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MEMORTA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere a nuevos -
reactivos para la determinacifn de materiales inmunolégica-~
mente activosﬂy a métodos inmunoldgicos que utilizan dichos
reactivos,

o En los dltimos afios se han desarrollado mu
chos sistemas analfticos basados en anflisis de ligazén de
protefnas competitivos (llamado también andlisis de satura-
cidn),

Los términos "anilisis de saturacidén® y

" anflisis de ligazén de proteinas competitivos!", que son si-

nénimos, se refieren a sistemas analiticos utilizados para

la determinacién de materiales inmunoldgicamente activos (1Li
gantes). Los resultados de estas deberminaciones, los flui
dos bioldpicos, son utilizados en diagndsis médica y veteri-
naria. La diagnosis depende del nivel de la substancia de-
terminada, normal o patoldzicas El principio analitico se bg
sa, por ejemplo, en la competicidm entre un ligante y un li-
gante sefialado para un agente ligante especi{fico comfin (re=-

ceptor) , tal como se ilustra en la ecuacidn siguiente:

Sefial Sefial Sefial
Ligante+liéante+receptor——y.1igante+liéante+ligante+liéante
receptor receptor
(1) (2) (3. (W
Ecuacibn 1

La reaccidn primaria es una combinacidn de
una molécula de ligante conm una molécula de receptor para for

mar un complejo ligante/receptor bimolecular (1).

. Una reaccién secundaria se produce por la adicién de ligante
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seflalado que se combina similarmente con el receptor para for
mar un conplejo ligante/receptor sefialado (2). En el anilisis
de saturacibn la concentracién del receptor y del ligante se~
flalado son comstantes. La concentracidn del receptor es limi-

tada de modo que el ligante sefialadc se encuentre en exceso

con respecto al receptor, Bajo estas condiciones la adicién de

ligante causa competicién entre ligante y ligante sefialado pa
ra la ligazbn con el receptor. De aquf que un aunento en la
concentracién del ligante hace descender la cantidad total de
ligante sefialado/receptor, El principio del eansayo se¢ basa -
en la determinaciﬁn del porcentaje del total de ligante sefia~
lado enlazado al receptor, BEste porcentaje es inversamente
proporcional a la cantidad de ligante adicionado a la mezcla
reaccional a partir de la muestra que ha de medirse o a par=
tir del estandard utilizado en el ensayo. La disminucibn en
la concentracidn del complejo ligante sefialado/receptor o el
aumento en la concentracidn de ligante sefialado en la mezcla
reaccional puede utilizarse para determinar la concentracién
de ligante,

La sensitividad del andlisis de saturacién
depende del empleo de ua receptor que tiene una afinidad wmuy
elevada para el ligante y ligante sefialado. En segundo lugar,
la sensitividad depende también del empleo de una sefial que
pucde detectarse a una concentracidn muy baja,

La especificidad del anflisis de satura-
cién depende de la capacidad del receptor para ligar exclu~
sivamente en ligante y ligante sefialado en una mezcla comple
ja de moléculas distintas,

El anélisis de saturacién se ha utilizado
empleando ruchas técnicas distintas, refiriéndose principal

mente las diferencias al tipo de seflal utilizada. Por lo
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general estas técnicas se clasifican utilizando tftulos am

plios "radioensayo" o "nowradioensayo', dependiendo de si
se utiliza o no un trazador radioactivo como la seiial.

E El radioensayo se ha utilizado en mayor ex
tengibdn que los no-~radioensayos, El radioensayo puede cla=~
sificarse adicionalmente como radioinmunoensayo o emsayo
radio~receptor, dependiendo del tipo de receptor utilizado
en el ensayo., El radioinmunoensayo utiliza un anticuerpo
que enlaza especificamente el ligante y el ligante sefiala-
do. Alternativamente, el andlisis de radio=receptor se re
fiere al empleo de cualquier otro tipo de receptor bioldgi
co que enlazari similarmente y de forma egpecifica el ligan
te y el ligante sefialado,

En todas las técnicas de radioensayo es -
esencial separar fisicamente la fraccién enlazada (1 y 2
de la ecuacién 1) de la fraccidn no enlazada (3 y 4 de 1la
ecuacidn 1) de la mezcla reaccional, Puede obtenerse subsi
guientomente un fndice de la concentracidn de ligante con-
tando estaé fracciones en un contador de radiocactividad y
comparando las cuentas obtenidas para las muestras descong
cidas con las obténidas para las muestras de ligante estan
dard apropiadas sometidas al mismo ensayo. Se han descrito
muchos métodos distintos y diversos para la separacidn de
las fracciones enlazadas y libres de la mezcla reaccional
de radioensayo utilizando técnicas que incluyen filtracidn
de gel, absorcién y cromatograffa de intercambio idnico,
precipitacidn fraccionada, fase sélida o electroforesis,

Subsiguiente al desarrollo de las técni-
cas de radioemsayo en los anflisis de saturacién, se han
desarrollaco nétodos que utilizan sefiales no radioactivas.

Se han demostrado métodos utilizando enzimas en calidad de
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1la sefial, Bstos métodos tienen la ventaja de que la sepa-
racién £4sica de laz fracciones enlazadas (1 + 2) y libres
(3 + 4) del ligante sciialado no es necesaria en ¢l proceso
de ensayo.

