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MEMORIA DESTRIPTIVA ...

El presente invento se refiere a nuevos -
reactivos para la determinacién de materiales.inmunbiégica~.
mente activos y a nétodos inmunolégicos que utilizan dichos
reactivos, :

En los dltimos afios se han desarrollado mu
chos sistemas analfticos basados en andlisis de ligazén de
proteinas competltlvos (1iamado también an&lisis de satura-
cidn), ’ o

Los términos "anilisis de saturacién"
anélmsis de 11gaz6n de proteinas competitivos", que son si-
nénimos, se refieren a sistemas analfticos utillzadon para
la determinacidn de materiales 1nmun016g1camente abtivos (l&
gantés). Los resultados de estas determinaciones, los flui
dos biolééicos, son utilizados en diagndsis médica y veteri-
naria. La diagnosis depende del anivel de la substancia de=~
terminada, normal o patoldgicas El principio analfﬁiéo se by
sa, por ejemplo, en la competicidn entre un ligantgfy;unAli-
gante sefialado para un agente ligante especffico comdn (re-~

ceptor), tal como se ilusbra em la ecuaciédn siguientes:

Seiial ' . Sefial Sefial
| |
Ligantet+ligantetreceptor —p 1igante+1igante+1igante+1iéante

receptor receptor
(1) (2) (3) (%)
Ecuacién 1

La reaccidn primaria es una combinacibn de

‘una molécula de ligante con una molécula de receptor para for

mar un complejo ligante/receptor bimolecular (1).

Una reaccifn secundaria se produce por la adicién de ligante
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sefialado que se combina similarmente con el receptor para fop
mar un complejo ligante/receptor sefialado (2). En el andlisis
de saturadisn la concentracidn del receptor y del ligante aé-
fialado son constantes, La concentracidn del receptor es limiw
tdda de modo que el iigante gefialado se encuentre en exceso
con respecto al receptor. Bajo estas condiciones la adicidn de
ligante causa competicién entre ligante y ligante sefialado hg '
ra la ligazén con el receptor. De aqui que un aunetits en la
concentracién del ligante hace descender la cantidgd”%otal de
ligante seflalado/receptor, El principio del ensayofse basa =~
en la determinacidn del porcentaje del total de ligante seﬁéu
lado enlazado al receptor, Este porcentaje'es ingq?8§mente
proporcional a la cantidad de ligante adicionado a i&‘mezcla
reaccional a partir de la muestra que ha de medirse-o a par?
tir del estandard utilizado en el ensayo. La dismintcién en
la concentracién del complejo ligante seﬁalado/reégéﬁpr o'ei
aumento en la concentracién de ligante sefialado en-}a;mezclé

reaccional puede utilizarse para determinar la cogceﬁ%raciéh e

-~ i
yo AN |

de ligante,
La sensitividad del andlisis de saturaci&#
depende del empleo de un receptor que tiene una afinidad muy
elevada para el ligante y ligante sefialado., En segundo 1uga¥,
la sensitividad depende también del empleo de una sefial que
puede detectarse a una concentraciln muy baja,

La especificidad &el 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 anflisis de saturzcidn se ha utilizadd
empleando nuchas técnicas distintas, refiriéndose principal
mente las diferencias al tipo de sefial utilizada, Por lo :
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general estas técnicas me clasifican utilizando tftulos am
plios "radioensayo" o 'no-radioensayo", dependiendo de si
se utiliza o no un trazador pradicactivo como la sefials

El radiocensayo se ha utilizado en mayor ég
tensidn que los no-radiocensayos. Bl radicensayo puede cla—‘
sificarse adlcionalmente como radioinﬁunoensayo o‘enSayo
radio*receptor, dependiendo del tipo de receptor utilizaco »
en el ensayo. El radioinsunoensayo utiliéa un anticuerpo
que enlaza eépecificamente el ligante & el liganteigﬁﬁala-
doe Alternativamente,'el'anglisis de fédio-receptbr.se re
fiere al empleo de cualquier otro tipo de receptor”éiplégg
co que cnlazard sinilarmente y de forma.especificatel,liﬁag
te y el ligante sefialado, ‘ 7

En todas las técnicas de radioensayo es =
esencial separar fisicamente la fraccién enlazada (J ¥ 2
de la ecuacién 1) de la fraccidn no enlazada (3 ¥ 4,da»lé
ecuacidn 1) de la mezcla reaccionals Puede obteneQéé subsi
guientomeate un Ifndice de la concentracidn de ligantéfgon-
tando estas fracciones en um contador de radioacti&{déd v
comparando las cuentas obtenidas para las muestras descong
cidas con las obtenidas para las muestras de ligante esﬁaé
dard apropisdas sometidas al mismo ensayo. Se han descrito
muchos métodos distintos y.diversos para la separzcibn cde
las fracciones enlazadas y libres de la mezcla reaccional
de radiocensayo utilizando técnicas que incluyen filtracidn
de gel, absorcidn y cromatograffa de intercambio idnico,
precipitécién fraccionada, fase sélida o electroforesis.

Subsicuiente al desarrollo ce las €écni-
cas de raddioensayo en los anflisis de saturacién, se han '
desarrollado métodos que ubilizan sefales no radioactivase.

