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Ia invencién se refiere en primer lugar a un pro-

ducto de desdoblamiento de una immmoglobulina con parfe

| Pe inmunoléglcanente intacta, que estd unida adhesiva o

guinicamente a un soporte. Ademds la invencidn se refiere
a wn procedimiento de andlisis inmumoldgico para la deter~
minacidn de reéctivos -~ I'¢ en soluciones acuosas sobre to-
do en liquidos corporales tales como plasma 0 Suero. Se ro-
fiere especialmente a la determinscidén de los reactivos Fe,
factor de yreuma y facto?es de complemento C1q ¥y 03d.

Ademss la invencidén se refierc a wn procedimiens
to para la determinacidn de inmmoglobulina modificada in-
mmolégicamente, especialmente de los llamados insunocom-

' plejos. Estos son complejos que se formen mediante reaccién
de un antigeno con wn anticuverpo. Se refiere en primer liw.
gar a un procedimiento para la determinacidn de los inmuno--
complejos en vn liquido corporal. Dado que los aglomersdos
de anticuerpos y productos de desdoblemiento de anticuexr-
pos, debido a la modificacidén de la inmumcglobulina, se com
portan de manera similar a los inmmocomplejos, el procedi-
niento puede extenderse a su determinacidn.

Ls sabido que la determinacién de anticuerpos, de
complejos de amticuverpos y antigenos y de antigenos en li-
guidos bioldégicos, especialmente liquidos corporales tales
como oxina o suero proporciona indicacioncs importantes al
disgndéstico y para la terapia de diferentes enfermedades,
especialmente de enfermedades infecciosas, enferredades cau-
sadag por tumores o desviaciones immumolégicas. Existe por
tanto uwna necesidad de un procedimiento exacto y de fécil
realizacién pare la comprobacidn y vara la debterminzcidn de

inmunoconplejos,
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Jon conoeldes ya procedinientos paxs 1a detec-
Tcidn de complejos de anbicuerpos ¥y anbfgenos o de aglome-
rados ce antlcueipes, Como base de 1o® procedimientos co-
nocidos estsd ¢l conocimiento de que Tanto el fpctor de reu-

-

ma (i) como también el componente ¢1 a del sigtena de COMe

)
vlejos (los llamados reactivos Fe¢) %ienen lg propiedad ée
acunvlarse en partes Fe de inmunoglobulines, cue estén uni-
dag con un antigeno o eatre sf. Por ello, o ¢l 01(1 o el RT
evan nrovistos con un agente de mavcacién o mo ermleaba la
precinitecidn do complejos de antizenos y anfbicuerpos con
wag de las proicinas de cosayo implicalen o la aslubinacidun
de varbticulas de ldtex recubiertas con :'mmmm{;;lobtﬂ.ina., 0
de eritrocitos wecublertos con lwmwmwoglobnling por medio de
AF o C1 q ¥ osu inhibleldn por medioc de complejos de antice~
nog vy cubicuernos para la determinacidn,

Eo gabldo tamblén due el factor de vewna es re-
prescatndo por avtcanticuerpos, gque eabén dirigidos contra
las wwunmoglobulinas homblogas, La deteccidn es de gran im
portancia vara el dlagndstico y prondstico ée enfermedades
remmdiicas,

Tie, deterninacidén de factores de complemento, so-
bre todo de C1 q ¥ 0‘3(1 tienen su importeameia en el caso Ge
enfernedades inflamaboriss, especiaglmente or enfermedades
autoinmmes o con inmunocomplejos., Una disminucibén es de-
bida o w consume clevado, y un aunento es debido a wnsg
sideads de loa factores.

Lra sobido, Tinalnente gue los factorss de reuvnma

pueden yerfenecer o las diversss clases de inmumoglobulinas

La deteccidn se realizaba hasta zhora con inmunoglobulinas

desneturelisades, fijadas a dnvwiocomplejos o fijadas por

PO

QUALITY
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adsorecidn a superficies por procedimientos de agluiinaciln
—0 por la llamada técnica de fijacidn a antiocuecrpos dobles
empleando un segundo anticuerpo dirigido contra ¢l factor
de reuma como primer anticuerpo, provisio con uwn agente de
marcacién (véase Knees, Reimer, J. Immunol, ethods 1977,
18, 105-121; Hettenkofer y Miller, Arztl. Lab., 1975, 21,
1%4—181; Jolmson y Faulk, Clin. Inm. Immmopabthol. 1976,

6, 414~430).

El inconveniente de estos métodos de aglubina-
cifn consiste en que con ellos s6lo pueden detectarse fag
tores de reuma de la clase I&i, ¥ en que no era posible
establecer vna diferenciacién entre factores de reuma, los
gque son capaces de reaccionar con la parte Fab2 de inmuno..
globulinas ¥ 1los que son capaces de reaccionar con ia pPar-
te Fe ¥ en que aparecieron resultados ercéneamente positi-~
vos por medio de las seroprotelnas, que son capaces de reag
cionar con la parte Fc de inmumogichulinzs. Esto es concei-
do por cjemplo del C1q del sistems de complemento.