Cuando el anticuerpo enlaza el ligante sefiaw
lado con una enzima, se modifica la actividad de la enzi-
mae Bl grado de modificacidn de la actividad enzimética
es indicativo de la comncentracién del ligante sefialado en
la fraccién enlazacda y por tanto d4 un Indice de la concen
tracidn de ligante en la mezcla reaccional,

La estructura quimica del complejo ligante~

~cnzina es extremadanente dificil de determinar y ello -

. constituye una desventaja principal del inmunoensayo enziw-

mitico. Esto se debe indudablemente a la gran multiplici-
dad de cadenas laterales de aminodcido gue se encuentran
en la superficie enzimftica para el acomplejaniento con el
ligante, Esto causa una gran dificultad en reproducir en
ligante~enzima en diferentes preparaciones del complejo.
La carencia de control general de la reaccidn acomplejante
resulta en la obtencidn de muchas moléculas ligantes a la
molécula enzimitica, aunque es probable que cl enlace de
solo unas pocas cde estas moléculas liganbtes por el anticucr
po viene dmplicado por la inhibicién de la actividad enzi-
mética, . '

De aquf que no todas las interaccionesVanticuerpo/antigeno

sefialado resultan en una modificacidn de la actividad enzi

‘mética, haciendo descender'por tanto la sengitividad de la

tdcnica,

La interaccién proteina~proteina entre distin

tas moléculss de anticuerpo y anticuerpo y moléculas enzimf

ticas es otra comsecuencia de la multiplicidad de molécu~




las ligantes en la superficie enzimftica, La interaccién
proteina~proteina se¢ ve ulteriormente aumentada cuando el
ligante es téﬁbién un polipéptido, De aquf que la moldcu
la enzim#tica induce un microambiente localizado de eleva

5 da concentracidn protefnica, Ea estas situaciones se ha
demostrado que se prodgce precipitacién protefnica, causan
do pop tanto una péﬁdida de una de las ventajas principa=
les del inmmunoensayo enzindtico por necesitar separaciln
del anticuerpo enlazado y fracciones 1iErea.

10 Se ha descrito una modificacidﬁ de inwunoen

sayo enzimftico que supera parcialmente estos problemas -

por cuanbo el ligante es sefialado con una molécula detecto
ra que cs de bajo peso moleculars En este eanlace de anti~
cuerpo de ensayo de ligante sefialado se obstaculiza estéri
15 camente ¢l enlace de molécula detectora por obtro anticuer=
pPo especffico para la noléeula detectora.
El grado de obstaculizacién se determina por la competicidn
para enlazar la molécula detectora libre de 1iéante y la
molécula detectora sefialadc por enzima con anticuerpo de -
20 molécula detectora, EL gracdo de modificacién de actividad
enzimética, segdn sce determina en ensayo inmunoldgico engi~-
mitico normal, es indicativo de la concentracidn de molécus
la detectora libre de ligante que es asimismo indiéatiéo de
- la concentracidén de ligante en la mezcla reaccional, La ven
25 taja de esba téenica congiste en que ce enlaza al ligante una
pequefia molééula en vog d& una enzima, con lo que se permi~
te la &etermiuacidﬁ de lz estructurz quimica del ligante sg
fialado y por tanto superar wmchas de las desventajas del
inmunoensayo enzimftico anteriormente deseritas,
30 Sin embargo, este sistema solo supera las desventajas de la
reaccién de ligazdén primaria que implica el ligantc y el li-

gante sefalado y lag bransfiere al sistema detector para de



terminar el grado de fracciones de anticuerpo enlazado y frag
ciones libres del llgante sefialacdo,

Las desventajas de los mébodos del arte ante
rior se superan con el presente invento segin el cual se u-~

5 tiliza couo sefial un modificador de enzima.

Mas particularmente el presente invento se
refiere a un reactivo para la determinacién de un material
inemnoldglicamente activo, que bomprende el mavterial inmmno~
18gicamente activo o un recoptor que puede ligar especifica-

10 mente dicho material inmunolégicamente activo, sefialado con
una substancia capaz de modificar la extensidn o el modo dé
actividad de una enzima,

Ademds el presente invento se refierc a un
método para la determinacién de un material inmunolégicamene

15 te activo en una muestra en donde la muestra se pone en cop
tacto com un receptor que puede ligar especificamente el na
terial immunolégicamente activo, el material inmuolégicamen
te activo sefialado con una substancia capaz de modificar la
actividad de una enzima, una enzima y un substrato enziméti

20 co, ¥y en donde la ertensidn o modo de la actividad enziméti~
ca resultante se mide y compara con la obtenida con un estan
dard, |

Adends el presente invento se refiere a un
método para la determinacién.de un material inmunolégicaien—

25 te activo en una muestra en donde la muestra se pone en conw-
tacto con un receptor que puede ligar especificamente el maw
terial inmunollgicamente activo y que se sefiala con una subs
tancia capaz de modificar la-'actividad de una enzima, con el
material inmunolégicamente activo en forma insolubilizada,

30 y con una enzima y ua substrato enzimdtico, y en donde la

extensién o el modo de la actividad enzimftica, despubs de




15

20

25

30

la separacidn de la fase sélida, se mide y compara con la

obtenida con un estandard,

Los términos "material inmunoldgicamente acw
tivo".o "1iéénte" en esta descripeibn se refiere a cualquier
substancia inmunoldgicamente activa o parte de ésta capaz
de determinarse inmunoldgicamente, por ejemplo utilizando
técnicas de anilisis de saturacidn. La exigencia esencial
estriba en que sea un receptor que enlace especifficamente
el liéénte. Cuando el receptor es un anticuerpo el ligan-
te seri hapténico o antigénico de modo que pueda formarse
el anticuerpo especifico, Unnligante se refiere como un
hapteno cuando 8ste solo atraiga 1a formacidn de anbti=~ .
cuerpo al unirse a un compuesto con propiedades antigéni-
cas. Alternativamente, se hace refereacia a un ligante =
come un antfgeno cuando atraiga la formacibn de anticuer~
po sin'modificacidn quifmica.

