de desnaturalizacién, Por ejemplo, el agente protectéf‘é?té
presente en cantidades mucho mayores que la sustanciaﬁbialé
giqamente activa, y.protege desnaturalizéndose primero a
nmedida que se gplica la susténcia biolégicamente activa.

Es particularmente ventajoso usar estos agentes'en las ope-
raciones de febricacién a gran escala. Estos agentes inclu-
yen la albimina de suero bovino u otras proteinas protecto-
ras que no ﬁerjudiquen a la sustancia bloldgica acfiya ni
al recubrimienté de proteina adsorbida. En el caso de la
‘albdmina de suero Bovino, se usa en genersl en una éaﬁtidad
de desde alrededor de 0,05% (peso/vol.) a alrededor_de'1ﬁ
(peso/vol.), preferiblemente de 0,1 a alrededor de 0)2%
(peso/vol.). ' A

mente activa, antes de aplicarla a la parte reactive, ésta
ge lave, ventajosamente, con el mismo tamponador en que es—|

té la sustancia biloldgicemente activa.

Para facilitar la unién de la sustencia bioldgical -
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- Una vez aplicada la susiancia bioldgicamente acti
va, e¢8 preferible eliminar inmediatemente cualquier exceso
de sustancie bioldgicemente active que no haya reaccionado.
En el caso de los anticuerpos ésio se efectia ventajosamen-
te traténdola con una disolucién temponadors de aminodeido
que tenga un pH de genmeralmente alrededor de 1 a 3. Se pre-
fiere wn teupdn de cloruro de glicina y sodio. Despuéﬁu&;
este traﬁamienzo, las partes reactivas se tratan preféfi;
blemente con una disolucién ‘tamponedora que tenga unﬁgﬁj
en el intervalo de 6 a 8, para elevar el pH hasta unfvgibr
casi neutro. ke

A continuacifn, le parte reactive inferior se trg
ta con un ggente estebilizonte para estebllizar la acti-wri-
dad de la sustencis bioldgicamente activa copulada frente
a lo desnaturalizacién. Tal egente estabilizente es un pb—
li(elcohol vinflico) que tiene une viscosidad de 4-6 centi
poises (disolucién 31:1% en peso/vol.) a 200C. Generalmen-
‘te se aplica en una proporéién estabilizante eficaz, por
ejemplo de 2% (en peso/vol.). Usualmente se.aplica en ung
disolucién acuosa tamponadora, preferiblemente un tempbn e
fosfato, altemperaiﬁra ambiente. En general, el pH de esta
disolucidn tampqnadora depende del pH al que es mis estable
la sustancia biolégicamente activa. Después del tratamientd
con el agente estabilizente, la parte reactiva inferior se
escurre y se seca en condiciones de secado que no causen
le desnaturalizacién de la sustancie biolégicamente activa.
Es ventajoso emplear secado por vacio. Puede emplearse
cualquier secador comercial, usando temperaturas de secado
de genoralmente 102C a 459C, y preferiblemente 2520 & 3590,

Entre wna y otra de las operaciones antes citadas
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-eg preferible usar varios lavédos con agua, para asegurar-
se de que no se arrastra ninguna contaminecidn. En general,
las disoluciones de tratamiento se agitan a una velocidad,
durante su aplicecién, que no perjudique a la proteina inen
te, al recubrimiento de proteina inerte, a la sustancia big
1égicamente activa, ¢ al recubrimiento de proteins ingrtg
gl que.-estd wnida la sustancia biolégicamente_activa{}ﬁi:’

cause wna formaciénleﬁcesiva de burbujas, pero si sufigi;nm
te pdra aségurar‘un‘zompleto mezclado y llevar a cébquéi
tretamiento apropiado. Por ejemplo, en el caso de la éis§lg
cidn de tratamiento de proteiné inerte, la velocidad déﬁagi
tacién puede determinarse fdeilmente, agitando un»nﬁmefg’de
lotes a vafias Gelocidades y determinando después 1aéaéélo-
cldades 6ptimaé. Puede usarse el mismo procedimiento?paﬁa
determinar la velocidad para las disoluciones de tratanien-
t0 que contienen el'aldehido, la sustancia bioldgicamente
activa, y para las diversas disoluciones tamponadoras.

En general, se usan alrededor de 6 partes de diso
lucidn de tretemiento por cada parte de la parte reactive
inferlor. Pueden usarse, mas 0 menos, slrededor de 2 & 12
partes, por'ejemplg,'por paxrte de parte reactiva inferior.

