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FUNDALSHTO o3 LA INVEICION

1. CANPO DE LA INVENCION
Esta invencidn se refiere a métodos de ensayo,
y wedios reactivos para uso en ellos, del tipo de fijacidn
especifico homogénco o heterosgéneo para determinar cusli-
tativa o cuantitativamente un ligando en un medio Iiguido,

S

En particular, la invencidn se refiere a ensayos de fija-

~

¢idn especificos que emplean marcadores que no son isdto-
pos radlactivos. Adicionalmente, la invencidn se refiere
a conjugados marcados con agentes distintos de los isdto-
pos radiactivos para uso en tales ensayos y a métodos Da-~
ra su prepsracidn,
2. DBSCRIPCION ZE_T4 TRCHICA ANTSRTOR

En las técnicas de los ensayos de fijacidn espad
cificos convencionales, la muestra de ensayo se combina cd
mediosrreactivos de diversas composiciones que incluygen un
conjugado gue tiene un componente de marcado controlable
¥ un componente de fijacidn que pariicipa con otros cons-
tituyentes, en su caso, de los medios reasctivos para for-
mar un sistema de reaccidn de fijacidn que proguce dos
especies quimicas o formas del conjugado marczdo, una es—
pecie fijada j una cspecie libre. La cantidad o proporeidn
relativa del conjuzado marcado'que da como resultade la
especie quimica fijada comparada con la especie libre es
funcidn de la presencia (o cantidad) del ligando a detec—
tar en la muestra de ensayo.

Como ilustracidn, se descrivird a continuacidn
una téenica de ensayo de fijacidn competitivo convencional

. o . o A K4
Sn una tal téenica, los medios rcactivos comprenderian (1)

n
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— un conjugado marcado en la forma del ligando a detectar

te a un componente de mercado, y (2) una pareja de fija-

/

/ Hojr nam. 2

(p. 2j., un antigeno o hapteno), constituyendo tal ligandd

1

el componente de fijacidén del conjugado, unido quimicamen-

cién especifica para el ligando (p. ej.; un anticuerpo).
Por combinacidn de la mueslra de ensayo y los medios reac+
tivos, el ligando a detectar y el componente de fijacidn
del conjugado marcado competirian de una maners sustancial-
mente no discriminante para su fijacidn no covalente a la
parcja de fijacidn especifica. Como resultado, o bien la
cantidad de conjugado marcado qué podris llegar a quedar
fijada a la pareja de fijacidn (esto es, la que resulte
en la cgpecie quimica fijada), o‘bien aguella cantidad qud
podria permanccer libre (esto es; no fijada a la paraja
de'fijacién y por tanto la que resulta en la especie qui-
mica libre) puede medirse como fﬁncidn de la cantidad de
ligando competitivo presente. LaAcéntidad de conjugado max-
cado gue da como resultado una cualguiera de las.especies
quinicas se determina por medicidn, esto es,‘comprobacidn,
del componente de marcado existente en ella.

Si el conjupgado marcado contenido en la especie
quinica fijada y el que se encuentra en la especie quimics
libre son esencialmente indistinguibles por los medios ubil-
lizados para.controlar el componente de marcado, la espe-
cie qufmica fijada y la especie guimica libre tienen que
separarse fisicamente con objeto de completar el ensayo.
Se hace referencia en la tdcnica a este tipo de ensayo
como "heterogéneo". Si pueden distinguirse las formas de
las especies quimicas fijada y libre del conjuzado marcaddq,

uede sepguirse un formato "homogéneo! evitarse la etapa
iy & &
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1 — de separacidn,
ELl primer tipo descuhbierto de snsayo de fijacidn
especifico altamente sensible fue el ensayo radioinmunold.t
gico ghe emplea wun isdtopo radiactivo como componente de
5 marC@do. Un tal ensayo tiene que seguir necesariamente el
formato heterogéneo, dado que el cardcter controlable del
abentc de marcado estid inalterado cualitativamente en las
egpe01eq quimicas libre y fijada. A causa de la inconve-
ﬂiéncia ¥ la dificultad de la manipulazcidn de los materias
10 les radiactivos, se han ideado muchos nuevos sistemas de
nsayo en gque se wtilizan maoteriales distintos de los isd+
topos radisctivos como componente de marcado, con inclu—
sidn de enzimas, moldeculas fluorescentes, bacteridfagos,
metales y complejos orgenometilicos, coenzimas, substratos
15 de engimas, inhibidores de enzimas, reactivos efclices, :
¥y reacvivos quimioluminiscentes. )
En lo que sigue se describen varios sistemas de

reaccién de fijacidn heterogéncos en los que se emplea und
q P

o3

engima como el componente de marcado: las Patentes de
20 EB.UU. Rims. 3.654.090; 3.791.932; 3,839.153; 3.850.752;
y 3.879.262; J, Immunol. Methods T:247 (1972); v J. Immu-

nol. 109:129 (1972). Un ensayo de fijacidn heterogéneo
en que se utiliza un precursor no activo de una sustancia