‘ Bl ligante puede variar ampliamente en peso
molecular oscilante entre aproximadamente 100 = 1,000,000
Esta gama de peso molecular no es limitativa en ellensayo
siempre que se encuentre disponible el rcceptor qﬁe enlace
especificanente el ligante,

El ligante puede ser de estruchura poliméri- -
ca o no polimérica, Cuando es polimérica el ligante seri
usualmente de origen bioldgico y se clasificard como un =
polisacérido de 4cido nucleico y/o polipéptidos. Alternati
vamente,_puanﬂo el ligante no es polimérico, tondré general
mente un peso molecular inferior a 2.000 y puede tener una
amplia variedad de estructﬁras, funcionalidades y propie-
dades fisiol8gicas.

Los ligantes de particular importancia que -

pueden utilizarse en el presente inveanto son aminas, aminod

-
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cicdos, péptidos, proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas,

eateroles, esteroides, lipoides, Acidos nuclelcos, mono~ y

poli~sacfridos, alcaloides, vitaminas, drogas, narcéticos,

antibidticos, mebabolitos, pesticidas, toxiﬁas, contaminan
tes industriales, agentec saborizantes, hormonas, enzimas,

coenzinas, componentes celulares o extraceclulares de tejiw

dos y anticucerpos aislados de humanos o animales,

S8in embargo, el ensayo no se limita & solo estos ligantes,

Los componentes de potencial immediato para andlisis con =~
el'sistema son antfgeno B-superficial de hepatitis, ferri-
tina, antigenos tumorales tal como CEA; alfa~feto-proteina;
factor reumatoide} proteinas C-reactivas; clases de inmunow-
globulina IgG, IM o IgAj} mioglobina, hormonas tiroidales

incluyendo T, ¥ T;’ insulina, hormonas esteroides incluyenw

do testostergna o estradiol; farmacos de abuso incluyendo
analgésicos narcéticos, como morfinaj babituratos; estimu~
lantes coio amfetamingy farmacos para el tratamics=~

to de epilepsia incluyendo difenil-hidantoina y fenobarbi-
tal; cgllcocitos cardiacos tal como digoxinaj vitaminas como
vitamina Blz y 8cido £8lico., Adends, los anticuerpos que
tienen potencial inmediato para andlisis con el sistema son
aquellos acociados con infececibn en sifilis, gonorrea, bru
cellogis, rubella y reunatismo.

El término "ﬁaterial activo inmunolégica=-
mente sefialado! o "receptor seﬁa;ado" en esta descripeidn
se refiere a un ligante, anflogo de un ligante o parte de
éste o a un receptor que se Meflala con un modificador ens
zimftico, Puede enlazarse und, mas de una y por lo general
menos de 100 moléculas de sefial a un ligante o molécula re

ceptoras De modo anflogo puede enlazarse una, mas de una y

usualnente menos de § moléculas de ligante o receptor a una




moléoula do sefiale Bl enlace de extra-moldculas de sefial

a una molédcula de ligante o receptor aumento general la sensi R

tividad éel ensayo siempre que las extra-sefiales no afecten
la unibn.

5 La ligazbn ce una molécula modificadora a una
molécula lipante o receptora implica la formacién de enla-
ces intermoleculares que en la mayorfa de los casos, pero
no necesarismente, son coyalentes en naturaleza,

La 1igaz$n puede llevarse a cabo en ciertos casos en presen

10 cia de un agente acoplante mediante la inmsercidn de un gru-
po enlazante entre la sefial y el ligante o receptor,

La molécula modificadora puede unirse directa
mente al lipante o a la nolécula receptoras Sin embargo ~
puede ser deseable insertar puentes quinicos de diversa lon

. 15 gltud entre la molécula modificacdora y las moléculas de li-
gante o receptor dependiendo del ensayo especi{fico previsto,
En ciertos casos puede afin ser ventajoso unir la molécula =
nodificadora y las moléculas de ligante o receptor por sepa
rado a la misma molécula portadora, por ejemplo una macromno

20 ldcula como un polipéptido o polisacdrido,

El téraino wecepbor! en esta descripeisdn se re
fiere a éualquier subgbtancia que puede enlazar especffica-
mente ligante y ligante sefialado o parte de éstos; Por 1o
genoeral ol roceptor utilizado en el ensayo os un anticuerpo

25 especifico para el ligante formado en la sangre do vertebra
dos signiendo la inyeceidn de hapteno o antfgeno apropiado,
Alternativanente, pueden utilizarse tazbién en ¢l ensayo re
cepltores que se encuentran en estado natural.

Bste dltimo grupo incluye, aunque sin limibacidn, proteinas,

30 Acidos nucleicos y membranas celulares, Estos receptores so

han utilizado en técnicas de radicensayo para trioxina, in-
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sulina, angiotensina y diversas hormonas de esteroide.

En caso que ol ligante sca un anticuer
po el receptor puede ser el antfgeno utilizado para inducir
dicho anticuerpo en un animal huesped., En otra modalidag
el receptor puede ser un anticuerpo fremnte al anticuerpo
que ha de determinarse.

No resulta posible determinar con certeza
el modo de accidn receptora que, con la ligacdn del ligante
sefialado, reduce &a interaccidn entre enzima y modificador.
La explicacilén mas probable es que la afinidad de la enzi-
na para el modificador se reduce como resultado de un cam-—
bio en el tamaifio ¥ carga neta del comblejo de receptor/ligag
te~modificador comparado al del ligante~modificador solo,

Bl término "modificador!" en esta descripcibn
se refiere a cualquier substancia que pueda interactuar con

una enzima tal que la extensiln o el modo de la actividad

‘enzimftica sea modificada, BEsta modificacién puede resul-

tar en una inhibicidn, activacién o cambio en la especifi~
cidad de cualquier otra propiedad de la enzima que sea de=
tectable directa o indirectamente por un cambioc en la acti
vidad enzimfdtica o en el modo de la actividad,; por ejemplo,
un cambio en las condiciones de reaccidn como exigencias de
co~factor o pH-éptimo, en propiedades cinéticas, o en ener=~
gia de activacidbn.
El modificador puede variar en tamafio desde una pequefia mow-
lécula a una macromolécula, y su interaccién con una molécu
1la enzimdtica puede ser reversible o irreversible dependien
do de si la asociacién inter-molecular es iénica o covalen~
te,