La pai;te'superior inerte separsble segin es.'ta in-
vencién puede ser cualquieras de 1os polimeros antes.éitados
incluso vidrio. Inerte significa que la parte no inflﬁiré
perjudicielmente en las sustanciés biolédzicas que ‘toman par;

te en el eﬁsayo inmnnoquimico.-Los polimeros usados’ﬁipicar
lipropileno y el polietileno. Ademds, aportan rigides. Como

poréionar une cepacidad adecuada para efectuar el procedi-~

o

mente, por conyeniencia y por su bajo coste, incluyen el po| -
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1 ferior. Pucde unirse por cualquier medio adecuado que pro-
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Lmiento inmunoquinmico o enzimdtico. Usualmente, esta parte
consta de una porcidén o porciones que estén abiertas por

ambos extremos, y que estén wnidas a la parte reactiva in-

porcione un recipiente sin fugas (por ej. hermético para el
agua). Por cdemplo la parte inferior puede estar ulpenada’
de modo que ajuste a presidn en 1a parfe superior. Lazperte
superior pucde’ unirse tamblen‘por ‘bermosellado u otrqugdlc
adecuado conocido por los expertos en la téenica. El_ tamaﬁc
de la parte superior inerte puede variar segin los proced1~
nientos imaunoguimicos o enzimdticos empleados, y esto po~
drd averigiarse fécilmente por los expertos en la técnida.
En géneral, la longiiud es desde alrededor de 50 mm & gire-
dedor de 100 mum, preferiblemente de alrededor de 55 mm -
alrededbr de 80 mm, y Spbtimemente 65 mm. E) didmetro es ge-
neralmente aproximadamente el mismo que la parte reactiva
inferior.

Se haré ahora referencia gl didbujo, que ilustra
una realizacidn preferida de esta invencidn. La Figura 1
muestra un dispositivo de ests invenciﬁn en forma de tubo.
T TFigura 2 nmuestra la parte superior inerte. Le Figura 3
nuestra la parte inferior reactiva. Ia parte reactiva infe-
rior 1 tilene un recubrimiento de proteina inerte al que se
une la sustancia bioldgica sobre su superficie interior 3
y su superficie superior 4. La Parte superior separable e
inerte 2 estd wnida a la Parte inferior reactiva 1.

En una reelizacién preferida de esta invencién,
les partes inferiores reactivas de los recipientes de esta
invencidn tienen, tanto sobre la superficie interior como

sobre la superior de la parte reactiva un recubrimiento de
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—proteina inerte, a la que estd unide por enlace covalente
la sustancia bioldgicamente activa.

Otro aspecto de esta invencién es el uso de esto
sistemes de separacidén en procedimientos o determinaciones
immunogquimicas, para deberminsr concentraciones de aﬁtigen
0 hapteno, de modo particularmente ventajoso en dete:miﬁa—
ciones o ensayos de RIA. Estos procedimientos de RTA-y.las
técnicas para efectuarlos son muy conocidos por los exbér~
tog en le técnica. Se describirdn con més detelle en 1os

ejemplos que siguen.
LJEMPLO 1

Se prepararon, como sigue, 1.300 pertes infério~
_res reactivas que tenfan la forme mostrade en la Figuxé:3,
con wne capacidad de 1,1 ml, y compuestas de wn polimer& d
polietileno y dcido acrilico (92 moles por clento de polie
tileno y 8 moles por ciento de deido acrilico)t

(1) Las 1.300 pértes inferiores sin trater se su
mergieron en un recipiente de acero inoxidable o polietile:
no que contenig ;800 nl de disolucidn acuosa gl 0,5% de do

" decilsulfato de sodio (SDS) y se asgiteron durente 30 minu-

varon después durante 5 minutos. Este procedimiento de le~
vado se repitié dos veces. (3) Se quitd el agua, se susti

fuyd por 7800 ml de wne disolucidén acuosa de hidréxido de

disolucién. (4) Después se retird la disolucién de hidré~
xidé de potasio, se sustituyd por egua, y las partes se lg

varon durante 5 minutos. Este procedimiento de levado se

tos a temperature ambiente. (2) Se retird la disolucién aé

SDS, se sustituyé por 7800 ml de agua, y las partes se le~|

L%

potasio 0,2 N, y las partes.se egitaron 30 minutos en estas |
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. repitié hasta que el pH de la disolucidén de lavado final