Se han demostrado mébodos ubilizando enzimas en calidad de
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la sefial, BEstos métodos tienen la ventaja de que la sepa-
racién £isica de las fracciones enlazadas (1 + 2) ¥y libres
(3 + 4) del ligente sefialado no es necesaria em el procesé
de enscayo. :
Cuando el anticuerpo enlaza el ligante sefia-
lado con una enzima, se modifica la actividad de la enzi»i
na. Bl grado de modificacidn de la actividad enzimética -
es indicativo de la concentracidn del ligante seﬁ%iggo en -
la fraccién enlazada y por tanto d4 un fndice de ié“%onceé

RS

tracidn de ligante en la mezcla reaccional, .\
La cstructura qufmica del complejo.ligante~
~enzima es extremadanente difiecil de determinar y.ello = |

-
a 14

congtituye una desventaja principal del inmunoensayo enzi%
mAtico, Esto se debe indudablemente a la gran mui%iplicif
dad de cadenas laterales de aminofcido gue se encuéﬁtran,é
en la superficie enzimética para el acomplejamieﬁpé}con eg
ligante, Esto causa una gran dificultad en reproducir en%
ligante~-enzima en diferentes preparaciones del compiéjo. !
La carencla de control general de la reaccidn acgﬁﬁiejante
resulta en la obtencidn de muchas moldculas ligantes a la
molécula enzimftica, aunque es probable que ol enlace de :
solo unas pocas de estas moléculas ligantes por el anticuqﬁ

po vicne implicado por la inhibicidn de la actividad enzi-

i

i
|
!

mitica.
De aquf que no todas las interacciones anticuerpo/antiganoé
sefialado resultan en une modificacidn de la actividad enzil
mitica, haciendo descender por tanto la sensitividad de la
técnica.

La interaccidén proteina-proteina entre distin
tas moldculas de anticuerpo y anticuerpo y moléculas enzimé

ticas es obtra consecuencia de la multiplicidacd de molécu~
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las ligantes en la superficiec enzimitica, La interaccién
proteina~proteina se ve ulteriormente aumentada cuando el
ligante es también un polipéptido, De aqufi que la molécu
la enzimftica induce un micromambiente localizado de elevg
da concentracién protefnicas Ea estas situacioﬁes se ha
denostrado que se produce precipitbacidn protefnica, causan
do por' tanto una pépdida de una de las ventajas principa-
les del inmmnoenBayo enzindtico por necesitar separacidn
del antmcuerpo enlazado y fracciones libres, i, :
Se ha deserito una modificacién de inéunoea
sayo enzimitico que supera parcialmente estos problemas -
por cuanto el ligante es sefialado con una molécula detecto
ra que es de bajo peso molecular. En este enlace dé:ahti-‘
cuerpe (e ensayo de ligante sefialado se 6bstacuiiza éstégi
camente el enlace de moldcula detectora por otro anticuer=-
po especffico para la molécula detectorae. e
Bl grado de obstaculizacién se determina por la cOﬂpeti0161
para enlazar la molécula detectora libre de ligante.y 1a
molécula detectora sefialada por enzima con anticuefpé'ae'-
molécula detectoras El grado de modificacidn de actividad
enzinftica, segln se determina en ensayo inmunoldgico énzim
nético normal, es indicativo de la concentracién de molécu~
la detectora libre de ligante que es asimismo indicativo de
la concentracidn de ligante en la mezcla reaccional, La ven
taja de esta téenica consiste en que se onlaza al ligante una
pequefia molécula en vez de una enzima, con lo que Se permie
te la determinacidn de la estructura quimica del ligante se
fialado y bor tanto superar tmchas de las desventajas del
inmunoensayo enzimftico anteriormente descritas.
Sin émbargo, este sistema solo suéera laz desventajas de la
reaccifn de ligazén primaria que implica el ligante y el li-

gante sefialado y las transfiere a2l sistena detector ﬁara de
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terninar el grado de fraceioncs de anticuerpo enlazado y frac
ciones libres del ligante sefialado, |

Las desventajag do los métodoﬂ del arte antg
rior se superan con el presente invento segin el cual se u~
tiliza como scfial un modificador de enzima.

Mas particularmente el presente invento se
refiere a un reactivo para la determinacidédn de un material
inmunoldgicamente activo, que comprende el material <nmunocs
léglcamente activo o un recoptor que puede ligar eﬁpaéificae
mente dicho material inmmnolégicamente activo, aeﬁa&gdo con
una substancia capaz de modificar la extensidn o el nodo de

oa«‘\a

actividad de una enzina, o

Ademds el presente invento se reflere a un |
método para la determinacién de un material 1nmunolééicamenf
te activo en una muestra en donde la muestra se pong,en con
tacto con un receptor que puede ligar especfficaments el ma
terial inmunolégicamente activo, el material inmun;igéicamen
te activo sefialado con una substancia capaz de modifibar la
actividad de una enzima, una enzima y un substratcvsnzimdti
co, y en donde la crtensidn o modo de la actividad enzfmfti~
ca resultante se mide y compara con la obtenida con un estaé
dard, ' }

Adends ol presente invento se refiere a un i
nétodo para la determinacidn de un material inmunolégicamenf
te activo en una rmestra en cdonde 13 rmestra se pone en con;
tacto con un receptor que puede ligar especificamente el nas-
terial inmunoldgicamente active y que se seflala con una au§§
tancla capaz de modificar la actividad de una enzima, con el
nmaterial inmunolégicamente activo en forma insolubilizada,

y con una enzina y un substrato enzinmdtico, y en donde la

extensién o el nmodo de la actividad enzinftica, después de l
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la separacibn de la fase sélida; se mide y compara con la
obtenida con un esbancard,
Los términos "material znnunolésicamente acw

tivol o M"ligante! en esta descripcibn se refiere a cualquier

- substancia inmunolégicamente activa o parte de ésta capaz

de determinarse inmunoldgicamente, por ejemplo utilizando
téenicas de andlisis de saturacién., La exipgencia esencial
estriba en que sea un recepbor que enlace especfficamento
el 1iganté.- Cuando el recentor es un anticuerpo q},;igan—
te sord hapténico o antigénico de modo quo pueda forparse

el anticuerpo especifico, Un ligante se refiere cémo un

-,\.4

- hapteno cuando éste solo atraiga 1la formacibn de antl—

cuerpo al unirse a un compuesto con propiedades antl"énl-
cas, Alternativamente, se hace referencia a un 1igante =
comoc un antfgeno cuando atraiga la formacidn de anbicuer-
po sin modificacién qufuica. i;‘,

Bl ligente puede variar amnllamente en .peso

‘ molecular oscilante entre aprorlmadamente 100 = 1.000.000.