La sensitividad del ensayo depende entre -

otros de la afinidad del receptor para el ligante y la capa

Ly
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cidad del modificador para producir un cambio en la extensién

o el modo de actividad enzicAticas De preferencia la modifi
cacién de lz éxtenszidn o el modo de actividad enzimitica se
obtiene con utir concentracidn mfmima de modificador. Contra
mas préxima es esta concentracién a la de la enzima en hase
molecular, mayor seri la sensitividad del ensayoi

‘ De preferencia el modificador seri un inhi-
bidor enzimftico que, con la interaccién con una enzima, inhi

ba su actividad, El modo de accién del inhibidor puede ser

~ competitivo, no competitivo, incompetitivo, alosteroico o

una combihacién de dos o mas de estos modos. De preferencia
el inhibi&or debe tener una constante de inhibicidn (concen-.
tracidn de inhibidor necesaria para el 507 de inhibicidn del

sistema enzimftico) inferior a 1070 moles/1, dependiendo del

ensayo llevado a caboe -~
Mas preferentemente la constante de inhibicidn se encuentra
eantre 10'15 g 10“5.

En ¢l ersayo puede utilizarse cualquier en~
cima slempre que exista un modificador que modifigque especie
ficamente la actividad enzimftica en la forma anteriormente
desorita. Las enzimas de eleccién son estables, sc obbicnen
£4cilmonte con bajo cogto y tienon un ndmero deo ciclo elovado
v uﬂ sistemna de ensayo sencillo de llevar a cabos De prefe=-
rencia ei ndmero de cic}o (moléculas de producto formado por
moldculas de énzimg en un minuto) os superior a 100 dependien
do de ia prucba especifica llevada a caho, Mas preferente=
mente, el nfdmero de ciclo es taan elevado como sea posible y
por 1o menos de 200, -

. Los sistemas modificadores de emzima que
son perticularmente apropiados para el presente invento Boxn
dihidrofolatomreductasa/metobrexato, dihidrofolato~reducta~

sa/4~amizopterina, dihidrofolato~reductara, stros
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inhibidores especificoa de esta enzimaj betawgluco=

‘ronidaga/4cido 4~deoxi-s-amino-glucérico y sus derivados; -

blotina conteniendo enzimas/avidina como carboxilasa/avidinaj

quimotripsina/TPCK
CH,-Bh
@-—so -m-c-—- ﬁ--cn c1
0

gamma~-cistationasa/propargilglicina; alanina-racemasa/tri-
fluoroalaninaj triptofanasa/trifluocroalaninaj triptofan—s@n—
tetasa/trifluorocalanina; beta-cistationasa/trifluorcalanina;
piruvato=-glutamato~transaminasa/trifluoro-alanina; oxidasa
de 4cido l4ctico/4cido 2-hidroxi-3~butfnoicoj monoaminawoxi~
dasa/N,Nedinetil-propargil~amina; y diamina-axidasa/HZN%CHz-
CiCCHanHZ;

La determinacién de la actividad enzimiti
ca puede llevarse a cabo mediante el control directo o-indi-
recto del consumo de substrato o porduccidn de producko a
pil apropiado y temperatura utilizando sistemas de deteccidn
que incluyen colorimetrfa, espectrofotometrfa, f£luoroespectro
fotometria, gaseometrfa, termometrfa (produccién de calor),
cuenta de escintilacién.

Para aumentar la sensitividad del sistema

es posible utilizar técnicas de bioluminiscencia y de ciclo:
enzimico , por ejemplo las técnicas descritas por J. Lee -
v col en Liquid Scintillation Counting:
Recent Developments, Stanley F.E. and Scoggins, B.A., Acade-
mic Press, New York p, 403 and Lowry OH. y col en J, Biol
Chem 236, ps2746-2755, ’

En una modalidad del presente invento pug

de utilizarse un ligante sefialado para la determinacién de =
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la presencia de G- ligante en una muestra desconocida median

te la adicién simultfnea o secuencial del ligdnte sefialado
¥ la muestra desconocida a un medio acuoéoj a4 un pH apropia
do, conteniendo un receptor especi{fico para el ligante y
ligante sefialado. Después de un perfodo de incubacién apro
piado la distribucién del receptor enlazado al ligante y -
ligante sefialado se determina mediante la adicién de enzi-
mas y substratos. El receptor que es especifico para el 1i
gante enlaza también el ligante sefialado y, de este modo, -
reduce la interaccibn entre el modificador y la enzima dise
minuyendo asf la modificacién de la actividad enzimftica,-
La adicién de ligante al ensayo resulta en competicién con el
ligante seflalado para enlazar con el receptor'y aumenta por
tanto la concentracidn del ligante sefialado libre en el en-
sayo.

La interaccién entre ligante~modificador y enzima se aumen-
ta y se afecta una vez mas la actividad enzimdtica. La mo-
dificacién de la actividad enzimitica es por consiguiente
una funcién de la concentracidén de ligante en el ensayo y
es causada por el desenlace del ligante sefialado,-

Por consiguiente, las diferencias entre la actividad enzim§
tica resultante y la obtenida en la ausencia de ligante es
indicativa de la concentraciln de ligante en la muestra des.
conocida,:

Una de las mayores ventajaé de esté méto--
do es que resulta innecesaria la separacién de las fraccio=
nes enlazadas 'y libres en el procedimiento. Sin embargo
ello no impide el empleo de una etapa de separaci6n de es~-
te tipo en el ensayo despuds de la incubacibn de ligante
v ligante sefialado con receptor y antes de la estimacién de

la actividad enzimitica. La separacibn de fracciones pue-
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de ser desecable en algunos cagos para la separacién de subs
tancias en la muestra que puede interferir con el ensayo en
zimitico, La separacidn puede obtenerse utilizando cualquie
ra de las muchas técenicas descritas para radioinmunoensayo
incluyendo filtracién de gel, absorcién y cromatograffa de
intercambio iénico, precipitacién fraccionada, fase sélida
¥y electroforesis,.