ge ggitaron dwrante 30 minutos artemperatura ambient§ en

‘solucidn tamponadora de fosfato 0,1 ¥ de pH 7,4, ¥ las pard

Hoja ntn. 20

era de 7,0. (5) Se retiré el sgua, se sustituyd por una
disolucién acuosa de fosfato 0,1 M (pH 6,4) que contenia
0,1% de é;mﬁaglobulina bovina y 0,1% de azida de sodio, ¥
!
las partes se agitaron durante 30 minutos en este disolu-
cién. (6) Da disolucién de gemmaglobulina se retird, se:
sustituy§ por ague, y se lavaron las partes reactivas“iéf
feriores dwante 5 minutos. Este procedimiento de 1avéd§_

se repitid tres veces. (7) El sgtia se sustituyd por-jBOP

N

ml de wna disolucién tamponadora de fosfato (0,1 M; pH-7,4

que contenia 2% de glutaraldehido, y las partes inferiores

este disolucién. (8) Se retird la disolucibn de glufébél-
dehido, se sustituyb por 7800 ml de agua, y las partes.ée
laveron durente 10 minutos. (9) Se sustituyd el agua por
ung disolucién acuose tamponadors de fogfato (0,01 M; pH
7,0) que contenfs enticuerpos de digoxina (dé cabra) en
una dilucién de 1:160.000, suero normel de cebra con wia
dilucién de 1:32.000, 0,1% de elbiming de suero normal y
0,01% de azida de so0dio, y las partes inferiores se'agitar
ron durante media hore en ests disolucién a temperature.
anbiente. (10) La disolucién de tratamiento se sustituyé
por 7800 ml de agua y las pertes reactivas inferiores se
lavaron_duranie 10 minutos. Este procedimiento de lavado
se repitid dos veces. (11) El agua se sustituyé por 7800

ml de wna disolucidn acuosa temponsdora de cloruro de gli-

cina y sodio (0,1 1 pH 2,3) y las partes se lavaron 30 mi

nutos, & temperatura ambiente. (12) La disolucién tampon;

dora de glicina se separd y. se sustituydé por 7600 ml de i+
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| trénen dilucidn apropiada de digoxina, es decir O nanogra-
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e ge laveron durente 10 minutos. Este procedimiento de
lavedo se repitié una vez. (13) Se retird el tampén de fog
fato, s6 sustituyé por 7800 ml de una disolucién acuosa sg |
lina temponads con fosfato (0,01 M; pH 7,4, 0,9% de WaCl)

¥ lasfbartes inferiores se agitardn en esta disolucidn du-
rante 30 minutos a temperatura eublente. (14) La aicolur

cidn sallna tamponaaa con fosfabo se reﬁlro ¥y se suqt*tuvé
por 7800 ml de tampén de Tosfato O 01 M de PH 7 4 que con~
tenid 2% de poll(mlcohol vinflico) v O, O1p de azida de’ qo—
dio, y les piezas se agitaron durante 30 minutos. (15, Las
partes reactivas inferiores se secaron en vacio durante al-
rededor de dos horas. (16) A las partes reactivas iﬁf%?io—
res se les unio;on partes inertes superiores Uﬂlendol¢3‘ﬂ
presién, para dar asi un tubo de ensayo conven01ona1 aubcua
do para uso en procedlmlenios de RIA on fase sblida. La par
te inerte superior se componia de polipropileno y tenia ung

longitud de glrededor de 8,25 centimetros.
BJBEMPIO 2

Procedimiento de RIA (endlisis radioinmunolégico)

En un. soporte de tubos de ensgyo convenclonales
se colocan 12 uubos recvoiertos de anticuerpos de digoxlna
preparados segun este invencién. A cada tubo se le aﬁgden
con pipeta -1 ml de mezcla de reaccibén de digoxina qﬁeiéonr
tiene digoxina I-125 en disolueién tamponadora de fo;fato
(fosfato 0,01 M, pH %,4, 0,9% de cloruro de sodio)..A‘cada

tubo se le efiaden con pipeta 100 microlitros de suero. pa-

mnos (pg) por ml en log tubos 1y 2; 0,4 ng por ml en los
tubos 3 y 4; 1 ng por ml en los tubos 5 y 6; 2 ng por ml en
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| 1os tubos 7 y 8; 3 ng por ml en los tubos 9 y 10, ¥ 5 ng
por ml en los tubos 11 ¥y 12. Se agita suavemente el sopor-
te de'lbs tubos durante 5 & 10 segundos y después se incu-
ban en un bafio de agua durente glrededor de una hora a al-
rededor de 372C. Se retira el soporte y después se decanta
el contenido de todos los tubos, cuidadosemente. Se dosifl
cen dos ml de agua'déstilada en cadg uno dg los ‘tubos y se
“decanta. Los tubés-séfsometen a recuento de impulsos en un
contedor gauma duréﬁ%e un minuto. Los cdlculos se hacen co-
mo siguve:

1. Se calcula el recuento neto por minuto de fo+
dos los patroneé festando el recuento medio de fondo del
instrumento. :

2. Se expresa el recuento correcto para cada jue-
go de patrones como tanto por ciento del promedio (0 ng féxf
rl) del recuento pafrén (% BE/BO¥¥)

recuehito de impulsos corregide

por minuto, del patrén oL
% B/BO = x 1007+
recuento correglde por minuto L
(e 0 ng por ml) . .
# B = tanto por ciento fijado en todos los deméid
) :tubos L
s BO = tanto por ciemto fijado en el patrén de O

"ng pér nl. '
3. Usando papel de gréficas semilogaritmigo,'se
represents el % B/BO para cada concentracién patrén en fun-

cidn de la concentracién de digoxina en ng por ml. |

© Procediniento real

Se obtuvieron los .resultados siguientes siguiendo

el procedimiento anterior:
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Huestra (ng/ml) (impulsos por min.) EZZL*ﬁﬁQ_
0 100%
' :>0006 (promedlo)

0 | 5810

0,4 : 4886 81,4
0,4 . 4920 . 81,9
1,0 ‘ 4032 " 67,1
1,0 [ 3960 65,9
2,0 | 2032 37,2
2,0 2470 . 41,1
3,0 S 1712 28,5
3,0 1725 28,7
5,0 1247 - 20,8
5,0 . 1023 17,0

Hojn nGm, p’z'

Recuento posterior (neto)

Una gréfice de los anteriores resultados indican |-

la sensibilidad y reproductibilidad del ensayo.
EJEMPLO 3

Se siguié el procedimiento dado en el Ejemplo 1
para recubrir partes reactivas inferiores con anticuerpo: |

para triyodotironing (T3), salvo en que, la dlluclon de la "

disolucién de recubrimiento de anticuerpo en la operacién.
(9) ere de 1:10.000, y se omitid el suero normal de cabra, |
Se prepararon lotes de varios clentos de partes reactivas
inferiores, ajustando el volumen de disolucién de tratamiég
%o sobre una base de 6,0 ml por parte. Estas partes se use-
ron después para determinar lg ébsorcién de triyodotironinag,
en muestras de suero.

BJEMPLO 4

Se empleon las disoluclones siguientes para tre-
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_tor los recipientes de esta invencidn que se describen més
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-

adelante.

‘Reactivos pars hacer un litro de disolucidn

v

/1, Dempén de fosfato, 0,1 M, pH 6,4 (I)

' a) Se efiaden & agua, con agitacidn, 9,96 &
. de fosfato diacido de potasio.
. b) A la disolucién de 1a) se le afiaden 4,66
g de fosfato dcido dipotdsico.
¢) Se diluye hasta 900 ml con agua y se afia~
“as 1,0 g de aside de sodio.
Se mide el lecon un medidor de pH. Si el
pH estd fuera del intervalo de 6,3-6,5, s¢
" ajusta con disoluciones de KOH & HCL, se-
gun se requiera.
d) Se diluye hagta wn litro.
2. Tauwpén de fosfato, 0,1 M, pH %34 (11)
a) Se afiaden a agua, con agitecidn, 2,66 & ‘
de fosfafo diégido de potasio. |
b) Se afiaden, con agitacidn, 14,00 g de foé;
fato decido dipotdsico a la disolucién éé}f

¢) Se dlluye la disolucién 2b) hasta 900 nl |

¥y se mide 1 pH con un nedidor de pH. SI‘E
el plI no estd entre %,3 ¥y 7,5, se ajusta :
con disoluciones de KOH & HC1l segin se ret
qulera. V ‘
'd) Se diluye le disolucién 2c¢) hasta wn litrg.
3. mampéﬁ de fosfato, 6,01 M, pH 7,0, 0,01% de
arida de sodio (III).
a) Se afladen a agua, con agitaéién, 0,533 g

de fosfabo didcido de pobasio.
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n b) Se afiade a la disolucién 3a), con agita-

| mevgieron en un recipiente de acero inoxidable o polietile-

Hojr nam. 25

cidn, 1,056 g de fosfato dcido dipotidsico
¢) Se diluye la disolucién 3b) hasta 900 ml
B - oon ggua y se afladen 100 mg de azida de s¢
f " dio. Se mide el pH con un medidor de pH.
Se ajusta, si es necesario, a'pH entre

7,0-7,1 con disolucibén de KOH 6 HCl.