espectrofotomdtricamante detzetable como sustancia de mard

25 cado se sugiere en lg Patente de EZ.UU. N2 3.680.934. De

interds como anltecedente adicional en lo gue se refiere

o
::S

sayos heterogéneos es Pr1n01u1e 5_of Competitive Protein-

— e . e paw e - -

oy te el b2 e e

Co., Filadelfia, 1972).
30 Un ensayo inmunoldgico mercado con enzima del

27C79
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— tipo homogénco se describe en la Patente de 3,UU. No
3.817.834, en la gue se emplea un conjugado lisando-enzi-

ma. Lo actividad enzimdtica del conjuzado en lz especie

<

quinica fijada es sensiblemente menor gue la de la copecis
libre, lo cual periite le utilizacidn de un formato homo-

géneo. Bl uso de materizles particularmente excepcionsles
j . . . .
%omo sugtancias de marcado, con inclusidn de coenzimas,

moléeulas quimioluminiscentes, reactivos ciclicos, y subat

8

tratos de engimas fluorcccentes escindibles, tanto en for-
rmatos homogéneos como heterogdéneos, se describe en las
D.0.S. Iddms. 2.618.419 y 2.618.511 basadas en lus Solici-
tudes de Fatente de EE,UU, FNums., de Scrie 66%.982 y 66%.92
presentadas el 18 de marzo de 1976, y cedidas a la preseny
firma cegionaria.
Si vien la investigacidn para sustancias de maf»
cado distintas de los isétopos radiactivos en los ensayos
de fijacidn ha producido cierto nimero de soluciones de
tfabajo, sigue habiendo luger para mejoras. Los enfogues
de marcado con enzimes parccian scr al principio los mds
prometedorcs, no obstante lo cual en la prictica han sur-
gido variss dificultades, EL1l elevado peso molecular y la
naturaleza heterdloga de las enzimas cres problemas en 10
referente o caracterigar, estabilizar, y preparar repro-
ducinlemente los conjugados marcados. Estos problemas se
resolvieron reemplazando los agentes de marcado enzimdti~
cos con agentes de marcado de peso molscular bajo conlro-
. lables por su actividad reaccionante. Estos nuevos agentesp
de marcado, con inclusidn de coengzimas, substratos de en~-

zimas, reactivos ciclicos y reactivos quimioluminiscentes

pueden utilizarse para realizar ensayos de alta sensibili«

6,

e
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dad y versatilided. Sin cmbargo, la deteccidn de estos
agentés de marcado exige a menudo instrumentacidn que,
hasta el presente, no sc encuentra disponible corriente~
mentve en el laborgtorio clinico.

Bs un objeto primario de la presente invercidn
proporcionar un cnsayo de fijacidn en que no ge utilizan
isdétopos radisctivos que emplea un nuevo agente de marca-
do que es controlable con eguipo tipico de laboratorio
clinico mientras que se conservan los ventajas reactivo-
—-agente de marcado consistertes en 1la sensibilidad, ver-
satilidad, y facilidad de sintesis ¥y caracterizacidn de

los conjugados mercados.

RESURMEY D3 TA IIVRICION

Se ha encontrado ahora que se proporciona un.
ensayo de fijacidn esbecifico meﬁoraﬁo por el emplec de
un resto de grupo prostético ofgénico como componente .de
marcado en el conjugado de marcado. Los grupos prostético
son une clasc de cofactores de engzimas reconocida en la
técnica. Un cofactor de engzimsz eg una sustancia no proted.
nica cuya presencia se reguierc para que ung engima exhibi
su ectividad catallitica y que sufre un cambio quimico du-
rante el ciclo catalltico de la enzima de que se trate
(a la que se hace referencia como la engima madre). Una
cocnzima es un tipo de cofactor de enzima que se modifica
quimicamente en el curso de la resccidn catalizada por la
enzimg madre. La regeneracidn de la forme original del

cofactor requiere su participascidn en una reaccidn separad

da que es catalizada por vna enzima diferente de la engzima

madre. En contraste, un grupo prostéiico es un cofactor

de enzima que se modifica guimicamente en el curso de la

Cr
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cs, se reconvierte cn su forma original, por una segunda

reaccidn catalizada por ls misna enzima madre.

/ v .
. Los grupos prostéticos se ceracterizan usuelren-

.
té por ester firmemente unidos en términos relativos a la
p§rci6n proteinica de la enzima madre, conocidndose tal
p%rcidn proteinica como la gpocnzima y conociéndose la
e;zima madre cataliticamente activa como la holoenzima. Id

reaccidn de equilibrio para la interaccidn entre un grupo

prostético y una apoenzima se puede representar como sigue

grupo prostético + apoenzima

(Pr) (4po) (Pr-4po)

2 conjuzado v holoenziza

Tal como ce utiliza en esta memoria, el tdérmino
enzima conjusada hace referencia al comple jo formado por
combinacidén del grupo prostéitico .y la apoenzima, exhiba
0 no tal complejo actividad catalitica, y el términodholém
enzima sc¢ refiecre sélo a una enzima conjugada catalitica-
mente activa. Informacidn adicional concerniente a grupos
prostéticos, sus caracteristicas, y sus interacciones con
apoenzimas puedon obtenerse hacicendo referencia a Dixon
y Vebb, Engymes, 12 edic., Longmans, Green & Co. (Londres
1958) .