Esta gama de peso molecular no es limitativa enAel-ensayo
sienpre que se encuentre disponible el receptor qﬁé enlace
especiflcamente el ligantc._

El 1igante puede ser de estructura poliméri-
ca 6 no polimérica, Cuando es polimérica el ligante serd
usualmente de origen bioldgico vy se clasificarsd como un -
polisacirido de fcido nucleico y/o polipéptido. Alternati
vamente, cuando el ligante no es polimérico, btondrd general
mente un pesc molecular inferior a 2.000 y puede tener una
amplia variedad de estructuras, funcionalidades ¥y propie~
dades fisiolégicas.

Los ligantes de particular importancia q;e -

pueden utilizarse en el presente invento son aminas, aminod
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cidos, péptidos, protoines, lipoproteinsas, glicoproteinas,
esteroles, esteroides, lipoides, &cidos aucleicos, mono- y
poli~pacéridos, alcaloides, vitaminas, drogas, narcéticos,
antibidticos, metabolitos, pesticidas, toxinas, contaminan :
tes industriales, agentes saborizantes, hormonas, enzimas,
coenzinas, componentes celulares o extracelulares de teji-
dos y antilcuerpos aislados de humanos o animales,

Sin embargo, el ensayo no se limita a solo estos ligantes.
Los componentes de potencial inmediato para anﬁlisiaﬁeon -
el sistema son antfgeno Beguperficial de hepatitis,"ﬁﬂrri-
tina, antfgenos tumorales tal como CBA; alfa-feto-proteinap
factor reumatoide; proteinas C-reactivas; clases dg.inmuno-
globulina TeG, I o IgAj mioglobina, hormonas tircidales

“n o

incluyendo T,y Tz, insulina, hormonas estaroides inéluyenw

do testosbergna o egtradiol; farmacos de abuso 1nclay€hdo .?
analgésicos narcéticos, como morfinaj babituratoa;’@éﬁimu-
lantes como amfetamina;  farmacos para el trateriion~
to de enilepsia incluyendo difenil-hidantoina y feno?a;bi-
tal; glicocitos cardiscos tal como digoxinaj vitanitas como
vitamina B, v dcido £6lico. Ademds, los anticuerpos que ‘
tienen potencial inmediato para endlisis con el sistema son
aquellos asociados con infeceidn en sifilis, gonorrea, bru |
cellesis, rubella y reunatismo.

Bl término Material activo inmuncléglca«
mente gefialaclo" o Ureceptor aeﬁalado; en esta descripeidn
sc refiere a un ligante, anflogo de un ligante o parte de
&ste 0 a un receptor que se seilala con un modificador en~
zimético, Pucde enlazarse una, nas de una y por lo general
menos de 100 moldculas de sefial a un ligante o molécula re
ceptora, De modo anflogo puede enlazarse una, mas de una y

usuzlnente nmchos do 5 moléculas de ligante o receptor a una
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molécula de seffal, EL enlace de extra~noléculas de sefial
a una moléecula de lipante o ﬁeceptor aumento. general la sensi'
tividad del ensayo siempre que las extra-sefiales no afecten
la unidn.

La ligazbn de una moldcula modificadora 2 una
molécula ligante o recepbora impliéa la formacién de enla-
ces intermoleculares que en la mayorfa de 1os-¢asos, pero
no necesariznente, son covalentes en naturaleza, ---

La ligazdn puede llevarse a cabo en ciertos capos ég;@reseg
cia de un agentc acoplante mediante la insercidn de un Eru-

po enlazante entre la sefial y el ligante o receptor;,

*d e s,

La moldcula modificadora puede unirse directa
mente al ligante o a la nolécula receptoras Sin embirgo -
puede ser deseable insertar puentes quimicos de divérsa lon
gitud entre la molécula modificadora y las moléculgs de li-
gante o receptor dependiendo del ensayo especffico previsto,
En clertos casos puede afn ser vemtajoso unir la noléeula -
nodificadora y las moléculas de lipgasnte o receptor ?pﬁ sepa
rado a la misma molécula portadora, por ejemplo u&almacrOQQ
l1écula como un polipéptido o polisacirido,

El término 'receptor® en esta descripeibn se ro
fiere a cualquier substancia que puede enlazar especffica-
mente ligante y ligante sedalado o parte de &stos, Por lo
general el receptor utilizado en el ensayo es un anticuerpo

especifico para el ligante'fdrmado en la sangre de vertebra

dos siguiendo la inyeccidn de hapteno o antigeno apfcpiaéo.

Alternzstivanente, pueden utilizarse tambidn em ol ensayo re
ceptores que se¢ encuentran en estado natural,

Este dltimo grupo incluye, aunque sin limitaéién, proﬁeinas,
fcidos nucleicos y membranas celulares, Esbos receptores'sc

han utilizado en téenicas de radioemsayo para trioxina, ine



10

20

25

30

- 11 -

sulina, angiotensina y diversas hormonas de esteroide,

En cago que el ligante sca un anticuer
po el receptor puede ser el antigeno utilizado para induci#
dicho anbticuerpo en un znimal huesped, Bn otra modalidqg ?
el recepbor puede ger un anticuerpo frente al anticuerpo
gue ha de determinarsec,

No resulta posible determinar con certeza

el modo de acecidn receptora que, con la ligacsdn dél“iigante

sefialado, reduce a interaccidn entre enzima Yy mod&fféador.
La explicacidn mas probable es que la afinidad de‘lgaenzin
ma para el modificador se reduce como resultado de un cam=
bio en el tamafio vy carga neta del complejo de rec?ptqr/ligag
te~modificador comparado al del 1igante-modificadb£:ﬁolq.
Bl térnino "modificador" en esta dEEEripciGn
se refiere a cualquier substancia que pueda interaotﬁér con
una enzima tal que la extensién o el modo de la aqpl?idad %
enzimfdtica sea modificada, Bsta modificacién puedé.égsulnj
tar en una inhibicién, activacién o cambio en la psﬁgbifi~
cidad de cualquier otra propledad de la enzima qukgééa dew .
tectable directa o indirectamente por un cambio en 1la acﬁii
vidad enzimftica o en el modo de la actividad, por ejemplo,
un cambio en las condiciones de reaccidn como exigencias dé
co~factor o pH-éptimo, en propiedades cinéticas, o en ener;
gla de activacién., ?
El modificador puede variar en tamafio desde una pequefia mo;
lécula a una macromolécula, y su interaccidn con una'molécé
la enzimftica puede ser reversible o irreversible dependieé
do de si la asociacién inter-molecular es iénica o covalen%
te, E
La seunsltividad del ensayo depende entre -?
otros de la afinidad del receptor para el ligante y 1la cagé

E
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cidad del modificador para producir un cambio en la extensifn
o el modo de actividad enzimfticas De preferencia la modifi
cacién de la extensidn o el modo de actividadienzimética se
obtiene con una concentraéién,mimima'de modificador. Conbra
mas préxima es esta qoncentraci&n a la de la enzima en base
nolecular, mayor serf la sensitividad del ensayo.