L]

‘ d) Sé:giiﬁye la disolucién 3¢) hasta wn litnd
Pt g, Tampén'de glicina, 0,1 M, pH 2,3 (I).

" &) Se afiaden, con sgitacidn, 7,5 g de glici-

na y 5,85 g de cloruro de sodio a 600 ml

de agua.

b) Ala dlsoluclén 4a) se le afladen 5,3 ml dg
HCl-concentrado ¥y se diluye hasta 900 ml. |-
Si el pH esta fuera del interval§ 2,3-2,4,'
se ajusta con disoluciones de KOH § HCL ;:;
segin se precise. Se diluye con agua hasﬁéi

1,0 litro. ' , R

I}

Preparacién de recipientes usando las disoluciond

anteriores.' . o ’ P

-1

. Se prepararon, como 51gue, 100 partes reaotlvas ‘i
infermores que tenian la forma mostrada en la Figura 3, con=
una capacidad de 1,1 ml, y compuestas de polimero de;pollei
tileno y ééido acrilico (92 moles por ciento de poliétileno
y 8 moles por ciento de adcido acrilico).

(1) Tas 100 partes inferiores sin 'Lra"aar se su~ |

no que contenia 600 ml de disolucidén acuoss al 0,5% de dode

cilsulfato de sodio (8DS), y se agitaron durante 60 minutos
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o temperatura ambiente. (2) Se retird la disolucidn de

Vglutaraldehido, se sustituyd por 600 ml de agua, ¥y lés par+

| te 5 minuwtos. (9) EL tampén se sustituyé por tampdn de
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$DS, se sustituyd por 600 ml de agua, y las partes se la-
varon dﬁranﬁe 5 minutos. IEste procedimiento de lavado se
repitié dos veces. (3) Se retird el mgua, se sustituyé
por 600 ml de una disolucién mcuosa de hidréxido de pota-

sio 0,2 N, y las pértes e agitaron durante 30 minutoz en

esta disolucidn, .(4) Se quité después la disolucidn de hi.
drdxido de potasio,:gé Sugtituyé por sgua, ¥ las partes se
lavaron durante 5 mimubos. Bsbe procedimiento de lavado se
repitid haste que ¢l pH de la disolucidn final -de lavado -
era de 7-8. Se vetiré el agua y se sustituyé por tampén de
fosfa$6 (I),'y las partes se lavaron durante 5 minutos.

(5) Se vetird lé’disolucién anterior, se sustituyé por

tampén de fosfato (I) que contenia 0,05% de gemmaglobuling|,
bovina, y las partes se aglitaron 30 minutos en esta diso; 
lucién. (6) Se retiré la disolucidn de gammaglobulina, Qg'J
gsugtituyd por agua, y las paries reactivas inferiores se;?”
lavaron 5 minutos. Esta.procedimientO’de lavado se repiti%«h
dos veces. Se rotird el egua y se sustituydé por tampén de -
fosfato (II), y las partes se lavaron durante 5 minutos. - |
(7) La disolucién se sustituyd por 600 ml de wn tahpén do. |
fosfato IT que éonteﬁia 2% de glutaraldehido, y 1aé'parﬁee:'
inferiores se'agitéroﬂ durante 60 minutos a tempera&dﬁa:

gmblente en esta disolucién. (8) Se quité la disolgciSn ae
tes se lavaron durante 5 minutos. Este procedimiento de lad
vado se repitid dos veces. EL agua se retird y se sustituyc"

por tempén de fosfato (IIL), y las partes se lavaron duran

fosfato (IIL) gue contenia anticuerpos de digoxina (de ca-
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| bra) a dilueibn 1:325,000 - 1:335.000, 0,1% de alblmina de
suero bqvino, ¥y las partés se agitaron durante éos horas g
témperéfﬁra ambiente en esta disolucién. (10) La disolu~
clén de tratamionto se sugtituyd por 600 nl de agua, y las
parteé reactivas inferiores se laveron durante 5 minutos.
(11) EL agua se sustituyd por 600 ml de tompén de glicing
(I) y las parfes se agitaron a temperatura ambiente duran-