En la presente invencidn, un grupo prostético
orgénico estd copulado con un componente de fijacidn para
formar un conjugado marcado para uso en ensayos de fija-
cién. Una caracteristica central de laz invencidn es la
interaccidn resultante entre el grupo prostético conjuga-

do y la apoenzima, ilustrada como sigue:
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Pro 4 ApoQ—————>©Pf-Apo

corponentes catalitica- complejo de holoengi-~
nente inactivos ma activo

s . .
51 bien -la reaccidn arviba representads es la interaccidn

observada normalmente, se anticipa que en ciertss circuns

toncias el complejo de enzima conjugada exhibird poca o
!
ninguna actividad como holoengima, por ejemplo en el caso

én que la conjugacién del grupo prostdtico impide la intep-
accidén normal holoenzima-substrato. Ko obstante, pueden
resultar conjugados marcados de uso en la presente inven-—

cidn si, después de la fijacidn,del componente de fiiaciéh

(representado por el simbolo (- arriba) del grupo prusté

tico conjugado en la reaccidn de fijacidn del ensayo, el
complejo de enzima conjurcada fijada exnibe entonces renl-
mentve actividad de holoenzims, tal como sucede en el 2es0
de que tal fijacidn atende la inhibicidn de la interaccidh
holoenzima-substrato. -

Existen nunerosos esquemas posibles de conmtrol

tran nds adelante en estsa, memoria, siguiendo cualguiers
de los diversos formatos de fijacidn conocidos homogéneos
vy hetérogéncos. Sin embargo, en todos los casos el COmpPO~
nente de marcado del conjugado msrcado que participa en
la reaccidn de fijacidén comprende un resto de grupo pros-

tético orgdnico y el esquema de control comprende deter-

miner el componente de marcado en la especie quimica fijal
Ga o en la especie libre, o en ambas, segun cudl seaz el ch-
so; sobre la base de la determinacidn de la actividad de
holoenzima.,

Los restos de grupos prostédlicos que se utilizah
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1 — preferiblemente en la oregente invencidn son restos

flavina-adenina-dinucledtido, flavina-mononucléotido, y

hem. Pares preferibles de resto de grupo prostético/apoen:
zime, son rectos de flavina-sdenina~dinucledtido/apoglucosa-
5 ~oxidasa y reclos de hem/apoperOxidasa..Las respectivas
holocenzimas formadas o partir de tales pares se detectan

fdeilmente con las bien conocldas téenicas de determina-

cidn de perdxido de hidrdgeno que incluyen métodos colori

métricos y fluorométricos. Debido a la naturaleza cateliti-

1

10 ca de la holoenzima controlada, la presencia del componen
te de marcado se amplifica muchas veces en la reaccidun de
deteccidn, permitiendo una deteccidn sumamente sensible

del ligando objeto del ensayo (p.cj. en niveles de ng/ml)

T

empleando instrumentacidn relativamente poco sensible per

15 facilmente asequible y sencilla,’ tal como espectrofotdme-

tros. La combinacidn de la posibilidad de usar una molécu

la de grupo prostdético dec peso molecular bajo como el com
ponente a través del cual se copula el componente de mer-
cado al componente de fijacidn en el conjugado marcado, y

20 la posibilidad de alcanzar una deteccidn altamente sensi-

ble con lectura espzctrofotométrica, particularmente colo
rimétrica, proporciona un ensayo de fijacidén especifica
excepcionalmente ventajoso.

El presente ensayo se caracteriza por lImites

]

25 de deteccidn altamente sensibles, por ser facilmente adap
table a la automatizacidn, por permitir que el agente de
marcado se detecte con instrumentecidn gue se encuentra
corrientemente disponible en los laboratorios clinicos,

y por utilizar conjugados marcados gue pucden sintetizars
30 de modo reproducible y relativamente sencillo.

27079
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DESCRIPCION DB TAS REALIZACTONES PRUFERIDAS

En el contexto de esta descripcidn, los términog
signientes se definirdn como sigus, a no ser que se indi-
gue ot%a cosa: "ligando' es la sustancia, o clase de sus-—
tancias afines, cuya presencia o la cantidad de ella(s)
en un medio lfquido debe determinarse; “pareja de fijacidy

{
specifica del lizando" es cualguier sustancia, o clase
1Sp & . 3

&e_sustancias, que tiene uns afinidad de fijacidn especi-
fica para el ligando con exclusidn de otras sustancias;