Evidentemente este ensayo no se limita a
la determinacifn de haptenos y antfgenos como el ligante =
sino que puede adaptarse también a la identificacién y me~
dicibn de anticuerpos como el ligante,-

Esto puede llevarse a cabo, por ejemplo,
sefialando el anticuerpo con un modificador de enzima y mi-
diendo la extensién de la modificacién de actividad enzim§
tica siguiendo la incubacién del anticuerpo sefialado y anti
cuerpo de muestra con una concentracidn limitadora de anti=-
geno o hapteno. . La modificacién de la actividad enzimftica
se refiere a la concentracifn del anticuerpo de muestra.
Cuando sea necesario las fracclones enlzadas y libres pue-
den separarse antes de la adicién de la enzima y del subs~
trato.

El invento permite también para la determi
nacién de un ligante el empleo de un receptor sefialado en
lugar de un ligante sefialado. -El ligante en la muestra des
conocids reacciona con receptor en exceso sefialado con un
modificador enzimitico y, después de la incubacidn, se adiw-
ciona ligante insolubilizado en fase sélida en exceso y reag
ciona con el receptor sefialado libre restante. Después de la
separacién de la fase sGlié@ ge mide la modificacién ae la
actividad ernzimitica asociada con el ligante soluble y se

relaciona con la concentraciln de ligante,
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Los reactivos del presente invento pueden -
utilizarse también en una técnica de "sandwich" siempre que
el liggnte posea por lo menos dos puntos ligantes,

E1l ligante reacciona con receptor de fase sblida en exceso y
después de incubacifn seguida de lavado, se hace reaccionar
el receptor de fase s8lida enlazado con ligante con receptor
en cxceso seilalado con un modifcador enzimitico. El recep~
tor sefialado libre se éepara mediante lavado y se determina

la extensiln de la modificacidn de enzima en las fracciones

'separadas, BEsto di luego un fndice de concentracidn de li=-

gante,

Los ejemplos siguientes ilustran el inven-
t0e-
EJEM?LO 1

Preparacidn de "amino~digoxina”

A una suspensién de 156 mg (0,2 rmol) de
digoxina en 5 cc de etanol absoluto se adicionaron 10 cec de
metaperyodato sédico 0,2 M con agitacién, Se volvié homogd
nea la mezcla después de 10 minutos y luego se formé lenta-
mente un precipitado,
Al cabo de 2 horas se adicionaron 5 cc de agua mas 5 cc de
etanol, Despuds de otros 30 minutos se adicionaron 122 mi-
crolitros (2,2 mmol) de etilenglicol y empezd a formarse in
mediatamente un demso precipitado blanco.
Despuds de 80 minutos de agitacibh se adicionaron 133 microli
tros (2,0 mmol) de etilendiamina y el pH resultante de 11,0
se ajustd a 9,5 con HCL 0,1 M y se dejd reposar la mezcla
reaccional a la temperatura del ambiente durante 13 horas.
Durante cste tiempo no se modificd el pH,

Luego se adicionaron 141,5 mg (4,0 mmol) de

borohidruro sddico y se agitd la mezela durante 3 horas y me
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dia. Luego se ajustd el pH de 10,5 a 6,5 con 4cido férmi-
co IM (alrededor de 3 cc) y la CCD de esta mezcla mostrd -
una sola mancha principal con un Rf 0,15 (sflice sobre aluw
ninio revelado en butanol: Zcido acéticosagua/4:1:1),

La digoxina mostr8 un RF 0,7 cuando se reveld en el mismo
sistoma.

Se ovaporaron los disolventes hasta casi
sequedad en un evaporador giratorio bajo vacfo utilizando
un bhafio de agua a 602, Se¢ separaron los dltimos pocos cc
de agua mediante la adicidn de etanol al 05% (3 x 20 cc)

y se repitid la evaporacién coro antes.

El sbélido amarillo pilido resultante se ex

trajo tres veces con ebancl absoluto y estos extractos

combinados e concentraron hasta alrededor de 4 cc y se cen

trifugaron para separar una pequedia cantidad de sal que se

descartd,

La solucibn sobrenadante de color amarillo pilido se evapo-
rd hasta sequedad bajo una corriente de nitrégeno secé, lo
que did un aceite amarillo que mostré el mismo Rf en CCD =
como la mezcla reaccional tal como se ha descrito antes,

El producto mostr$ contener un grupo amino libre haciendolo
reaccionar con "fluram! (4~fenilspiro /fluran-2(3H), 1l!-fta=
lan/-3,3!~diona) para formar un compuesto intensamente fluo
rescente. E1 producto exhibié un spectro en dcido sulfidri
co concentrado similar al de la digoxina con picos de absor
cifn a 385 y 495 milimicrase El producto exhibid tambidn
una fuerte afinidad para antisuero (conejo) especifico para

digoxina, La estructura mas' probable del producto aislado

es como sigue!

\\
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. nodzgommna" en esta solucidn y se ajusté el volumen a 20
Cee coa}H20. - Be peajusté el pH a 6,5 v se adiqlonaron,a la

.fmezcla_feaééiénal'484”mg.dé clorhidrato de H‘--etil--m"--(s—di;.71

" EJEMPLO

" Presaraciéguép cdnqugdo de metotrexato-aninodigoxipa

‘Se disolvieron 11 mg de metotrexato en § cc

f'de H 0 y se agusté a pH 645: " Se é1903v1eron 10 me’de "am1

meﬁil;aéiné)propilécapbodiimida, disuelto en 5 cc de H, 0,
Se pdrificé el conjugado sobre una columna de gel de s{Ii

ce, utilizando citrato ambnico al 3% como disolvente. Se

T combinaron las fracciones coanteniendo el producto deseado y

ostr;roa tener la doLle capacldad de llgar fuertemente an-

tisuero (conego) esPeciFlco para digoxina y también inhibir
gfuertemente la dihidrofolato-reductasa enzimftica (hfgado de
" galliaé). La estructura mas probable del conjugado metotrera

" to~aminodigoxina es como sigue:

N

RN )
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PUEMPLC 3.