$e 30 minutos. (12}_§e quité el tampbn de glicina y se

se repitid dos veces. (13) Se retird el tempén de fosfato
y se sustituyé ?of 600 ml de tampén de fosFato (II) que

contenia 2% de ﬁéli(alcohol vinilico), y las piezas se agid
taron durante 30 minutos. (14) Las partes reactivas infe-

riores se secaron en vacio durante wnas dos horas. (15) A

riores inertes por ajuste a presidén, dendo asi un tubo de *

7

RIA en fase sélida. La parte superior ineris se componia -

parae recubrir partes reactivas inferiores con anticuerpo
pare la triyodotironina (I3), excepto en que le dilucién dd

la disolucién de recubrimiento de anticuervo en la operacid

pararon lotes de varios cientos de partes reactivas inferig
res ajustando el volumen de.disolucidén de tratamiento con

base en 6,0 ml por parte.

sustituys por 600 ml de tempén de Fosfato (II) y las parted

se lavaron durante 5 minutos. Este procedimiento de lavado

las partes reactivas inferiores se les unieron partes suped -
ensgyo convencional adecuado para ugo en procedimientos de-

de polipropilenc y tenia ung longitud de alrededor de 60 mn

PR €

Se siguid el procedimiento dado en el Ejem@io'iJw

ETEHPTO 5 - Y

“f

1

(9) era de 1:300.000 y el snticuerpo era de csbras. Se pred
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| ron lotes ajustendo el volumen de disolucién de tretamien~

puds se decanta cuidadosamente el contenido de todos ellos,

30
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EJEMPLO 6

~ Se siguié el procédimiento dado en el Ejemplo IV
parea regﬁbrir partes inferiores reactivas con snticuerpo
para la tiroxina (TL)’ oxcepto que la dilucién de le Giso-|
lueién de recubrimiento de antlouerpo en la operacidén (9)

era de 1:2000 y el anticuerpo era de conejos. Se prepara-

to a una base de 6,0 gl'pbr parte.
i N

BJEMPLO 7

e

En un soporte de iubos de ensayo convencionales
se colocan 14 tubos recubiertos de enticuerpo para tiroxi-
na preparados segin esta invencidn. A cede tubo se le afla-
de con pipeta 1 ml de nezcls de reaccida de tiroxina que
contiene tampén de veromsl (0,076 ¥, pH 8,6), 0,01% de azij
da de sodio, Mg ANS, 900 microg/ml, y 200 picog./ml (pg/ml).

23

de tiroxina I-125, de 0,1 microcurios/hi. A cada tubo,

excepto a8 Qos, se le sfiadieron con pipata 25 m¢crolltroum‘
de suero patrén en la dilucidn epropiada de tiroxina, es
decir O ng por ml en los tubos 1y 2; 2 0 ng por ml en lo»l
tubos 3 ¥ 43 5 ng por nl en los tubos 5y 6; 10 ng por ml .
en log tubos 7 y 8; 20 ng por ml en 1os tubos 9 y "10," y 403
ng por ml en los tubos 11 y 12. A los tubos 13 ¥ 14 8@ les
afiaden con pipeta 25 mlcrolltros de uueros desconocidoo. S¢
agita el soporte suavemente durante 5 a 10 segundos y des-
pués se incuban en uﬁ bafio de agua durante alrededor de und

hora a wnos 372C. Se retira el soporte de los tubos y des-

Se afiaden dos nl de agua destilada en cada uno de los tubog
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-y se decanta. Se hace recuento de impulsos de lositubos en |
wm contador gonme durente un minuto. Los edlculos se hecen
como sigue: :

1. Se caloule el recuento neto por minuto bara tq
dos los pafrones, restando el recuento promedio de impul~
sos de fondo de} instrumento. |

24 S# expresa el recuento corregido para cade Jjug
go de patrones en tento por ciemto del promedio (O ng por
ml) de recuento patrdén (% BE/BOFE) ‘

. recuentos corregigos por
.o minuto de patron
% B/B0 = 2 x 100
recuentos corregldos por
minuto de (0 ng por ml)

# B = tanto por ciento fijado a todos los demds
tubos - _ =

s BO = tanto por ciento fijado al patrdén de O né
por ml. '

3. Usendo papel gréfico semilogaritmico, se reﬁfg
senta el % B/BO para cada concentracién patrén, en funcién

de la concentracidn de T4'en.ng por ml.