"andlogo de fijacidn especifica del ligando" es cualguier
sustancia, o clase de sustancias, que se comporta esenciajl-
mente lo mismo que el ligando con respecto g la afiniced:
de fijacidn de la pareja de fijacidn especifica para el -
ligando; "regiduo® es un resto.en una molécula orgdnica, -

por ejemplo, un residuo de grupo prostético es un resto

orgénico en tal conjugado derivado de y que funciona esen

cialmente como un grupo prostético, tal como el grupo pro

T7

tético menos un dtomo de hidrdégeno en una posicidn a tra-
vés de la cual el grupo prostdiico estd copulado con la
porcidn remanente del conjugado marcado (en un conjugado

nmarcado FAD-ligando, FAD representa un resto del grupo

prostético flavina-adenina~dinucledtido); "medio reactivo
es una composicidn, dispositivo o equipo de ensayo que

comprende los reactivos utilizados para realizar un métodp
de ensayo; "reaccidn de ﬁeﬁeccién" es la reaccidén en la
gue se determina el conponente de marcado del conjugadoe
marcado por medicidn de la actividad de holoenzima; "alcom
hile inferior' es un grupo alcohilo ‘de cadena recta 0 ra-
rificada que comprende de 1 a 6 dtomos de carbono inclusit

ve, tal como metilo, etilo, isopropilo, y hexilo.
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El ensayo presente se puede aplicar a la detec-
cidn de cualquier ligando para el cual exista una pareja
de fijacidn especifica., E1 ligando es usualmente un pépti~
dP’ *féteina, hidrate de carbono, glicoproteina, esteroide,
u otra moldeula orgdnica para la cual existe una pareja dg
fijacidn especifica en sistemas bioldgicos o puede sinteti-
z%rse. El ligando, en términos funcionales, se selecciona
u%ualmente del grupo constituido por antigenos y anticuerd
pbs del mismo; haptenos y anticuerpos del mismo; y hor mongs,
vitaminzs, metabolitos y agentes farmacoldgicos, y sus re-
ceptores y sustancias de fijacidn. BEjemplos especificos de
ligandos que pueden detectarse utilizando la presente in-
vencidn son hormonas tales como insulina, gonadotropina
coridnica, hormonas del firoides, y estriol; antigenos y.
haptenos tales como ferritina, bradiquinina, prostegiandi-
nas, y antigenos especificos de tumores; vitaminas tales .-
como bictina, vitamina By,, deido f£dlico, vitamina B, vi-
tamina A, y deido ascdrbico; metabolitos tales como 31,5!-
—adenosin~mnonofosfato y 3',5'~guanogin~monofosfato; agen—
tes farmacoldégicos o drogas, tales como anticonvulsivos,
broncodilatadores, agentes cardiovasculares, y drogas de
abuso; anticuerpos tales como anticuerpo microsdmico y an-
ticuerpos de la hepatitis y alergenos; y receptores de fi-
Jacién especificos tales como globuline de fijacidn de ti-
roxina, avidina, factor ihtrinseco, y transcobalamina. B1
rresente ensayo es particularmente Util para la deteccidn
de haptenos, y andlogos de los mismos, de peso molecular
comprendido entre 100 y 1000, particularmente las hormonas
de yodotironina del tiroides tiroxina y liotironina.

El medio liquido a ensayar puede ser un liguido
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exisbtente en estado natural o formudo artificialmente gue
se sogpeche contengo ¢l ligando, y usualimente es un fluidc
bioldgico o un liguido resultante de una Ailucidn u oiro
tratamiento del mismo. Fluidos bioldgicos que pueden en-—
sayarse;siguiendo el método presente incluyen suero, plas+
ma, orina, saliva, y los fluidos amnidtico y cerebroespingl.
Otros materiales tales como materia sdélide, por ejemplo te-

/
jidos, pueden ensayarse reduciéndolos g una forma liguiday

tal como por disolucidn del sdlido en un 1fquido o POr ex
traccidn’ del sdlido con un 1lfquido. |

© _CONJUGADO_MARCADO

© Rl conjugado marcado de la presente invencion

comprende un resto de grupo prostditico orgdnico en su com

ponente de marcado y puede estar en cualquiera de dos Tford

mas bdsicas representadas esquemdticamente como sligae:

Pdrrule esquendtica Componente de marcadu
Pr-R=L Resto de grupo prostético (Pp
Apo-Fr-R-1 Holoenzima o resto de engima conjuzada
(Lpo-Pr-)

donde Pr representa el resto de grupo prostético y Apo 1a
gpoenzima, R es un grupo de cnlace, y L es el componente

de fijacidn del conjugado mercado, usualmente el ligando

o un anglogo de fijacidén del migmo. Usualmente, el compo-

pulados a través del grupo de enlace en un punto del primp
ro alejado de su lugar de fijacidn especifica (esto es, 1i
localizacidn Gel componente de fijacidn gue participa en
la reaccidn de Tijacidn del ensayo, tal como un punto de
fijacidn immunoguimica en el que el componsnte de fija-

cidn es un antigeno, hapteno o anticuerpo del mismo) y en
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/
un punt6 del dltimo alejado de su punto de fijacidn acti~-
vo paora la apoehnuima.

p mRAYIVS P BoOohly

i Hay diversos métodos disponibles para la detec-
cidn dc'los nuevos conjugados marcados de acuerdo con 1s
presente invencicn. Bn cada caso, el resto de grupo pros-
tético cstd copulado covelentemente con el componente de
fijacidn en el coéponente marcado, y la reaccidn de dctes+

X ;

cidén comprende medir actividad de holoenzima en la especid
quimica fijada o la especie quimica libre, o ambas, segin
cudl sea ¢l caso.