Inmunoensayo inhibidor enzimdtico para digoxina

Se incubaron 100 microlitros de suero a 30eC -

“durante 15 mlnutos con 100 microlitros de solucién antlcue“'

po de antidigoxina, 100 mlgrolltros de solucién de NADPH, ~
100 microlitros de solucién de Zémercaptoetaﬁol ¥y 550 micro
litros de tampbn de fosfato sﬁdico PH 7,5

Se adicionaron 100 microlitros de conjugado de metotrexato-
digoxina del ejemplo 2 (70 microgramos/cc) y se incubd 1la -
mezcla durante 15 minutos, despuds de lo cugl se adzclcnaroq |
100 microlitros de solucidn de dihldrofolato~reduCuasa. La

preparacién de la dlhlaro;olato-redActasa utilizada se aisw

18 de higado de gallina siguiende el métoco de Koufman, B.T.,

& Gardiner, R.C., Journal of Biological Chemistry, Vol. 211,
P 1319 (1956).

Se incubd la mezcla curante obros 3 minutos y se determind
le actividad enzimética con la adicién de 100 microlitros
de solucibn de dihidrofola ato v se controld a 340 nm com un

espectrofotémetro de registro. Los resultados se exponen en

1a Tabla."
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TARLA L
Reactivos Actividad enzimética
Digoxina | Aaticuer | Conjuga | Componen~ DO/min | % de inhd
(concen~ | po anti= | do de = |tes de en bicidn
tracibén | digoxina | meto~ sayo enzi
de mues- trexato | mético
tra) ~digoxi
na (en
| ensayo)
) ausente 0 Presente | 0,150 o
0 ausente 7 ng presente 0,100 33
0 presente 7 ng presente 0,145 3
5 ng/ml | presente 7 ng presente 0,125 16
10 ng/ml | presente 7 ng presente 0,115 23

Los reactivos se adicionaron en la secuencia antes descrita,

DO = densidad &ptica,

Bs evidente a partir de los resnltados anterio-

res que pocos ng de digoxina en el suero pueden determinar-

se en el sistema descritos

EJEMPLO 4

Preparacidn de conjugado de metotrexato-albdmina de suero

humano
L

Se dividieron 45 mg de metotrexato en 1,0 cec

de NyN~dimetil~formamida y se adicionaron 25 mg de N-hi~

droxisuccinimida,

Se disolvieron 41 mg de N,Nediciclohexilecarbo~

diimida y se manbtuvo la mezcla a la temperatura del ambien

te durante 13 horas,

Se separd por filtracidn el subpro-

ducto de urea insoluble y se adicionardn 100 microlitros del
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filtrado a una colucién conteniecndo 5 mg de albdmina de sue
ro humano en 800 nicrolitros de tampén de fosfato sgdico
0,14 pH 7,5 mas 100 microlitros de dioxano. Esta mezcla reac
cional se mantuvo a la temperatura del ambiente durante 30
minutos y luego se cargd en una columna Sephadex G-25 equi-
librada con tampbn de fosfato sédico 0,1 M pH 7,5. La colum
na se reveld con este tampbn y se obtuvieron dos picos de =
elucidn conteniendo metotrexato, el primero de los cuales -
contuvo el conjugado de metotrexato-albimina de suero hima~
0.

EJEMPLO 5,

Innunoensayo inhibidor de enzima para albdnina de suero hu

2aiO.

Se incubd a 30£C durante 15 minutos 100
microlitros de suero diluido con 100 microlitros de anticuer
po de albfinina de suero antihumano (conejo) en solucidn.

Se adicionaron 100 microlitros de solucidn de NADPH, 100 mi=-
crolitros de solucidn de 2-mercaptoetancl y 550 microlitros
de tampén de fosfato sédico pH 7,5. Se adicionaron 100 mi-
crolitros de conjugado de metotrexato-albimina de suero humano
vy se incubd la mezcla durante 15 minutos, después de los cual
se adicionaron 100 microlitros de solucidn de dihidrofolato-
reductasa, Se¢ incubd la mezcla durante 3 nminutos mas v se
determind la acbtividad enzimftica mediante la adicién de -
100 microlitros de solucidn.de dihidrofolato y se controld

a 340 nm con un espectrofotémetro de registro varian, Los
resultados sec exponen en la Tabla IX,

«
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TABLA II
Reactivos Actividad enzimitica
Albdmina | Anticuep | Conjuga | Componen= DO/min | Z de inhi
de suero | po de al | do de - |tes de en bicibn
humano bdmina meto- sayo enzi
(conc., ~| de suero | trexato |mdtico
de mues- | antihuma | albdmi~
tra) no na de =
suero -
humano
0 ausente 0 presente 0,123 0
0 ausente 0,8 ng | presente 0,068 45
0o ‘presente | 0,8 ug | presente 0,105 16
5 ng/ml | presente | 0,8 ng | presente 0,092 25
10 ng/ml | presente | 0,8 ug | presente 0,085 31

De los resultados anteriores resulta evidente que unos po=
cos microgramos de albfimina de suero humano pueden determi-
narse en el sistema descrito,
EJEMPLO 6
Sintesis de conjugado de metotrexato-aminoetilmorfina.
a) Sintesis de 03-aminoetilmorfina

En 10 cc de tetrahidrofurano (THF) recien
destilado de hidruro de litio-aluminio (LAX) se suspendieron
400 mg de LA bajo nitrbgeno. Se adicionaron durante 5 minu
tos una solucidn de 400 mg de morfina y 400 mg de cloroaceto
nitrilo en 4 cc de THF recién destilado, seguido de reflujo
durante 1 hora. Se dej$ la mezcla que se enfriara y se adji
cionaron 0,6 cc de agua seguido de 0,6 cc de 10 % en peso
de hidréxido s8dico y 2 cc de agua., Después de filtrar
1a mezcla se lavaron las sales con THF, se combinaron

las fracciones de THF, se secaron con sulfato de magnesio
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bajo nitrégeno, se filtrd y se evapord el filtrado, lo que
did 380 ng de Os-aminoetilmorfina.

b) Sintesis de alfa-benciléster de 4cido
N—t-butoxicarboxil-gamma-(03~aminoetilmorfina)glutémico.