~ De preferencia el modificador serd un inhi-

. bidor enzimitico que, con la inberaccidn con una enzima, inhi

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

competitivo, no conmpetitivo, incompetitivo, élosterong o)

. v ; )
‘una combinacidn de dos o mas de estos modos. De preferencia

el inhibidor debe tener una constante de inhibicidn (concen-
tracidn de inhibidor necesaria para el 50% de inhibicifn del

sistema enzimftico) inferior a 10”3

moles/L, dependiehdo del
ensayc llevado a cabos. ‘ . '
Mas preferentemente la comstante de inhibicidn ge encucntra

catro 10713 v 1075,

En el ensayo puede utilizarse cualquier en~
cima siempre que exista un modificador que modifique copeci-
ficamente la actividad enzimftica en la forma anteriormente

descrita, Las enzimas de eleccidn son estables, sc obtienen

. f8cilmente con bajo costo y tienen un mimero de ciclo elevado

y un sistema de ensayo sencillo de llevar a caboe De prefe-
rencia el-nﬁmero de ciclo (moléculas de producto formado por
moléculas de enzima en un minuto) es superior a 100 dependien
do de 1z prucba especffica llevada a cabo. Mas prefercnte-
mente, el ndmero de ciclo es Yan elevado como sea posible y
por lo menos de 200. ' V

Los sistemas modificadores de emzima que

son particularmente apropicdos para el presente invento son

, dihidrofolato-reductasa/metotreXato, dihidrofolabto=reducta~

sa/4~aminopterina, dihidrofolato—redﬁbtaca/atros
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inhibidores eapécificoa déA;até enzimaj botawgluco=
ronidasa/4cido 4édeoxi-54aminofg1uc$rico y sus derivadosy ~
biotina conteniendo enzimas/avidina como carboxilasa/avidina}
quimotripsina/TPCK

yd ?Hzéah
CH o w80, MNHmComm CoemsCH, CL
3 20 2
H 0 raan®

arde s

fluoroalaninaj triptofanasa/trifluoroalanina; triptofan-sin-
tetasa/trifluorocalarina} betancistationasa/trif1uoﬁ6&ihnina3
piruvato~glutamatostransaminasa/trifluoro-alanina} }hﬁ@ﬂaﬂa
de dcido 1detico/Acido 2=hidroxi=3~butinoicoy monocamina~oxi-
dasa/N, Nedimetilepropargileaminaj y diamina-axidas?{ézFLCHz-
CiCCHz-NH

gamma~cistationasa/propargilglicina; alanina-racemasa/tri-

2} LA
La determinacién de la actividad enzimiti

ca puede llevarse a cabo mediante el control directo’oindi=

nAm

recto del consumo de substrato o porduccién de producto a
pH apropiado y temperatura utilizando sistemas de deteccidn
que incluyen colorimetrfa, espectrofotometrfa, fluoroespectqg
fotometrfa, gaseometrfa, termometrfa (produccién de calor),
cuenta de escintilacién.

Para aumentar la sensitividad del sistemai
es posible utilizar técnicas de biolyminiscencia y de ciclo é
enzfmico ,' por ejemplo las técnicas descritas por J. Lee
y col en Liquid Scintillation Counting:

Recent Developments, Stanley P.E. and Scoggins, B.A., Acade~

i
mic Press, New York p. 403 and Lowry O.H., y col en J, Biol f
Chem 236, p.2746-2755, i

En una modalidad del presente invento pqg:

de utilizarse un ligante sefialado para la determinacién de -

i

Mo e e e
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la presencia de un ligante en una Questra des§ondci&a mediag
te la adicidén éimulténea o secuenéial del ligante sefialado
y la muestra desconocida a un médio acuosq; 4 un pH apropia
do, conteniendo un receptor especi{fico para el ligante y
ligante seflalados Después de un perfodo de incubacién apro
piado la distribucién del recepéor‘enlazado al ligante y -
ligante sefialado se determina mediante la adicién de enzi-
mas y substratos. El réceptor que es especifico para‘el 1i
gante enlaza también el ligante sefialado y, de este’ modo, -
reduce la interaccidn entre el modificador y 1la enzima dise
minuyendo asi 1a modificacién de la actividad enz1métmca.
La adicidn de ligante al ensayo resulta en competlciGn con el
ligante sefialado para enlazar con el receptor y aumenta por
tanto la concentracién del ligante seifialado libre en el en~
5ayo. .
La interaccién entre ligante-modificador y enzima Se aumen-
ta y se afecta una vez mas la actividad enzimética;h Qa'mo-
dificacién de la actividad enzimitica es por consigﬁiénte
una funcién de la concentracién de ligante en el eﬁsé&o vy
es causada por el deseﬁlace del ligante sefialado,
Por consiguiente, las diferencias entre la actividad enzimi
tica resultante y la obtenida er la ausencia de ligaﬁte es
indicativa de la concentracibn de ligante en la muesﬁra dqg
conocida, | ,
Una de las mayores ventajas de esté méto-
do es queresultainnecesaria la separacidn de las fraccio~-
nes enlazadas y 1ibreé en el procedimiento. Sin embargo
ello no impide el empleo de una ctapa de separacidn de es-
te tipo en el ensayo despuds de la incubacidn de ligante
y ligante sefialado con receptor y antes de la estimacién de

la actividad enzimdtica. La separacién de fracciones pue-
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de ser deseable en algunos casos para la separacién de subg

tatleias en la ruestra que puede interferir con el ensayo en

zim&tico. La separacién puede dbéénerse uﬁilizando cualquie
ra de las muchas técnicas descritas para fadioigmunoensayo
incluyendo filtracibn de gel, absorcién y cromatograffa de
intercambio i6nico, precipitacién fraccionada, fase sélida

y electroforesis.