Para propdsitos de ilustracidn exclusivamente, a
convinuacidn se dan ejemplos de varios esquemas de detec-
cidn basados en téenicas de fijacidn competitivas homogd-
neas'y heterogéneas, siendo asi gue se enbtenderd que pueden
seguirce en la prdctica otras téenicas homogéneas y heberd-
géneas.

En las ilustraciones gue siguen, se utilizardn
las abreviaturas sigulentces compavibles con el resto de

la descripcidn de esta memoria:

Término - Abreviatura
Resto de grupo prostético Pr
Apoengimg, . Apo
Grupo de enlace R
Ligando L
Parcja de fijacidn B
Resto de engzima conjugada Apo~Pr

Resto de holoenzima (activo) [ Apo-Pr |

et e e e S b e er w Swie e e —

Método de Fijacidn Competitiva Homogénea ~ Apo-
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:

/
— enzima introducida después de la iniciacidn de la reasccidh
de fijacidn

L({muestra) + Pr-R-L + BZ—=>I-B 4 Pr-R-I-3
!

i L+ Apo (especie fijeda

Apo + -R-L

(especie libre;
holoenging

. activa)

i

/

En este esquena, el resto de grupo prostdéiico como CORPO~
nente de marcado se detecta por adicidn de apoengimg de un

rodo sustancislmente simultdnco con o despuds de la inicia-

cidn de la reaccidn de fijacidn, esto es, durante la raac
cidn de fijacidn o despuds que la reaccidn de fijacién ha
alcanzado el equilibrio, y determinacidn de la activided

de holoengimg en la mezcla de reaccidn final. E1 ensayo

es homogéneo por seleccidn de condicioncs tales que le fi:
jacidén de apoengima con el resto de grupo prostético se
irhibe para el grupo prosiditico en la especie fijada. Ahota
bién, podrian seleccionarse condiciones tales que la apo-~

engima pueda fijarse a la forma de especie quimics fijada

del conjugado mercado, pero el complejo de enzima conjugas
da resultante no exhive actividad enzimdtica alguna, por

ejemnplo a causa de la inhibvicidn de la interaccidn enzimas

[}

~subgtrato (esta situseidn no se representa en el esquena

anterior). En cualguier caso, la cantidad total de activid

dad enzimdtica medida en el sistema es el resultado de ls
fijacidn no inhibids de la spoenzima al conjugado marcado
¥, de acuerdo con ello, es una funcidn directa de la can-
tidad de ligando existente en la muestra disponible para

competencia con respecto a la fijacidén a la pareja de fi-
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al conjugado marcado en la especie quimicg fijada para for

14

Hojs ntm.

Podria ocurrir tambidn (pero tampoco se muestra
arriba)lquc, en contraste con los esquenas anteriores, el
conjugado mureado (Pr-2-IL) so forme de tal modo que la fi-
jacidn don la apoenzima se inniba pero gque como resultado
de la fijacién dcl conjugado marcado por la pareja de fi-
Jacidn tal inhibicidn se atende y la apoenzima s2a capaz
de fijarsc con lafforma de especie qﬁimica fijada del con
Juzado marcado para formar un complejo de holoenzima anti-
vo. BEn un tal caso, la cantidad de actividad de holoenzims
resultante en el sistena c¢s una funcidn inversa de ls ceond
tidad de ligando presente en la muestra.

Método de Fijacidn Competitiva Heterogdnea ~ Apd-
enzima introducida despuds de la iniciacidn de la reaccidn
de fijacidn,

L(muestra) + Pr-R-L + B &—=2 L~B + Pr-R-I-B

A
+ Apo
Y
apo +[poPr]-2-L ~  + [Apo-Pr]-R-I-B
(especie libre, - (especie fijada,
holoenzims holoenzima activa)
activa)
(separadas)

Este esquema implica log mismos reactivos y el mismo orden

&)

de adicidn gue el esquema n? 1 arriba descritfo, excepto qul

las condiciones son tales gue la agpoenzima se puede fijar

mar un complejo de holoenzima activa cualitativamente indi
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ma activa la forma de especie quimica fijada que resulta
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Hajn nam.
!
ferenciable del formado por fijacidn a la forma de especi
quimica libre del conjugado marcado. La especie fijeda y
1la espegie libre tienen que sapararse ¥ la actividad de
enzimz en una de ellas es funcidn de la cantidad de ligan

do presente en la muestra,

=
[#]
e
<
b
[0}
=
©
(o)
(o]
o
O
ok
(o]

________ cgiéﬁ_lgugﬁgaﬁizp_ﬂg 3

iétodo de Pijacidn Competitiva Homogénea - Apo~-

2

! -
enzima introducida antes de la iniciseidn de la reaceidn
!