Bl inconveniente de los métodos de Fijacidn a an~
Ticverpos dohbles realizados haste shora consisle en que en
virtud de reacciones cruzadas estén limitados o bien a la
deteccidn de factores de reuma de la clase Igi o Igh, =i
IgC humanc estd fijado como antfgeno al soporte, o en que,
8i en lugar de IgG humano se empleen como antigeno inmuno-
globulinas de otra especie, por ejemplo de conejo, sélo
pueden detectarse factores de reuma que reaccionon de for-
‘ma cruzada,

Se he descrito ademés que para el disgnéstico de
la artritis revmitica es importeate la poreidn del factor

de rewa que reacciona con la parie e de inmwoglobulinas.
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Se ha descritvo también ya que la reaccién del factor de
Frevma con la parte Fe de la inmunoglobulinag sélo tiene lu-
gar si la inmmoglobulina correspondiente, en la parte Pec,
pox fijacidn 2l antigeno o mediante adsorcidn a un soporte
0 mediante desnaturalizacidén, ha experimentado wha modifica
cifn estérica (Gell, Coombs, Lachmann, Clinical Aspects of
Immmology, 32 edicidén, Blackwell 1975).

Deterninaciones de G1qro de C,4d ge efectuaron

3
hasta ahora en métodos de precipitacién empieando anticuer-
pos dirigidos especificamente contra C‘lq v C3d. De C1q y

03d es sabido guc ambos se fijan & la parte Fe de inmuno-
glomding, si la inmmoglobulina corresyondienteAha expe—~
rinentado wna modificacibn esbérica mediante fijacidn a su
antigeno, & un soporte o medisnte desnaﬂuralizacién'(por
ejemplo aglomeracidén en calicnte).

Se ha hallado ahora sorprendentemente que tanto
Tactores de reuma como también fécﬁores de complemento, ta-
les como por ejemplo C1q, ge fijan al produeto de desdobla~-
niento aislado de la moléeula de inmunoglobulina, el llame-
do fragnmento Fe de IgG, con lo cual pueden superarse los
inconvenientes mencionados anteriormente, tal como apare-
cen en €l caso de emplearse inmmoglobulinas.

Uno de los objetos de la inveneidn es por consi-
fuiente un procedimiento para la determinacién de reacti-
vos Fe, especialmentve del factor de reums asi como del fac-
tor CTQ ¥ C3d del complemento, gque se caracberiza porque
se vone en conbacto wna solucién acuosa, que contiene la

suntanicia que sc ha de determinar, com wm soporte, al que

estd Tijedo adhesiva o quimicamente wn producto de desdo-
blonrionto de wa immmoglobuling con parve Pe inmmoldgica—
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mente intacta, después de ello se separa el éoporte ¥ se
| porie en contacto el reactivo Fe, fijado al soporte, con wn
anticueruo, que‘ reacciona con el reactivo Te, sin resccio-
har cruzadamente con el producto de desdoblamiento de la
iﬁmmoglobulina, y después de esto se determina la canti-
dad del anticuerpo.

Esta determinacién puede efectuarse con méibodos
conocidos por la bibliograffa, tales como por ejemplo ne-
diante empleo de un -anticuerpo que lleva un agente de mar—
cacién, dirigido contra el reactivo ¥c¢ ¥y determinacidn del
agente de marcecidn fijade al soporte o libre, ¢ medimnte
medicibén de la fijacidn el complemento del anticuerpo que
reacciong con el reactivo Fe.

Como agentes de marcacidn son conocidas enzinas
tales come peroxidasa, suvebancias fluorescenbes tales como
isotiocianatc de fluorescefna (FITC) o susbancias radiosc-
tivas teles como yodo 131.

La fijacién de complemento puede debectarse por
medio de la reaccidn de fijacidn de complemento, conocida
pajra el experio. Bsta es descrita poxr ejenplo en Zurzes
Lehrbuch der Immmologie, Georg Thieme Verlag Stutigars,
1971, por J. Humphrey, R.G. White.

Objeto de 1z invencidn es ademfs un diagadstico,
en el que el fragmento Fc de inmunoglobulina § esli fi;ia-
do a un soporite adhesiva o covaleniorente a vn sSoporie.