Evidentemente este ensayo no se limita a
la determinacién de haptenos y antfgenos como el 1£éa§te -
sino que puede adaptarse tambidn a la identificacidn,y me=
dicién de anticuerpos como el ligante, )

Bsto puede llevarse a cabo, por eiemglo,

"
Aanna

sefialando el anticuerpo con un modificador de enzih%“& % I
diendo la extensidn de la modificacidn de actividad ‘enzimf
tica siguiendo la incubacibn del anticuerpo sefialado.¥ anﬁi'
cuerpo de muestra con una concentracién limitadora d¥',ant{- ‘
geno o hapteno. La modificacién de la actividad eé?i&&tica
se refiere a la concentracién del anticuerpo de mugéﬁga.
Cuando sea necesario las fracciones enlzadas y lib%éb:pue- »
den separarse antes de la adicién de la enzima y del subs-
trato.

El iavento permite también para la determi
nacidn de un ligante el empleo de un receptor sefialado en I
lugar de un ligante sefialados Bl ligante en la muestra'degj
conocida reacclona con receptor en éxceso sefialado con un ‘?
modificador enzimftico y, después de la incubacidn, se'adi-é
ciona ligante insolublllzado en fase s8lida en exceso y re$3
ciona con el receptor sefialado lidre restante. Despuds de la
separacién de la fase s6lida se mide la modificacidn de la %
actividad enzimitica asociada con el ligante soluble y se i

relaciona con la concentracidn de ligante.

pr—
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‘Lo reactivos del presenée invento pueden -
utilizarse también en una tédenica de "sandwich' siempre que
el 1igante posea por lo menos dos puntos ligantes.

El ligante reacciona con receptor de fase sblida en exceso y
después de incubacidn seguida de lavado, se hace reaccionar
el receptor de fase s6lida enlazado con ligante con receptor
en exceso sefialado con un modifcador enzimitico. El recep~
tor seflalado libre se separa mediante lavado y.aé determina -
la extensién de la modificacién de enzima en las fracciones

separadas. Esto d4 luego un fndice de concentracidn de li-

gante,

Los ejemplos siguientes ilustran ei‘;ﬁven~
to. _
EJEMPLO 1

s

A una suupe5516n de 156 ng (0,2 mmol) de
digoxlna en 5 cc de ctanol absoluto se adicionaron 10 cc de
metaperyodato sbdico 0,2 ¥ con agitacidn, Se volv1§ hqmogg .
nea la mezcla después de 10 minutos y luego se formd .lenta~
mente un precipitado. | '

AL cabo de 2 horas se adiciomaron 5 cc de agua mas 5 cc,dé

‘ebanol, Después de otros 30 minutos se adicionaron 122 mi-

crolitros (2,2 mmol) de etilenglicol y empezd a formarse in

mediatamente un denso precipltado blanco,

Después de 80 minutos de agitacibn se adicionaron 133 microli

tros (2,0 mmol) de etilendiamina b4 el pH resultante de 11,0

se ajustd a 9,5 con HCL 0,1 M y se dejé reposar la mezcla

reaccional a la temperatura del ambiente durante 18 horas.

Durante este tiempo no se modificéd el pH, | _
Luego se adicionaron 141,5 mg (4,0 mmol) de

borohidruro sédico y se agitd la mezcla durante 3 horas y me
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dia. Luego se ajustd el pH de 10,5 a 6,5 con 4cido £érmi~
co IM (alrededor de 3 cc) y la CCD de esta mezcla mostrd -
una sola mancha principal con un Rf 0,15 (sflice sobre alu=
minio revelado en butanol: &cido acéticotagua/4:1:1),
La digoxina mostrd un RF 0,7 cuando se reveld en el nismo
sistena. |
Se evaporardn los disolventes hasta casi
sequedad en un evaporador giratorio bajo vacfo wtilizéndo
un bailo de agua a 6§02, 8e separaron los dltimos pd;éhscc
de agua mediante la adicidn de etanol al 95% (3 x Zegec)
y se repitid la evaporacidn corio antes, ..;a,
El sélido amarillo pilido resultante ép ex -
trajo tres veces con etancl absoluto y estos extraéé?g X
combinados me concentrsron hasta alrededor de 4 cc y:se cen
trifugaron para separar una pequefia cantidad de sal-qgfie se

L

descartd, el

La solucidn sobrenadante de color amarillo pélido se evapo-
rd hasta sequedad bajo una corriente de nitrdgeno geqb; 1o
que did un aceite amarillo que mostrd el mismo Rf éﬁ;éhb -
cono la mezcla reaccional tal como se ha descrito antes,

El producto nostrd conbener un grupo amino libre haciendolo;
reacclonar con "fluram" (4-~fenilspiro /fluran-2(3H), 1'-fta=
lan/=3,3'~diona) para formar un compuesto intensamente flgg‘
rescente, Bl producto exhibid un spectro en 4cido sulqui;
co concentrado similar al de la digoxina con picos de absqg;‘
cidn a 385 y 495 milimicras, El producto exhibil también :
una fuerte afinidad para antisuero (conejo) especifico para;
digoxina., La estructura mas probable del producto alslado |

es como sigue!