“

Procedimiento real | ' ' ,,,-l

Se obtuvieron los resultados siguientes siguiéﬁaoj

el procedimiento anterior:
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.el soporte de tubos durante 5 a 10 segundos, y después se

' un minuto. Los caleulos se hacen como sigue:
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Recuento posterionr promedlo (ne~

*Huestra (ne/ml)  %0) (Impulsos por minuto) B/B (f
0 32591 100%
2. ' 25525 78,3
5 - o ' 20909 : 64,2
0 - 14774 45,8
- 20 / - 9916 30,4
40 : 6802 20,9
Desconocida, 17603 54,0

Una gréfica de los resultados anteriores indica

la sensibilidad y reproductibilidad del ensayo.

Insayo de absorcidn de )

En un soporte convencionsl de tubos de ensayo se|

colocan 6 tubos recubiertos de antlcuerpo para T3 preparé-

dos segimn esta invencidn. A cada tubo se le auaden con Dl-

peta 1 ml de mezecla de reacclén de T3 que conblene trlsw(h.

droximetil Jaminometano 0,05 M, pH 7 3, 0,05% de azida de -

sodio, 100 pg/ml de triyodotironina I-125. A cada uno de |

un grupo de 3 {ubos se le afladen con pipeta 25 mlcrolltros'

de suero patrén, y a los otros 3, se les afiaden con pipete

25 microlitros de sueros desconocldos. Se eglta suavemente|

incuban en un bafio de sgua durente alrededor de una hora a
uros 20-262C. Se retira el soporte y después se decanta el
gonten;do de todog los tubos cuidadosemente. Se afiaden dos
nl de agua destlleda a cada tubo y se decanta. Se hace re-

cuento de impulsos de los tubos en contador gemma durante
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’ 1. Se calcula el recuento neto por minuto péra
todos los patronés restando el recuento medio de fondo del
1nsﬁrumento. _

/2 Se celeuwla el Indice de cepacidad de fijacidn
de Triyodotironina (TBC¢) para cade muestra de suero, por

medio de la férmula siguiente:
|

! Recuento neto por
1 o k] .
Indice de TBC = Rinuto de patron  x papetor de normal¢53*

Recuento neto por - ¢ilén®
minuto de suero
' . ; desconocldo

# Se determine a partir del suero patrbu.

Como en los anteriores métodos y productos po-
drian hacerse varios cembios sin separarse del objeto de
esta invencién, se pretende que debe entenderse como iluo~,‘
trative toda la descripeidn enterior. Ha de enbendorse, poﬁ

lo tento, que la invencidn no esta limitada salvo por lo’ y

definido en las reivindicgclones anexas.
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|
| _ .

‘Tiog puntos de invencidn propia y nueva que ee
presentan para que sean objeto Ge esta solicitud de Patentd
de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se re-
‘cogen en las reivindicaciones-siguientes:

, 18 .~ Un recipiente hueco y alargado adecuado pard
uso.en un. procedimiento inmumoguimico o enzimético, que |
comprende (a) una parte reacﬁivé inferior compuests de un
material polimero, estando dichs parte cerrada por un extrg
mo y teniendo sobre gl menos une parte 8e su superficie in-
terior un recubrimiento de una proteina inerte a la que es+
+4 unide ung sustancia bioldzlcsmente activa; y (b) wma pa;
te superdor inerte separable conecteda con dicha parte iﬁﬁ'
ferior y en commicecién con ella. . ‘ ‘

28 .~ Un recipiente segin la reivindicécidn 1§,J
en el que dicha sustancisa biolégicamente'activa es m anti-
cuerpo. _

8.- Un rociplente sezin la reivindicacién 28,
en el que dicha Qarte reactive tiene .dlcho recubrimientd
gobre ung parte de su superficie interior y uwna parte de au
superficie exterior. ‘

42,- Un recipiento segin le reivindicacidn 38,
en el que dlchs sustancia anticuepfo estd wida de modo co-
valente a dicha proteina inerte. _ '

58.~ Un recipiente segun la reivindicacién 42, enl
forma de un tubo. |

68.~ Un recipiente segin la reivindicacién 42, en

POOR |
© QUALITY
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|
| P
1 - —~el que dicha proteina inerte es gelatina o gammaglobulina

bovina. ] ,
72.~ Un recipiente segin la reivindicacién 48,
en el qué dicha parte reactiva se compone de un copolime=-
5 | ro de etileno.y dcido acrilico. ' ‘
" 8e,~ Un recipiente segin la reivindicacién 42,
en el que dicha sustancia biolégicamente activa estd uni-
da de modo covalente con un agente de copulacién de aldehi
do.