Se agité durante 4 horas a la temperatura
del ambiente una mezcla de 03-aminoeti1morfina, (50 mg pre
parado tal como se¢ ha expuesto anteriormente), é&ster alfa-
~bencflico de 4cido N-t-~BOC-glutimico {34 mg) y diciclohexil
carbodiirmida (25 mg) en diclorometano (5 cc). Se diluyé la
mezcla con.acetato de etilo y se lavé con soluciba de car-
bonato sédico dilufda. Luego se extrajo la solucidén de ace
tato etflico por dos veces con 4cido clorhfdrico 0,1 N y se
trataron los extractos acfdicos combinados con suficiente =
solucidn de hidrdxido sédico al 10% en peso hasta ajustar el
pH a 8,0, Se extrajo la solucién dos veces con acetato de
etilo y el acetato etflico combinado extrafdo se lavé con
salmuera, se secd (sulfato sédico anhidro) y se evaporé has-

ta obtener un aceite incoloro (36 mg).
c) Sfntesis de 4cido trifluorocacético de &ster

bencilico de Acido gamma—(03-amidoetilmorfina)-alfa-glutémi

CO.
Se agitd a la temperatura del ambiente una

solucién de derivado de Acido N~t-BOC=glutimico-morfina (36
mg, preparado como se ha descrito anteriormente) en dicloro=
metano (3 cc) y se adiciond Zcido trifluoroacético (1 cc).
Se agitd la mezcla durante 15 minutos y luego se evapord has
ta sequedad, .El residuo resultd un cristal incoloro (40 nE)
d) Sintesis de éster metotrexato-gamma-(03-ami-
doetilmorfina)-alfa-bencilic;.

o Una solucidn de fcido 4-aminomindecxi-N -me

tilpteroico (37 mg) ‘en 3 oc de sulféxido de dimetilo (DMSO)
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agitindose a la temperatura del ambiente se traté con trieti
lamina (28 microlitros) e i=butil=cloroformato (25 microli-
tros) y se agit8 la mezcla durante 30 minutos., Luego se adi
ciond a una mezcla del derivado de morfina (75 mg preparado
como se ha descrito en ¢) y trietilamina (28 microlitros) en
DMSO (2 cc) y se agitd la mezcla a 602 durante una hora. Se
diluyd la mezcla‘enfriada con agua y se extrajo por dos ve-
ces con acetato de etilo. Los extractos de acetato de etilo
combinados se lavaron com agua y luego se extrajeron dos ve-
ces con 4cido clorhfdrico 0,1N, Se brataron los extractos
acfdicos combinados con suficiente hidréxido sédico al 10%
en peso para elevar el pH a 8,0, Se extrajo la mezcla por
ffes veces con acetato de etilo y los extractos combinados
se lavaron con salmuera, se sSecaron (sulfato sé8dico anhidro
¥y Se evaporaron, lo que dié un aceite amarillio (15 mg)e.
Este se purificé utilizando cromatograffa de capa delgada
preparatoria (CCD) sobre gel de sflice revelidndose con clo=~
roformo/metanol, 4:1, El compuesto deseado se obtuvo como
un sdlido amarillo (4 ng)e
e) Sintesis de metotrexato-gamma—(03~amidoetil
morfina),

Se mezcld el producto preparado como se ha
descrito en @ (4mg) con solucibn de hidréxido sédico 0,1N
(5 cc) v se agitd la mezcla a la temperatura del ambiente
durante 8 horas resultando una solucién de color amarillo
claro.

A ello se adicion$ 4cido clorhidrico 0,1N
(5 cc) y se completd la mezcla hasta 25 cc con tampén de or
tofosfato sédico (0,05 M, pH 7,4), lo que did una solucidn
del compuesto deseado apropiada para utilizarse en el ensa