\\\
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- metllnamino)pr0911~carood11m1da, dlsuelto en 5 co de H,_0,
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'
.
' o,
) HCR .
K= cn:cna__ W

Preparacifn de conjugado de metotrexato-~aminodigoxina

Se disolvieron 11 ng de netotrexato en 5 ce

ooooo

‘de H 0y se agusté a pH 6,5: Se disolvieron 10 mg de "z
”noézgoxlnd" en esta soiucidn v se ajustd el volumen a 20

" ee con H,0. Se reajustd el pH a 6,5 y se adzc;onaron a la

mezcla reaccional 484 mg de clorhldrato de Hhetll-N"-(znala

2
Se purmfmcé el conjugade sobre una columna de . gel de sfli

ce, ntl_izando citrato ambnico al 3% como dzsolvente. Se

‘comblnarpn las fracciones conteniendo el productac- deseadO-y
mostrafon terer la doble capacidad de ligar~fuertemente ans
_tisuero (conejo) especffico para digoxina y también inhibir
fuertemente la dihidrofolato-reductasa enzimfitica (hfgado de
: éallina). La estructura mas probablé-del conjugado metotrexa

" to~aminodigoxina es como sigue:

o~
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nguﬁoensqyo inhibidor emzimftico para digoxina .., ° ;'g?

”

Se incubaron 100 microlitros de suero a 309c
.,\,‘n

durante 15 minutos con 100 microlitros de solucién.anticuapj?
po de antldigoxina, 100 microlitros de solucidn dé"ﬂ%DPa, -

100 microlitros de solucidn de 2-mercaptoetanol y 556 micro,;

Dhnn

litros de tampén de fosfato sbdico pH 7,5. N

Se adicionaron 100 microlitros de conjugado de metotrexato-
digoxina del ejemplo 2 (70 microgramos/cc) y se incubd la - f
mezcla durante 15 minutos, despuds de lo cual se adicionaron

100 nmicrolitros de solucién de dihidrofoleto~reductana. Laf;
preparacién de la dihidrofolato-reductasa utilizada se aieulﬂ
18 de hfpndo de gallina siguiendo el método de Kaufman, B.T.;
& Gardiner, R.C., Journal of Biological Chemiatry, Vol, 211,_
P 1319 (1956). ' e
Se incubé la mezcla durante otros 3 minutos y se determiné )
la actividad enzimética con la adicién de 100 microlitros ‘&
de solucién de dihicrofoluto ¥ se controld a 340 nm con un o
ecpectrofotbmetro de reglstro. Los resulbados se exponen en:

la Table,
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TLBLA X
Reactivos Actividad enziméﬁica
Digorina | Anticuep | Conjuga | Componen= | DO/min | & de izhil
(concenw- | po antie | do de - | tes de en | bicién "
tracién | digoxina | meto~ |sayo enzi
de rues= | ' trexato | mético
tra) ~digoxi ’e
: na (en ,
ensayo)
0 ausente 0 Presente 0,150 -0
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
1.0 ng/ml orescnte 7 ng presente 0,135 .23

Los reactivos se adicionaron en la secuencia antes descrita,

" DO = densidad Sptica.

Es evidente a partir de los resultados anterio-~

res que pocos ng de digoxina en el suero pueden deberminar~

se en el sistema descrito.

- EJEMPLO _ 2

Preparacidn de coniugado de metotrexato-albidmina de suero

hunano
aiatamipatieiisoit

Se dividieron 45 mg de netotrexato en 1,0 ce

de N,N-dimetil-formamida y se adicionaron 25 mg de N-hi-

droxisuccinimida, .

Se disolvieron 4l mg de N,N~diciclohexil-carbo-

diimida ¥y se mantuve la mez_cia a la temperatura del ambien

te durante 13 horas., Se separd por filtracisn el subpro-

ducto de urca insoluble >y se adicionardn 100 microlitros del
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filtrado a una colucidn contenicndo 5 ng de albdmina de sqg

ro humanc en 800 microlitros de tampén de fosfato sbdico |
0,1M pH 7,5 mas 100 microlitros de dioxano. Esta mezcla reag
clonal se mantuﬁo a la temperatura del ambiente durante 30:
ninutos y luego se cargd en una columna Sephadex G;ZS equi~
1ibrada con btampén de Fosfato sédico 0,1 M pH 7,5 La colum
na se reveld con este tampén y se obtuvieron dos picos de =
elucidn conteniendo metotrexato, el primero de los.oudles -
contuvo el conjugado de metotrexato-albimina de suero hima-

"
DOw an™y e

EJEMPLO __ 5, -
Inmunoensayo inhibidor de enzima para albdmina de ;ueéo hu

s
-
AN

£Aanoc. < T »
Se incubd a 300C durante 15 minutps 100
nicrolitros de suero diluido con 100 microlitros de gaticuer

-

po de albfimine de suero antihumaﬁb (conejo) en soluq?ép.

Se adicionaron 100 mierolitros de solucién de HADPé:“iOO mi-
crolitros de solucidn de 2-mercaptoetanocl y 5§50 mic&&litros
de tampén de fosfato sbdico pH 7,5. Se adicionarogziéb - K
erolitros de conjugado de metotrexato-albimina de auerohmadnqj‘ f
¥y se incub$ la mezcla durante 15 minutos, después de.loévcﬁ;iwn”“
se adicionaron 100 microlitros de solucidn de dihidvofolato-
reductasa, Se incubd la mezcla durante 3 minutos mas y se
deternind la actividad enzimitica mediante la adicién de =~

100 microlitros de solucidn de dihidrofolato y se controld :

a 340 nn con un espectrofotémetro de regilotro varian, Los

resultados o exponen en la Tabla II,
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IT

TABLA
Reactivos Actividad enzimdtica
Albfmina | Anticuer | Conjuga | Componen— DO/min | # de inhi
~|de suero| po de al | do de = |[tes de en bicién
humanq bédmina meto~ | sayo enzi
(conc. =| de suero trexato | mético
de mues-| anbtihuma | albfmi-
tra) no - na de =
suero = '
humano "
0 ausente o presente 0,123 o
0 ausente 0,8 ng | presente 0,068 Y
0 presente | 0,8 ng | presente 0,105 16
5 ug/ml | presente | 0,8 ng | presente 0,002 25
10 ng/ml | presente 0,8 ug | presente 0,085 ’ 31