Este diagndstico sz pene en contacio corforme al
procedimicnio segln la invenrcién con la solucidén acuosa quc'
se ha de ensayar, preferentemente umg ruecira de suero de
un  persona de ensazye, cespuds de esto ce lava devenido-
mente y 2 continuncidn s¢ reune por ejeziplo con un anti-

cuerpo narcado, que estd dirigido contrn el Jactor de reums
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¥ aue no reacciona con el fragmento Te.

estdn dirvigidos contra las cadenas L, los fragmentos Fab o
F(ab)2 de inmunoglobulinas humsnas y sus frasmentos de des-
doblanienio Fab2 o I'ab,

Agentes de marcacién adecuados son colorantes de
flvoresceina, ensimas o moléculas radioactivas, que se uti-
lizan scgin procedimientos descritos para la marcacidn de
anticuerpos, por ejemplo_segﬁn Wick y otros, Immunfluores-
neng, Ied. Verlagsgeselisohaft Harburg, 1976; Nekane y otros
J. Histochem, Cybochem. 22, 1977, 1048.

La deteccidn y la determinacidn del agente de
marcacidn fijado o del no fijado proporcicnan informacidn
acerca de la presencia y de la cantidad del factor de »eu-
ma fijado ¥y con ello una conclusidén sobre la cantidad del
factor de reuma vpresente en la solucidn,

El procedimiento segin la invencidn permite asi-
nismo, como se ha mencionado, debectar otros reactivos Te,
poxr ejeinlo componentes de C1q y G3d del sistema de comnle-
mento. A convinuacidn, en lugar de emplear anticuerpos an-
ti~factor de reuma deben emplearse anticuerpos dirigides
confra C1q o contra 036.

Productos de desdoblamiento de la inmumoglobuli-
na en el sentido de la invenecidn, que contienen la parte
Te de la inmmoglobuling o de su fragmento, son por ejem-
plo las cadenas I de inmumoglobulinas, aisladas segin el
conoeido procedimiento de Franek, F. (1961). Biochem. Biow-
phys. Res, Comm, 4, 28, o los fragmentos Fe, obtenibles des-

pués de tratamiento enzimdbico, nor ejemplo con papaina,

plasming o pepsing o partir de inmumoglobulines seglin pro-

y
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cedimientos conocidos o sus subfragmentos (Bemnich, H,,

Turner, i.%., Biochem. Biophys. Acta 1759, 388, 1969; Reid,

KeBello, Immumology, 1971, 20, 649; Porter R.R., The Bio-
chemicé,l Jouwrnal, 1959, 73, 119; Haupt,H., Heide, K., 1969,
Klin., Wschr. 47,270).

El procedimiento para la preparacidn del Tragmen~
to Pe fijado al soporte puede describirse en general como
sigue. '

Un producto de desdoblamiento de la inmumoglobuli-
ne, con Iec :immunolégicmn‘em;e intacto, por ejemplo el frazmen
to e aislado a partir de TzG tal como es descrito por Haupt
¥y Heide (Klin. Wsehr. 1969, 47, 270) o Porter (The Bioche-
mical Jouwrnsl, 1959, 13, 119), se fija adhesiva o covalen-
femente a vna fase sblida.

Para el recubrimiento adhesivo, ayudéndose de la
metodologia expuesta por Deelder y otros, Exp. Parasitolc-
&y, 1977, 41, 133, el soporte puede ser tratado con el Trag
mento Fc. Por ejemplo, se pone en contacto en we dilucién
de 1 g hasta 1 /J,g/ml, prexerentemente 20 }1@’1.‘;1 en solucidn
acuose (por ejemplo solucidn de sal comin vemponada con fos
fato (PB3), pH 8,4) durante 1 minubo hasta 5 dfas, prefe-
rentemente durante 24 horas, y a continuacisn ¢l frasments
Fe en exceso se climina mediante lavado con tampdn (por
ejemple PBS, pH 7,2).

Fijaciones covelentes del fragmentc Fc pueden reg
lizarse con los diferentes soportes segin nrocedinilentos
deseritos en la biblicgrafia. (por cjemple Orth ¥ otros,
Mngew. Chemle, 1972, 84, 319 y siguientes; Silmen y otros,
Ams Rev. Biochem. 1966, 35, 673 y siguientes; loward and

Veetall, Tmwobilized Enzymes, Antlgens, Aativodies snd
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Pentides, Marcel Dekker, Inc. Nueva York 1975; Bacht y
Totros, J. Immunology, 1968, 101, 18 y siguientes).