(holoenzima activa)

L(mestra) 4+ -R-L + BEF—=3I-B { Apo-Dr~R-I-B

(especie librej. (especiz Ti-
holoenzina Jada; inac-
activa) tivads)

En este esquema, el resto de grupo prostdlico estd compre
dido en el componente de marcado por estar copulado al 1i
gando y combinado con la apoenzima en la forma de un Pro~

ducto de holoenzima activa., B1 resto de grupo prostdéiico

se detecta por determinacidn de la actividad de holoengzimg

en la mezcla de reaccidn final. Z1 ensayo es homogdneo oy

seleccidn de condiciones %ales que cono resultado de la

ijacidn de la pareja de fijacidén al complejo de holoenzi

)

exnibe actlvidad de enzima inhibida por ejemplo por causa
de la inhibicidn de 1z interaccidn enzima-substrato. Ia

cantidad total de activided de engims medida en el sistem
es el resultado del complejo de holoenzimm activa no i jad

da, es decir, la forma de especie quimica libre, y de acu

do con ello es funcidn directsa de 1la cantidad de ligando

[

1

t

L

—

Loy
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prasente en la muesira,

Podria ocurrir tambidn (pero no se muestra arrim

ba) que, en contraste con el esquema anbterior, el conjuga

/ . . - . .
do marcado exhiba poca o ninguna actividad enzimdtica, per

)

que como resultado de la fijacion de la pareja de fijacid
ia forma de especie quimica fijada exhiba realmente una
éotividad enzimdtica apreciable o aunentada. Zn tal ceso,
ia cantidad de asctividad de holocnzima resultante cn ¢l
sistena es funcidn inversa de la cantidad de lizando pre-
sente en la ruestra.
Esguema de_Deteccidn Ilustrativo N2 4
Método de Fijacidn Competitivae Heterogénea -

Apoenzina introducida antes de la iniciacidn de la rcac- -
cibén de fijacidn,.

Pr-R-L + Apo ——4 |AD0=Pr|~R-L

(holoenzima activa)

'

L(mestra) + [hApo-Pr|-R-L + Ba==*IL-3 + [Apo-Pr |-R-T
(especie libre; (especic fi-
holoenzimg : jada; holo-
ectiva) , enzims ac-

tiva)
separadas

Egte osquema implica los mismos reactivos y el miswmo or-
den de adicidn que el esquems N2 3 arriba descrito excep-
to que las condiciones son tales que tanto la especie guil~

mica fijada como la especie libre son enzimdticamente ac-

[

tivas y son cualitativamente indiferenciables. La especie
quimica fijzda y la ecpecie libre tienen que separarse,
y la actividad de enziima en una de ellas es funcidn de

la cantidad de licando prescnte en la nuestra.
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Los egguemas K& 3 y H? 4 son esencialmente en~-
sayos marcados con enzimas excepto que, en contraste con
1z téenica anteriof, la enzima como tal estd copulada con
e} coméoncnﬁe de fijacidn‘del conjugado marcado a través
dé w resto de grupo prostético, 4 este fespecﬁo, por cons
éiguiente, ln presenie invencidn proporciona un nuevo mé-

{
Hodo de preparacidn de un conjugado marcado con engima Qug

2

é}mprende las etapas dc (a) copular covalentemente el reg
4o del componente de fijacidn (esto es, el ligando a de-
tectar o un andlogo de fijacidn o pareja del mismo) a un.
grupo prostético orgdnico que es capaz de combinarse con
wna apoenzima pare producir una engzima conjugada, p. ej.,
vna holoenzima activa, (b) combinar el conjugado marcado

del grupo prostdtico resultante con la apoenzima, y (¢)

aislar el conjugado marcado con engima conjugada resulbtan
te. Se considera que un tal método es sumamente vglioso epn

1a preparacidn de coanjugados mercados con enzimas para usd

en ensayos debido a la manera conirolads en la que el gru
po prostético de peso molecular bajo y bien carvacterizado
puede copularse con el componente de.fijacidn.

Es evidentc, por la discusidn gue anbecede, que
para ciertos conjugados marcados y ciertos pares ligando/|
pareja de fijacidn serdn apropiados uno o mas de los es-—
quenas homogéneos descritos dependiendo de varios facto-
res, con inclusidn de 1a.aptitud de la apoenzima para f£i-
jarse a la forma de especie guimica fijada del conjugado
rmarcado y el efecto de la pareja de fijacidn gue se fija
al complejo de enzima conjugada. En los casos en que las
formas de especie quimica libre y especie fijada del con-

jugado marcado exhibven actividad indiferenciable, puede
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Hojn num. 18
!
seguirse un formato heterogéneo para proporcionar un en-
sgyo Util. De acuoerdo con ello, si bien las circunstan-—
cias pu?den dictar qué esguema o esquemas mgnipulativos
particulares serd(n) el(los) méds Util(es), el presente
método de ensayo, en general, es adaptable a cualguier
i

téenica convencional homogénes o heterogdnea.
Décnicas_Homogéneas.