De los resultados anteriores;reéultarevidente que umos po-

cos nicrogramos de albfmina de suero humano pueden determi-

narse en el sistema descrito.
EJEMPLO '

6

Sintesis de conjugado de metobrexato-aminoetilmorfina,

a) Sintesis de. 03-am1noet11morf1na

En 10 cc de tetrahidrofurano (THF) recien
destilado de hidruro de litiomaluminio (LAX) se suSpendleron

400 mg de LAH bajo nitrégeno. Se adicionaron durante 5 minu

- to0s una solucidn de 400 mg de morfina y 400 mg de cloroaceto

nitrilo en 4 cc de THF recién destilado, seguido de refiujo
durante 1 hora. Se dej6 la mezdla que se enfriara y se adi
cionaron 0,6 cc de agua seguido de 0,6 cc de 10 % en peso

de hidréxido sbdico y 2 cc de agua, Después de filtrar

la mezcla se lavaron las sales con THF, se combinaron

las fracciones de THF, se secaron con sulfato de magnesio -
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bajo nitrdgeno, se £iltrd y se evaporé el filtrado, lo que
did 380 mg de 03-aminoetilmorfina.

b) Sintesis de alfa-benciléster de &cido
Net-buboxicarboxil-gammas(03~aninoetilmorfina) glutdmicos

Se agitd durante 4 horas a la temperatura
del ambiente una mezcla de Os-aminoetilmorfina, (50 mg pqgf
parado tal como se ha expuesto anteriormente), éster alfa-
~bencflico de fcido N-t-BOC-glutidmico (34 mg) y dicIéTBhex*!
carbodiimida (25 mg) en diclorometanc (5 cc), Se dihﬁ£6 1a
mezcla con acetato de etilo y se lavd con solucién délcar-
bonato sddico dilufda, Luego se extrajo la soluci&n'de ace
tato etflico por dos veces con Acido clorhfdrico O, 1Ny se
trataron los extractos acfdicos combinados con suficiente -
solucidn de hidréxido sédico al 10% en peso hasta ajustar el
pH a 8,0, Se extrajo la solucidn dos veces con acetatd de 7
etilo y el acetato etflico combinade extrafdo se lavd don

aAap

salmuera, se secd (sulfato sbdico anhidro) y se evapprd:has-'
ta obtener un aceite incoloro (36 mg). :ﬁ::
c) Sintesis de 4deido trifluoroacédtico &éxééter
bencflico de fcido gamma-(03~amidoetilmorfina)—alfa-glutémi
cOo,

Se agité a la temperatura del ambiente una
solucién de derivado de 4cido N~t-BOC-glutdmico-morfina (36
mg, preparade como se ha descrito anteriormente) en dicloro-
metano (3 cc) y sc adiciond fcido trifluoroacético (1 cc).
Se agitd la mezcla durante 15 minutos y luego se evaporé has
ta sequedad, El residuc resultd un cristal incoloro (40 mg).
d) Sintesic de éster metotrexato~gamma~(0 wammd, -
doetilmorfina) -alfa~beneflico,

Una solucién de 4cido 4~amino-4—deoxi~Nlo-mg;

tilpteroico (37 mg) en 3 cc de sulféxido de dimetilo (DMSO)



10

15

20

25

30

- 24 =

agiténdose a la temperatura del ambicnte se tratd con trieti
lamina (28 microlitros) e idbutil~=cloroformato (25 microli~-
tros) y se agité la mezcla durante 30 minutos. Luego se¢ adi
ciond a una mezela del derivado de morfina (75 mg preparado
como se'ha descrito en c) y.trietilamina (28 microlitros) en
DMSO (2 cc) y se agitd la mezcla a 602 durante una hora. Sec
diluyé 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 con agea y luego se extrajeronid9s vem-
ces con 4cido clorhfdrico 0,1N. Se trataron los extrictos
acfdicos combinados con suficiente hidréxido sédico al 107
en peso para elevar el pH a 8,0, Se extrajo la mezgla ﬁor
tres veces con acetato de etilo y los extractos combinados:
s¢ lavaron con salmuera, se secaron (sulfato sédico_anhidro
y se evaporaron, lo que did un aceite amarillo (15 ng).
Este se purificé utilizando cromatograffa de capa delgada
preparatoria (CCD) sobre gel de sflice revelindose con clo~
roformo/metanol, 4:1. El compuesto deseado se obtuvo éomo
un sélido amarilloc (4 ng). ‘
e) - Sintesis de metotrexatd-gamma—(03-amidoeti;
morfina) .

Se mezcld el producbo preparade como se ha
descrito en d (4mg) con solucibn de hidréxido sbédico 0,1N
(5 cc) v se agité la mezcla a la temperatura del ambiente
durante 8 horas resultando una solucidén de color amarillo
claro,. A

A ello se¢ adicion6 4cido clorhidrico 0,1H
(5 cc) y se completd la meszcla 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 ei ensa

yo enzimibico.
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Inmuncensayo inhibidor enzimdtico para morfina .
Se incubd durante 20 minutos a2 372 una mezcla

de 10 microlitros de solucién de morfina de concentracién =

apropiada, 50 microlitros de solucidn de metotrexato-gamma- -
~(0 -amidoetilmorfina) (4 ng/25 cc), 50 microlitros de solu

clén de anticuerpo de antimorfina, 10 microlitros de NADPH,

10 microlitros de solucién de 2-mercaptoetancl, 50 microli—

tros de solucién de clorurc potésico, 150 microlitrotfde 8O~
lucién tampén tris~HCL (pH 7,5) conteniendo EDTA y lcimicroLi
tros de solucidn de dihidrofolato-reductasa (B. casei)..,

La actividad enzimitica en la mezcla se determind después de .