. 98,- Un recipiente segin la reivindicacidn 42,

1=
<

eg el que dicho anticuerpo es un anticuerpo para triyodo%i
ronina, tiroxina o digoxina. -

i: 108,~ Un recipiente segin la reivindicacidn 42,

' en el que dicha proteina inerte es gemmaglobulina bovina,
15 dicho agente de copulacidén es glutaraldehido y dicha ﬁarte
' inferior se compone de un cppolimero de polistileno y.4ci-
do acrilico y dicha parte superior es de polipropilenc. .
o 11l8.~ Un método verfeccionado de andlisis radics
' inmunoldégico inmunoquimico o enzimdtico para determinar.le
20 concentracidn de un miembro seleccionado del grupo queaébng
ta de un antigeno y Hapteno'en yna cantidad medida de uﬁé'
"muestra acuosa, en el que dicha disolucién acucsa se pbnaf
en contacto con (1) un soporte insoluble al que se ha ﬁnié
do una sustancia Eioldg%pamente activa capaz de reaccio@gy
25’ con dicho miembro, y (2) una cantidad medida de un miembro
marcadd con vn trazador para formar, tras un equilibrado
sustancial, un sistema de 2 fases que contiene una'fase .
sélida que tiene una parte dgl mienbro marcado y miembro no
marcado unida a dicha sustancia biolégicamente activa, y
30 | wna fase liquida que contiene el resto del miembro marcado
no urnido y miembro no marcado, se separan las dos fases y
30068 |se determina la concentracidén midiendo la radiactividad de
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—-al menos una- de. las fases1 siendo - e1 valor de la radiac-
tividad una ?ancién de‘la noneentra016n de dicho miembro
en la muestra acuosa, cuyo perfeccionamiento. comprende
usar como soporfe insoluble el recipiente segin la reivind}
cacibn 18, _

12¢,- Un método segin la reivindicacién 112, en
el que dicha.sustancia bidlogicamente activa es un anti-
cuerpo, f

132.~ Un método segin la reivindicacién 122, en
el que dicha parte reactiva tiene dicho recubrimiento so-

bre una parte de su superficie intex 1or y uns parte de su

148.~ Un método segin la reivindicacidn 132, en
el que dicho anticuerpo estd unido de modo covalente a di~
cha proteina inente,

1%2,~ Ur. método seglin la reivindicacidn 142, en
el gque: el recipiente es en forma de un tubo, '

168,~ Un método segiin la reivindicacién 152, en |
el que dicha protelna inerte es gelatina o gammeglobulina
bovina, ﬁ_

. 172, Un método segin la reivindicacién 162, en

el que dicha parte reactiva se compone dé un copolimero: de
polietilenc y deido acrilico.

188,~ Un método segin la reivindicacidén 17%, en
el que dicha sustancia bioldgicamente activae estd unida de
modo covalentse con un agente de copulaqién de aldehido.

198,- Un método segin la reivindicacidén 182, en
el que dicho anticuerpo es un anticuerpo para triyodotiro-
nina, tiroxina o digoxina.

202,- Un método seglin la relvindicacién 198, en
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critas a miquina por una sola cara.
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] .
el que dichs proueina 1n°xte eg ﬂamnaﬂlooulnna bovina, di-
cho agente de copuiacién o3 utaraldehldo y dicha parte
inferior se compone de un copolimero de polletlleno y é01d$
acrillco, y dicha parte superior es de polipropileno,
218,-Un recipiente hueco y alargado junto con un
método/perfeceionado de andlisis radioinmunolégico inmuno-
quimico o enzimdtico.
' Tal y como se ha descrito en la lMemoria -.que ante
cede, representado en los dibujos que se acompanan ¥y con
los fines que se han eop901f cado.
f Esta Memoria consta de treinta y cin 0 hojas es-

(]
I

!
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