Una téqﬁica homogénea, esto ¢z, una que ro re-

/

quiere una separacién fisica de la especie fijada vy la
espebie libre, es utilizable en los casos en que la rasc-
cidén entre el componente de fijacidén del conjugado marca-
do y una pareja de fijacidn correspondiente causa un cam-
bio apreciable, bien sea en un sentido positivo o regati-~
vo, en la aptitud del componente.-de marcado del conjugado
marcade para participar en la reaccidn de deteccidrn, p.
ejey en -la aptitud del conjugado marcado para combinarse
con la apoenzima y/o exhibir actividad de holoenzima. En
un tal caso, la distribucidn del componente de marcado
entre la especie fijada y la especie libre puede determi-
narse sin separacidn de las especies. Ia activided de holr~
enzima en la mezcla de reaccidn se determina después pro=-
duciendo en al menos una porcidén de la misma la reaccidn

quimica catalizada por tal holoenzima. p.ej., por adicidn

de la velocidad o cantidad azregada de produccidn de pro-

ducto o consumo de reactivos. La determinacidn cualitativa

del ligando en el medio liguido implica comparar la cantif

dad medida con la de la reaccidén de deteccidn en wn medio

llquido desprovisto del ligando, siendo cuglquier diferen

cia entre ellas una indicacidén de la presencia de tal li-




-

10

20

25

30
27079

bibliografia, p. e¢j. OLS alemans N° 2,618,511, correspon-
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i

!

gando en el liquido ensayado. La determinacidn cuantitati-

va del ligandc en el medio liquido implica comparar la ca:
tidad medida con la de la reaccidn de deteccidn en medios
1liquidos que contienen diversas cantidades conocidas del

ligando, p. ej., una comparacién con una curva tipica.

Bn general, cuando se sigue una técnica de ensas

vo homogénea, los componentes de la reaccidn de fijacidn

especifica, esto ?s, el medio liguido que se sospecha pue;
f
de contencr el ligando, el conjugado marcado, y, en algu-

nos sistemas (esto es, un sistema de fijacidn competitivo

una pareja de £ijacidn especifica del ligando, pueden con
binarse en cualquier cantidad, de cualquier manera, y en
cualquie; secuencia, con tal que la actividad del compo-~
nente de marcado del conjugado marcado se altefe aprzcia-
blementercuando el medio liguido contiene el ligando en
una cantidad o concentracidn de importancia para 1los pro-
pésitos del ensayo. Preferiblemente, todos los componen-
tes de la reaccidn de fijacidn especifica son solubles en
el medio liguido.

Tas variaciones conocidas de los métodos homogé

T

neos hrevemente descritos arriba y detalles adicionales

concernientes a las tdéenicas especificas consideradas, cop

et

inclusidn de una técnica alternativa conocida como la téc

nica de fijacidn directa, son fécilmente asequibles en 1g

diente 2 la Solicitud de Patente de los E2,UU. N2 de Se-
rie 667.996, presentads el 18 de marzo de 1976 y cedida
a la presente firma cesionaria.

Pécnicas Heterozéneas

o b e mae e ames  m

El uso de los presentes nuevos ggentes de mar—
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Hojn niim. <y

;

!

[s2)

de ensayo de %ipo heterogéneo en las que las especies fi-

jada ¥y }ibre del conjusado marcado se separan y se deter-

mina el componente de marcado en una o la otra. El medio

reactivo para la realizacién de un tal ensayo heterogéneo
i

puede tomar muchas formas diferentes. EBn general, tal me-

dio comprende tres constituyentes bdsicos, que son (1) el

ligando a detectg&, (2) una pareja de fijacidn especifica

0
[#]

del ligando, y (3) el conjugado marcado. Los constituyent
de la reaccidn de fijacidn se combinan simultsneamente o

en una serie de. adicionss, y con un periodo o periodos de

incubacidn apropiados, el conjugado marcado llega a fijar

T

ge con sus correspondientes parejas de fijacidn de tal mo
do que la extensidén de la fijacidn, esto es, la relacidn
de la cantidad de conjugado marcado fijada a una pareja
de fijacidén (la especie fijada) a la cantidad no fijadé
(la especie libre), es funcidn de la cantidad de ligando
presente. Las especies fijada y libre se separan fisica-
mente y la cantidad de agente de marcado presente en una
de ellas se determina por medicidn de la acti?idad de ho-
loenzina en ella y comparacidn de la misma con los resul-
tados de un testigo negative o patrones, p. ej., una cur-
va tipica.