yo enzimético,
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EJEMPLO

Ze

Inmunoensayo inhibidor enzindtico para morfina

Se incubd durante 20 minutos a 37€ una mezcla

de 10 microlitros de_soluciéﬁ de morfina de concentracidn =

apropiada, 50 microlitros de solucibn de metotrexatomgamma-

~(03—amidoetilmorfina) (4 ng/25 cc), 50 microlitros de solu

cibn de anticuerpo de anbimorfina, 10 microlitros de NADPH,

10 microlitros de solucibén de 2-mercaptoetanol, 50 microli=

tros de solucién de cloruro potésico, 150 microlitros de so~

lucién tampén tris-HCL (pH 7,5) conteniendo EDTA y 10 microli

tros de solucién de dihidrofolato-redﬁctasa (E. casei),

La actividad enzimftica en la mezcla se determind después de

la adiecibn de 10 microlitros de solucién de dihidrofolato com

trolando el cambio en la extincidn de la solucién a 340 nm -

utilizando un analizador centrifugo Centrifichem,

Los resultados se exponen en la Tabla IIIX,

TABLA IIT
REACTIVOS ACTIVIDAD ENZIMATICA
MORFINA | ANTICUER | CONJUGADO | COMPONEN | DO/MIN. | % de INHI~
microgra { PO DE AN | DE MORFI- | TES DE - BICION
mo/ensa= | TIMORFI~ | NA=METO~ | ENSAYO -
yo NA TREXATO BNZIMAIE
co
0 ausente ausente pfesente‘ 0,54 0
0 ausente | 2x10™°M presente | 0,14 76
[e]
0 presente | 3x10 M presente 0,41 29
~8
0,0/ | presente | 3x10 presente 0,37 36
0,40 | presente 3x10~8M ‘presente 0,35 L0
[e]
4,0 presente | 3x10 % presente 0,31 L6
-3
20 presente | 3x10 M presente 0,27 54
-3
40 presente | 3x10 M presente 0,23 60
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Lz tablz anterior muestra que aumentando la
concentracidn de morfina se produce una disminucidn de la
actividad de la dihidrofolato~reductasa. De este modo pug
den ensayarse soluciones de morfina conteniendo de 4 micro-
gramos por ce a 4 mg por cc de morfina en donde solo se en~
cuentre disponible 10 microlitros de la solucidn.

Sin embargo con ello no se pretende indicar que gllo consti
tuye la gama requerida, sino solo que puede utilizarse con
8xito.

EJEMPLO. 8

Sintesis de conjugado de ferritina-metotrexato,

Se agitd a la temperatura del ambiente una
solucién de ferritina de hfgado humano (1,3 mg) en tampén de
fosfato sédico (0,05 4, pH 8,0, 5 cc) y 1 cc de dimetil~for
nanida (DMF) y se adiciond una solucién obtenida tratando a
la temperatura del ambiente dufante 30 minutos, metotrexato

(23 mg) en DF (2 cc) con trietilamina (21 microlitros) y

- i-butilcloroformato (15 microlitros).

Se agité la mezcla a la temperatura del ambiente durante 2
horas y luego se dializd frente a 2xi litros de tampén de =~
ortofosfato s8dico (0,05 M, pH 7,4 conteniendo cloruro 8881~
co 0,1 M y azida sédica 0,05 % en peso) durante 24 horas.
Luego se paso la solucidn a través de una columna de Sephadex
G=25 equilibrada con el mismo tampén y las fracciones contew
niendo ferritina combinadas y se completo hasta 10 cc con el
tampén,

La solucidn resultante es apropiada para uti
lizarse en un inmunoensayo enzimédtico para la determinacidn
de ferritina. '
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RETVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento,

se declaran nuevas y de propia invencidén las siguientes
reivirdicacioneg.

1.~ Procedimiento para la preparacién de
un reactivo para determinar un wmaterial inmunoldgicamente
activo, que comprende el materizl inmunolégicamente acti-
vO 0 un receptor que piede enlazar especificamerte dicho
material inmunolégicamente activo, sefialado con una sustan-
cia capaz de modificar la extensidﬂ?el mode de actividad de
una enzima, caracterizado porque comprende hacer reaccionar
un material inmunoldgicamente activo o un receptor que pue
de enlazar especificamente dicho material inmunolégicamente
activo cor una gsustancia capaz de modificar la extengidn o el
modo de actividad de una enzima en presencia de un agente de
copulacidn,

2+= Procesdimiento, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque el material inmuno-
logicamente activo se sefiala con una substancia capaz de
modificar la extengién o =2l modo de actividad de una enzi-
ma,

3.= Procedimiento, de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque se sefizla un recep-
tor que puede enlazar especificamente el material inmunolo-
gicamente activo con una subsbancia capaz de modificar la
extengién o 2l modo de actividad de una enzina,

4.~ Procedimiento, de conformidad con la
reivindicacidén 3, caracterizado porque el raceptor es un
anticuerpo especifico para el material inmunologicamzente
activo que ha de determinarse.

Jo= Procedimiento, de conformidad con cual
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quiera de las reivindicacioneg 1 z 3, caracterizado porque la
substancia capaz de modificar la sotividad de una enzima es
un inhibidor de enzima.
6,~ Procedimiento, de conformidad

con la reivind;cacidn 5, caracterizado porque el inhibidor
enzinmftico tiene una constante de inhibieién irferior a
10—3 moles/1.

7+~ Procedimiento de conformidad
con la reivindicacién 6, caracterizado porque el inhibidor
enzimatico tiens una cons%ante de inhibicién entre 10-5 y
10*15 moles/1,

' 8.~ Procedimiento de conformidad
con la reivindicacidn 7, caracterizado porque el inhibidor
es metotrexato y la enzima dihidréfolato reductaga,

' 9.~ Procedimiento de conformidad

con cralquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado

"porgue la substancia capaz de modificar la actividad de una

enzima es un activadbr enzimaéico,~ )

10.~ Procedimiento, . de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado
porque el material insmunolégicamente activo.es digoxina.

11,.~ Procedimiento, . de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracteriza-
do porque el material inmunologicamente activo es albfmina
de suwero humano,

12,~ Procedimiento de conformidad

con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracteriza-

“do porque 2l material inmunologicamente activo ea morfina,

13.~ procedimiento, . de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, 10, caracte-

rizado porque el material inmunologicamente activo es ferqi
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tina.
14.~ Procedimiento, de conformidad con

cualquiera de las reivindicacionez 1 a 13, caracterizado
porgie el agente de copulacién es una carbodiimida,

15,= Procedimiento, de conformidad
con cudlquiera de lasg reivindicacioneg 1 a 13, caracteri-
zado porque el agente de copulacidén eg i~hutilsloroforma=
Coe ) ) _

16.~ Procedimiento para 15 preparacién
de un reactivo para determinar un mateiial inmunolégica=

mente activo,

segdn se describe y reivindica en
la presente memoria descriptiva que counsta de 29 hojas

foliadas y escritas a mlquina por una sola cara,

Madrid, a 14 de marzo de 1978

Pe o

JAIME ISERN C
p- P-

TCe
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