El procedimiento de deferminacién se realize tal
cono sigue: o

Il soporte recubierio adhesiva o covalentemente
con el fragmento Fc sge incuba durante desde 10 segundos
hasta 48 horas, preferentemente durante 1 hora, con la
meestry de eﬁsayo, por lo general suero sanguineo, en una
serie de diluciones, preferentemente 1:1, 1:4, 1:16, 1:32
ete., a 42C hasta 3790; preferentemente a 202C, y a conti-
nugeién se lava para eliminar componentes de suero no [ija—
dos. |

A continuacibdn el soporte tratado de esta manersa
se pone en coantacto con wma solucibén de un anticuerpo pro-
visto con un agente de marcacidén, que estd dirigido contra
cadenss L, fragmentos Fab o F(ab)2 de inmunoglobulinas o
contra, 01q o contra C3d. Una dilucidn adecuada se deber-
mina en onsayos previos en una carge de ensayo que N0 Gon-
tiene el reactivo Fe buscado. Esta es la dilueibn més pe-
quefia en lo que el anticuerpo marcado no reacciona con el
soporte, recublerto con el fragmento Fe. Ella se encuentra
en 1:1 hasta 1:500, preferentemente en 1:100, La incuba~
cidn se realiza a 49C hasta 3720, prelferentenente a 209C,
durante 10 segndos hasta 40 horas, preferentemente duran-
te 1 hora., A continuacién el anticuerpo no fijado se eli-
wina mediente lavado con liquido de dilueidn, pox ejemplo
PES, pH 7,2 ¥y el agente de marcacldn que se cacuentra en
el soporte o el ageﬁte de marcacidén libre se debernina se~

&l procedinientos conocidos en si.

Ye ha hallado adends gue con ayuds de productos
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de desdoblamiento, fijados al soporte, de inmmmoglobulinas

puede constituirse un mébodo altemente sensible para la de-

| texminacién de inmunocomplejos de antigenos y anbicucrpos,

aglomerados de anticuerpos y productos de desdoblamiento

de anticuerpos. Er efecto se ha manifestado que parz el
anélisis de inmwmocomplejos de antigenos y anticuerpos,
aglomerados de enticuerpos y productos de desdoblemicuto

de anbticuerpos, en lugar del RF, empleado por Lo general
para ello hasta ahora, pueden emplearse también anticuer-
pos contra inmunoglobulina inmmoldgicanente modificada. La
especificidad de los enticuverpos debe estar dirigida contra
la inmunoglobulina, que tiene wa modificacidén inmuncldgi~
ca mediante fijacidén a un soporte, a vn antigeno o medimte
reéccidn consigo misma. Puede estbar dirigida tambidn conrre
productos de desdoblamiento de la inmunoglobulina, que ron~
ticnen la parte Fe de la inmwmoglomlina 6 conslituyen les
fragmentos de la parite Fe.

Un objeto adicional de la invencidn es por conzi-
guiente w procedimiento para'la determinacibén de inmwin-
globulina inmunolégicanente modificada, sobre todo de com-
plejos de antigenos y anticuerpos, aglomerados de antbicuer—
pos o productos de desdoblamiento de anticuerpos en ligui-
doé, que se caracteriza porgue s wn liquido, que contiene
la sustoncia que se ha de determinar, se aflade un reactivo
Fe en exceso, la mezcla de reaccibn se pone en contacto con
wn soporbe, al que estd Tijado adhesiva o gquimicamente wm.
producto de desdoblamiento de la inmmunoglobulina con parte
Fe inmunoldgicamente intacta; después de esto se separa
el soporte y finalmente se determing ¢l reactivo Fc libre o

fijado,
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51 se marca el reactivo Fe propiamente dicho, pue
(de sacarse primeramente, a través de la determinacién del
agente de marcacidn, la conclusidn sobre la cantidad del
reactivo Fe ¥ a partir de aqui sobre la inmmoglobulina in-
munolbgicanente modificada., Aun cuando este procedimiento
pucde realizarse muy sencillamente, requicre la purifica-
cién de los reactivos Fe, con las dificultades wnidas con
ello. ‘

Preferentemente el procedimiento se realiza por
medio de la' determinscidn indirects dcl roactivo Fe. Dara
ello se alade el reactivo Fc on exceso al liquido, gque con-
tilene la immunoglobuling, inmunoldgicamente modificada, que
ge ha de determinar. La mezcla de reaccidn se pone en ol
tacto con ua soporte, el que estd fijado adhesiva o quinmi~
camente vn producto de desdoblamiento de la inmmoglobuli-
nz. Despuds de esbo se separa el soporse, se lava varias
vecéz v Tinalmente se pone en contacto con vn anticuerpo
que lleva wn agente de marcacidn, que estd dirigido contra
determinantes entigenos del reactivo TFe y después de lavar
repetidanente se determina el agente de marcacidn libre o
fijado al soporte.

El procedimiento de determinacién, realizado de
esta moners, se distingve ademds por wna sensibilidad ese
pecialmente elevada. :

Reactivos Fc on el sentido de la invencidén son
loc compuestos cue son capaces de fijar la llamada parte
Pe de una moléeula de inmuncglobulinae inmunoldiicamente
rodificada, Son preferidos el factor de reumas (RF), el fac-

tor de complenento (010) v anticuerpos contra inmmogslobu--

lina inmmoldécicancnte modificada en la parte Fe.
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Ll producto de desdoblamicnio de lo inmumoglow
”bu;ina; que estd fijado 2l soporte, debe contener la par-
te Fc o fragmeantos todavia inmumoldgicamente activos de la
parte Fc.