la adicién de 10 microlitros de solucién de dihidrofolato con

trolando el cambio en la exbinciédn de la solucién a 340 nm e

ubllizando un analizador centrffugo Centrifichem,

Los resultados se exponen en la Tabla III,

”~
Tt

'A. ~
N
s - “v‘\

~

TABLA IIX -
REACTIVOS ACTIVIDAD ENZIMATICA
MORFINA ANTICUER CONYUGADO | COMPONEN DO/MIN. Z de INHI-
microgra | FO DE AN DE MORFI-~ | TES DE - BICION
mo/ensa- | TIMORFI- | NA-MBTO- | BNSAYO -
yo NA TREXATO | BNZIMATT
co
0 ausente | ausente preserte 0,54 0
0 ausente 3x10-8M presente 0,14 76
0
0 presente | 3x10 ‘M presente 0,41 29
0,04 | presente 3::10"81 presente | 0,37 36
0,40 | presente { 3x10 8M presente 0,35 40
4,0 presente | 3x10 8 presente 0,31 46
20 presente | 3x10 8M presente 0,27 54
40 presente | 3x10 8M presente 0,23 60
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) La tabla anterior muestra que aumentando la
concentracidn de morfima se produce una disminucidn de la
actividad de la dihidrofolato-~reductasa. Dé este modo pue
den ensayarso solucionos de morfina conteniendo de 4 micro-
gramos por cc z 4 mg por cc de morfina on donde solo se cnw
cuentre disponible 10 ricrolitros de la solucidn. _
Sin embargo con ello no sé pretende indicar que ello consti
tuye la gama requerida, sino solo que puedé utilizarse con
&xito. |

EJEMPLO. 8

Sintesis de conjugado de ferritina~metotrexato.

Se agitd a la temperstura del ambiente una
solucibn de ferritina de hfgado humano (1,3 ng) en banndn de
fosfato sbdico (0,05 M, pH 8,0, 5 cc) v 1 cc de dimetil~for
nanida (DMF) y se adicioné una solucibn obtenida tratando. a-
la temperatura del ambiente durante 30 minutos, metotroxato
(23 ng) én DMF (2 cc) con trietilamina (21 microlitrhs) y
j=butilcloroformato (15 microlitros). 4
Se agitd la mezcla a la temperatura del ambiente duranﬁe 2
horas v luegé se dializ8 fremte a 2x2 litros de tampén de ~-
ortofosfato sbdico (0,05 M, pH 7,4 conteniendo cloruro sédi-
co 0,1 M y azida s8dica 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 tampbén y las fracciones conte-

niendo ferritina coumbinadas y se completo hasta 10 cc con ¢l
tampdn, A

La solucidn resultante es épropiada para uti
lizarse en ur inmunoensayo enzimético para la deberminacidn

de forritina,
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REIVINDICACTIONES :
Descrito el objeto del presente inven ‘

to me declaran nuevas y de propia invencién las s:!.gw.t:l.ent:es;j

reivindicaciones: . i
1.~ Método para determinair un matew |
rial inmunoldgicamente activo en una mestra, daracteri- :
zado porque se pone en contacto la miestra con un reacti- |
vo que comprende el material inmunolégicamente activo‘o
un receptor que pusde enlazar especificamente d.icho ma—

terial inmnolégicamente activo, gefialado con una s’.‘:’&\.*an-

cla capaz de modificar le extensién o el modo de act:ﬁidad

»

de una énzima, s
2.~ Método de conformidad con laurei

vindicacion 1, caracterizado porque la mestra se pone

R

en contacto con un receptor que puede enlazar especificae j
mente el material inmunolégicamente activo, con el m&le~
rial inmnolégicemente activo sefialado con una mb&é;xcié
capaz de modificar la extengién o el modo de la activi- .
dad de una enzima, y con una enzima y un mbstrato:qy;éi-

mético, y porque la extensién o el modo de la actiré‘icﬁlﬂad
enzimética resumltante se mide y compara con la obtenida 5
con un egtandard, '

3.~ Nébodo, de conformidad con la rei
vindicacion 1, caracterizado porque la mezcla se pone en
contacto con un receptor que puede enlazar especificamen~
te el material inmunolégicamente activo y que me gefiala
con un gubgtrato capaz de modificar la extengidén o el mo-
do de actividad de una enzima, con el material inmmold—
gicamente activo en forma ingolubilizada, y con una enzi-
ma y un subgbtrato enzimltico, y porque la extengién o el
modo de actividad enzimltica despuéds de la separacion de
la fase s8lida ge mide y compara con 1la obtenlid® c¢on un

g e -
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estandard.

4,~ Método, de conformidad con la reivindiqg
cién 1 o 3 caracterizado porque la substancia capaz de ﬁ0-~
dificar la actividad de una enzima es un iﬁhibidor de en-
zima. ‘

5.- Método, de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el recep—

~

tor es un anticuerpo,

6.= M&todo, de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el i-h:obi

dor es un inhibidor de la dihidrofolato-reductasa enz.adbi
Cae | o o

7 o= MBtodo de conformidad con cualquisra de
las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado porque el inhibi-
dor es metotrexato y la enzima es_dihidrofolato~reduc£asa.

8.~ M&todo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el qgtgn
rial inmunolégicamente activo es un hapteno, .

9.~ Método, de conformidad con la reiviﬁdicg
cibén 8, caracterizado porque el hapteno es digoxina ybel
receptor es un anticuerpo frente a digoxina,

10.- Mitodo de conformidad con 1a reivindica

cién 8'caracterizado>porque el hapteno es rorfina y el re-

ceptof es un anticuerpo frente a morfina,

11,~ M&todo de conformidad con cualquiera
de lasg reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el maw
terial inmunoldgicamente activo es una proteina.

12.~ M&todo de conformidad con la reivindica
cién 11, caracterizado'porqne la proteina es alblmina de
suero humano y el receptor es un anticuerpo frante a albg

mina de suere humano,
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13.~ Método para determinar un material
inmunologicamente active en una muestra. |

Segfin se dencribe y reivindica en la
presente memoria descriptiva que congta de 29 hojas folia

das y escritas a méquina por uva sola cara.

Madrid, 28 1 de piciembre

p.a. JAIME I55RN
P

BCe
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