El aaticuverpo que lleva la caracteristica de mar-
caclén se selecciona de maners tal que 1o debe reacclonar
cru;édamente desde el punto de vista inmunoldzico con el
producto de desdoblamiento de la inmunoglobulina que se
encuentra sobre el soporte.

La medicién éubsiguienté de la caracteristica de
marcacién permite; & través de uma determinacidn cuantite-
tiva del reactivo Fec fijado al soporte o del reactivo Fc
consumido en el Ifquido que se ha de zaalizar, wia relfe-
rencia regresiva a la cantidad presente de complejos de an-
tigenos y anticuerpos, aglomerados de anticucrpos y prodic-
tos de despdoblamiento de anticuerpos.

Se oﬁtienen anticuernos contra inmumoglébulina
inmunoldgicamente modificada en la parte Fe mediante inmu—
nizacién de animales con una inmmoglobulina inmmolégica~-
mente riodificada o con la parte Fc aislada.

DLa modificacidn inmunclégica en la parte Fe pue~
de producirse por ejemplo mediante fijacidén de la innuno-
globulina a un soporte, o w antigeno o mediante reaccidn
consigo. misme, es decir medieante fomsacidn de aglomerados.

Soportes adecuados cn el sentido de la invencién,
a los que son fijasdos productos de desdoblanmionto de la in~
munoglobuling ¥ que pusden reaccionar con reactivos Fe on
forma de wa aglubinacién, son especialmente cuerpos mol-

deados inorgénicos y orginicos. Los cuerpos moldendos inore

L

génicos conston por ejemplo de vidrio, los cuerpos moldea~
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dos orgénicos por ejemplo de homopolimeros o copolimeros
“de compuestos vinilicos, tales como olefinas, acetato de
vinilo, cloruro de vinilo, clorurc de vinilideno, teltra-
fluoroetileno, estireno, dcido amcrilico o feido metacri-
lico, ademis de polimeros de formaldehido y de acetales
cfclicos, asi como de policondensados, tales como poliés-
teres, policarbonatos o poliamidas. También son adecuados
hidratos de carbono rebticulados y proteinas reticuladas,
Ies cuerpos moldeados son preferentemente esferas o elip-
soides. Ent}an en consideracidn adends cuerpos moldeados
de planos paralelos y también cuerpos moldeados configura~
dog de mamera diferente, preferentemsnie cuerpos 6ptica-
mente vrensparentes tales como portaobjetos, en primer tér-
mino tuheg de ensayo. Los cuerpos moldeados orginicos jue-
den ser bambién de origen biolégico. Como tales se prefiu-
ren los glébulos rojos de hombres o de animalés. Pambibn
pueden uvilizarse materiales amorfes en calidad de sopor-~
tes, |

Un objeto preferido de la invencién es uwn agente
para la dcterminacibén de inmmoglobulina inmunoldgicamente
modificada, que contiene la parte Fe de la immunoglobulina,
fijada o un cuerpo moldeado 6pbicomente transparente.

El origen de las inmunoglobulinas necesarigs pa-
ra la preperscidn de estos productos de desdoblamiento se
rige segln la especie con la que ha de detectarse inmuno-
globulina inmunoldégicamente modificada. Como dptimo se ha
nenifesbado el sistema homblogo, es decir los productos
de desdoblomiento fijados al soporte proceden de la misma

especie que las inmmonoglobulinas, inmunoldgicomente modifi-

cadas, aue sc han de determinar. &n el procediniento segin
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la invencidn pueden utilizerse sin embargo también produce
“tos de desdoblamiento de otras especies, con tal de que en
ellas exista wna reaccidn cruzada inmwmoldgica con respecto
a Ya parte Fc de los compuestos de anticuerpos o fragmentos
de anticucrpos que han de determinarse. Un ejemplo de ta-
les pares de especies, capacitddas para reacciones cruza-
das, es la combinacidn de conejo/hombre.

‘ El factor de complemento C1qraparece en la natv-
raleza., Puede siglarse por ejemplo & partir de suero san~
gulneo. Se,deséribe su'éislamienﬁc a partir del suero de
hombre, de conejo o de wvacuo,

. El factor de reuma RF es una proteina que aparece
en el suero de hombre, més rarvamente en el sucro de otras
especies, en el caso de deberminadas enfermedades rewr-
toideé. RP puede Formarse “artificialmente® mediante in-
munizacién con complejos de sntigenos y de anticuerpos o
aglonerados Jde santicuerpos. Tales aglomerados de anticuer-
pes pueden oblenerse por ejemplo calentande inmumnoglobuli-
nas purificadss durante algmos minutos a terpersturas de
alrededor de 60¢C. RF se forma Fambibn inmunizando con Lrag
mentos de anticuerpos que conbienen Fe, tales como cadenas
1 de inmwmoglobulinas o con Iragmentos Fe, obbtenidos mediai
te tratemiento con papaina, plasmina o pensina de inmuno-
globulinas o de fragmentos de la parte Fe¢ de inmumoglobuli-
nas. Después de la formacidn de los a2nticuerpos correspon-
dientes se alsla, segin procedimientos conocidos, a partir
del suero de los animeles inmmizados la fraccién gue con-
tiene anticuerpos y, si se desea, se enriyvecen y concen~

tran.

Ividentenente para la invencidn sdlo es adecuvado
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el RF gue pogsee vna especificidad inmunolégica tanto contra
Tla inmwmoglobulina, inmunolégicamente modificada, que ha de
detectarse en el Liguido que se ha de engayar como también
contra los productos de desdoblamiento de inmﬁnoglobulinas
Tijados 21 soporte. Un anticuerpo contra el reactivo Fec que
1leva un agenie de marcacién, que ha de emplearse eventual-
mente no puede reaccionar con los productos de desdoblamien
to de inmunoglobulines fijados al soporte. Esto se garanti-
za 0 bien porque el producto de desdoblamiento fijado al
soporte y ¢l REY procedén de difercntes aspecies y/o porque
sus deteruinantes antigenos no rezccionan cxuzmademente en
el sentido inmwmoldgico. Asi, se selecciona por ejemplb un
anticuerpo que eptd dirigido contra las cadenas T dg kR, ¥
w. producito de desdoblamiento de la inmmoglobulina para
la fijacién a un goporte, que no contiene ninguna cadena In.
Ta invencidn se explica més detelladamente por

medio de los cjenmplos siguientes.

Bjenplo 1:
Determinneidn de factores de rouma

B dubitos de poliestirenc (empacidad 400jug) ge
enyasan lOO)ug de una solucldn de fragmento Fe de IgG humas-
ho, preparads segin Haupt y Heide (Klin. Wschr., 1969, 47,
270) on una concentracidn de Qolng/ml en tamndn de fosfato
de sodio, piH §,3, sesin SBrensen y se almacenan a 202¢, Dege
puds ce 18 horas se filtra con suceibn la solucidn., Los tu-
bitos se lavan tres veces con solucidén dc sl comdn (PBI)
tamponade con fosfato, gque contiene 0,1 &% (&/V) de monolau-
rato de polioxietilensorbiten (Tween 20) mediante introduc-
cldn.y filtracidn con éuccidn. In los tubitos vaciados; re~

cubiertos, se introducen cade vesz lOO}mg de la muestra que
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contiene factor de reuma, dilufdo o 1:4, 1:8 3 1:16 con
~PBS, que contiene 10 mg/ml de albdmina de suero de vacuno
(ASV) y se deja reposar a 20¢C. Despuds de 2 horas se £3il-
tra con succidn la solucibn. Tos tubitos. se lavan tres ve-
ces con PBS que contiene Tween 20 (1 mg/ml), introcduciendo
¥ filtrando con succidn. A conbinuacién se introducen en
los tubitos 100 ml de un.anticuerpo de conejo anti-cadenas-
~L-humanas marcado con peroxidaéa segim el procedimiento de
Wakene y Kawave, Jo Histochem.Cybochen., 1972, 22, 1084,
que estd dilufdo (a 12200 correspondientonente a 25 ng de
protefna de anticuerpos/ml) con PB3, pH Ty2, guc contiene
50 mg/ml de ASV. Después de un aluacenamiento durante més
de 1 hora a 202C se lavan nuevanente les tubiios tres ve
ces con PB3, que contiene Tween 20. A conbtinuacién se in-
troducen con pipeta por cada tubito 100 ML de una soiuci n
de ortofenilendiamina al 0,1 ¢, vreparads recieniemente,
en tampén de citrato-fosfato (5 ml de dcido cftrico 0,1
+ 5 ml de Ha,HPO, 0,2 I1), mezclads con 0,) ml de wna solu-
cibn de Hy0, al 1% (v/v). Después de aproxinadamente 30 mi-
nutos de almacenamicnto de los fubitos on lz oscuridad la
reaccién se detiene mediante adicidn de 100 }.11 de uvna s0w
lucibn de H,50 2 &y ¥ la extincldn de la solucidn de reac-
cidn gue se encuen"l;ra en log tubitos sc mide a 490 nm con
ayude de w fotémetro.

B le btable 1 estdn reproducidos los resultados
de 48 sueros de pacientes con enfermedades reumdlicas en

comparacién con wo que no tenia ninglin factor rounmdlico.
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Hojn ntm.
~Ensayo ¢e deteccidn de RF con Fe fijacdo a soporte
Suero RI He (Reaeeidn coa peroxidasa)
(Dilucidn 1:4) 5490
Valoracidén
157 0,253 4
1 0,449 "
2 0,239 +
8 0,289 +
9 _ 0,247 o
10 0,091 -
11 0,255 +
12 0,432 +
14 0,128 -
15 0,251 ¥
16 0,371 ¥
ST 0,154 .-
# 0,322 +
18 0,380 +
20 | 0,523 ok
2l 0,281 +
22 0,187 e
24 0,154 -
2h 0,137 -
26 0,168 -
27 0,375 +
o8 - 0,435 -
29 0,194 4/~
31 : 0,153 -
39 0,692 +
43 0,384 +
- (continta)
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Tabla 1 (continuacidn)

Suero RF M@

Itojn ntvm,™

3

(Reaccibn con peroxidasa)

5490

(Dilucidn 1:4)
45
51
54
56
59
60
62
66
68
72
73
75

71
103
105
120
122
123
130
147
149
155

Tegtigo negabivo

0,219
0,367
0,313
0,460
0,404
0,220
0,364
0,179
0,241
0,448
C,407
0,256
0; 201
0,311
6,209
0,163
0,164
0,335
0,170
0,193
0,208
0,323
0,156

(no estd contenido ningin Factor de reums)

Valoracidén

7
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Ejemplo 2:

-Deterninacidn del factor de complemento (1

"

Una lémina de poli(metacrilato de metileno) con
grunos amido, ingertada segin el procedimiento de Lymn
(Tmmobilized Enzymes, Antigens, Antibodies amnd Peptides,
Rovierd y Weetall, Harcel Dekker, Ine., Nueva York 1975,
32) se incorpora en wna solucidn de 10 mg/ml de Fragmento
Fe de IgG buwmano en P8BS, pH 7,2, durante 24 horas a 42C y
a continuecidn se lava tres veces mediante inmersién en
PRS, pH 7,2, que contiche 10 mg/ml de ASV.

Léminas recubiertas de esta mauers se sumergen en
diferentes suercs de pacientes dufante 2 horas a 202,

Para comparacién se tratan al mismo tiempo s so-
lucidén de PES, »H 7,2, y wa segumda solucidn, que contien-

ne SO)ugﬁml de 01 ¥ 10 mg/ml de ASV. A continuacién se Ja-

q
va la lémina tres veces medismte inmersiéu en PB3, pH 7,2,
que tontienc 10 mg/ml de ASV, y a continuacién se sumerge
durante 2 horas a 202C en wna solucidn de anticuerpos de
conejo anti—c1q, marcados con FITG, en wna conceatracidén de
0,5 mg/ml de PBS, pH 7,2, que contiene 10 mg/ml de ASV, y so-
guldanente se lava dos veces con PBS, pH 7,2, que contiene
10 mg/ml de ASV, mediante inmersidn y a coubinuacidn en

agta destilada. Después de secar al airs, la ldmina se pe-
ga con un pegamento (Eukitt, exento de fluorescencia) So-
bre wm portoobjetos de vidrio y se mide la fluorsscencia en
comparacién con wn patrén (vidrio de uranilo) en wn fluwori-
metro (Axziomat, Pirma Zeiss). Los resuliados estdn expues-
tos en la tabla 2. Hanifiestan claramente la debeccidn de
01(1 en sueros de pacientes con inflamaciones erénicas en

comparacidn con un testigo posidivo o negalivo en cada caso.
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"Il‘luoreécencia de FOTC en comparacidn con patrén de vidrio de
uranilo

- Testigo negativo (nada de G“:q) o1l
Testigo positivo

C1q 50 /ug/ml' 49,3 + 6,0

Suero de pacientes

(inflamaciones crénicas)

1 23,9
2 ' 17,2
37 22,6
4 23,4
5 2,1

Ejemplo 3

Hediante desdoblamiento de la inmwmoglcbulina hu.-
mana G con papaina y subsiguiente sevaracién por cromato~
grafia sobre gel de los productos de desdoblamiento cone-
forme al procedimiento segin Porter; R.R., The Biochemical
Journal 72, 1959, se alsla el fragmento Fc y se disuelve
en solucién de sal comvn tamponada con fosfaio ol 1%, de.
pH 8,3. | o

Tna lémina de 50 pr de espesor de polimetacrilato
(80 x 250 rm) se trata dursote 15 minuvbos a $0¢C con hidra~
to de hidragina, se lava con metanol, al que se habla afia-
dido algo de 4cido é,oé'l:ico v a continuacién se lava con
agva. Lo lénine se introduce en wna solucién de 1,000 m
de agua/hieclo, 500 ml de fcido clorhfdrico y 120 ml de go-
lucién de nitrito de sodio. Después de 15 minutos la lémi-
na se lave a neubralidad con agua/hielo ¥ @e scca en unn

instelacién de secado por congelacidn.
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Una lémina de poli(metacrilato de metilo) activa~
Tda de tel modo se sumerge en la solucibn al 15 del frag- -
mento Fe en solucidn de sal comtin tamponada con fosfato, pH
8,3, vy se deja en la solucidén durante 48 horas a 4°C, A
continuacidn se lava la léminag 3 veces con solucién de sal
comin temnonada con fosfato de pH 7,2 y se coria en partes.

Tara la deterninacidn de inmumoglobulina inmunold-
gloamente modificada en forma de imnmocomplejos_ se prepa-
ra una serie de diluciones de la selueidn que se ha de in-
vegtigar con solueidn de sal cowin tamponade con fosfato.
Para cllo se mezclan en cada caso 40 pl, de las diluciones
de wna serie de diluciones cada vez con 40 }al de un suero
humano, que contiene una elevada proporcidn de R¥® (tisulc
de 1:1500 en la aglulinacidn de létex y RP) y se deja lu
mezels durante 10 minutos a bemperatura ambiente. A conti-
nuacidén se sumerge en cada mezcla wma limina rccubierta
covalentemente con fragmentos Fc tal como se ha descrito,
¥ sc incuba durante 2 horas a 202(. Fn une serie de Testi-
£0 se utiliza vna solucidn de sal coum al 0,9 % en lugar
de suvero que contiene RF.

Después de lavar 3 veces las léminas en solucién
de sal comm tamponada, pH 7,2, se sunergen en wa SOlu-
cidn 2l 1 % del amticuerpo de concjo amti cadenas I de.
inrwo globlding hunana, que estd marcado con isobioclana~ _
to de fluorescefna (FITC) y se deja alli a temperatura am-
biente durente 2 horas. A continuvacidn se lavan las lémi.-
nas dos veces con solueidn de sal comin tamponada con fos-
fato, pli 7,2, ¥ 2 conbinuacibn una vez con agna destilada.

Bn w aparato para la determinacidn cuantitativa de

inmmofluorescencia (Axiomat, Carl Zeiss, Oberkochen) se
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determina la intensidad de fluorescencis sobre wn recorte

establecido de la lémina. Este es wn criterio de medida

para la cantidad de RF fijada al fragmento Fe. Ista es a
su vez tanto menor, cuanto mis RP estd fijade a inmunocom-
plejos.

Con el procedimiento descrito pueden detectarse
todavia éstos en preparaciones que coutienen Snmuno complem—
jos en uvna dilueibn de 1:8.000.

Se puede conseguir una sensibilidad comparativemen-
te'elevada, sl en lugaf del anticuerpe de conejo snti cade~
nas L de inmmoglotulina humena se emples tm enbicuerpo con
tra fragmentos Fe de gamsaglobulina de conejo y/o si eﬁ lu-
gar de RP se ubiliza vn anticuerpc contra el Traguentc Fe
obtenido mediante desdoblamiente de papafna de inmmosiobu-
lina.

En lugar de RF puede ubtilizeorse tembién G1q humzse
¥ en lugar de enbicuverpos de conejo znti-cadenas T de inmue-
noglobulina marcados con FIBC, anticuerpos de conejo anti

C1q marcados con PITC.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia yAnueva gue se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

18.~ Procedimiento para la determinacidn de
reactivos Fc,tales como factor de reuma, Cilq Yy CBd’ que
se caracteriza porque se pone en contacto un liquido, que
lo contiene, con un producto de desdoblamiento de una in-
munoglobulina, fijado a un soporte, después de esto se se-
para el soporte y se pone en contacto el reactivo_Fc fija-
do al soporte con un anticuerpo, que reacciona con el reag|
tivo Fc, sin reaccionar cruzadamente con el producto de

desdoblamiento de la immunoglobulina, y Qespués de esto 3e

determina el anticuerpo.

2a,- Procedimiento segfn la reivindlcacidn 12,
que se caracteriza porque el anticuerpo que reacciona’ con
el reactivo- Fe¢ lleva un agente de marcacidn, cuya cantidad
fijada al soporte o cuya cantidad no fijada se determina.

- Procedimiento segin la relvmndlcaclon la,

que se caracterlza porque como anticuerpo que reacciona co

el reactivo Fc se emplea un anticuerpo que estd dirigido

contra cadenas L o fragmentos Fab de inmunoglobulinas.
4a,- Procedimiento segin la reivindicacidn 12
que se caracterigza porque como anticuerpo que reacciona

con el reactivo Fc se emplea un anticuerpo que estd dirigi

do contra Clq
58,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 12,

que se caracteriza porque como anticuerpo que reacciona

A
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1 [“con el reactivo Pc se emplea un anticuerpo que esté &irie
gido contra CBd' '

: 62,- "PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE
REACTTVOS Fe', :
5 ' Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
~tecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintitrés hojas escrita

a méquina por una sola cara.

10 | ' Maaria, 07.NV1578

P.A..
Alberto de Elzabsry
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