Diversos medios de realizacidn de la etapa de
separacibén y de formacidn de los sistemas de reaccidn de

fijacidn estén asequibles en la técnica. Ia separacidn

0

puede implicar téenicas convencionales tales como aquellal
en las que se uwtiliza lo gque se conoce corrientemente co—
mo un anticuerpo o antigeno en fase sélida, un segundo

0 » Cd
enticuerpo, o un segundo anticuerpo en fase g6lida, asl
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‘grupos prostéticos orgdnicos que pueden copularse guimicart

liojn nam. 21
!

como el uso de agentes de precipitacidn conplejos inmunes
¥ adsorbentes, etcétera. Los sistemas de reaccidn de fi-
jacidn que pueden seguirse inbluyen la denominada técnica
de fijacidn competitiva, la tdenica de saturacidn secuen-—
cial, 1? téenica "de emparedado", etcétera. Detalles ul-
teriores concernientes a 1los diversos sistemas heterogéneps
conocidos estan asequibles Fficilmente en 1a bibliografia,

. / .
P. ej. OLS alemana N? 2.618.419, correspondiente a la So-

licitud de Patente de los EZ.UU, N° de Serie 667.982, pref

sentada el 18 de marzo de 1976 y cedida a la presente fir

ma cesionaria,. : :

" Debe reconocerse gque pueden idearse tdcnicas if)

nipulativasrque impliquen otros drdenes de adicidn ¥y ctro

Ul

ensayos de fijacidn especifica homogéneos y heterogéneos
sin apartarse del concepto de inventiva materializado en
esta memoriag.

Como se ha indicado previamente, 1os grupos prog-
téticos son una clase distinta reconocida en la téenics dé
cofactores de enzimas que se caracteriza principalmente
por su aptitud para ser regenerado a la forma de cofactor

activa por lg apoenzima madre., Ia presente invencidn euplis

mente con el componente de fijacidn en el conjugado marcadt
do. Usualmente, la constante de fijacidn para la asociseidn

de la gpoenzima y el grupo prostético cuyo resto esta com-

prendido en el conjugado marcado de la presente invencidn
s layor que aproximadamente 106 molar'l, ¥y preferiblemend

te es mayor que 108 molar~t, g afinidad de fijacidn real
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'

/
del resto de grupo prostético que aparece en el conjugado

marcado puede verse disminuida de la correspondicntc al
£runo p;ostético libre en un pequefio porcentaje o en tan-
to como dos brdenes de magnitud sin afectar a la utilidad
de val ?esto de grupo prostético como componente de mar-
cado en un cnsayo de fijacidn.,

A continuacidn se da una tabla que contiens va-
rios grupos prosﬁgtiCOS Utiles en lé pregsente invencidn,
la enzima conjugada producida por combinacidén con apcenzi
ma, ¥y las constantes de fijacidn pars la asociacidn del

grupo prostétido y la apoenzima:

1
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considera el uso de un tal cofactor solamente en asocia-
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!

scott y otros, J. Biol, Chem. 238:3928 (1963).

N

Haas y otros, J. Biol. Chem. 143:341 (13942).

Staal y otros, Biochim. Biophys. Acta 185:39 (1969).
Swoboda, Biochim. Biophys. Acta 175:365 (1969).
Visser y Veeger, Diochim. Biophys. Acta 206:224 (1970).
Arsenis y McCormick, J. Biol. Chem. 241:330 (1966).

Co ~F O I b

Theorell ¥ otros, Arkiv. Xemi., ¥in. 0. Geol. 148:1 (1940

!

Yonetani, J. Biol. Chem. 242:5008 (1967).

Un par preferido grupo prostético/apcenzima es
hem y zpoperoxidasa, y uno particularmente preferido es3
flavina~adenina-dinucledétido y aproglucosa—oxidasa. Tales
grupos prostéticos proporcionan medios rdpidos para unidn
a ligandos, andlogos de ligandos y parejas de fijacidn,

y las holoenzimas resultantes participan en reacciones de
deteccidn de perdzido de hidrdgeno cue son bien conssidag
y utilizedas analfticamente y que pusden seleccionarse
para generar respuestas colorimétricas que son ventajosas)
para el téenico del lsboratorio clinico.

Debe tenerse en cuenta gque un cofactor particu-
lar puede comportarse como una coengima O un grupo pros-—
tético dependiendo del sistema de enzima en el que se en-—

cuentra (p. ej., FAD); sin embargo, la presente invencidn

cidén con un sistema de enzima en el que aguél se comporig

como un grupo prostético como se deline anteriormente en

esta memoria.

GRUPO D= ENLACE

Se comprenderd que hay muchos métodos utiliza- |

bles para enlazar el componente de fijacidén del conjugadg

Ry
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mercado, p. e¢j., el ligando a detectar, un andlogo de fi-
jacidn del mismo, o ung pareja de Tijecidn de sguél, 2l

grupo prostético, Bl cardeter quimico particular del grapo
de enlace dependerd de la naturaleza de los puntos de en-
lace disponibles respectivos en el componente de fijacidn
¥y el grupo prostético. Las consideraciones importantes en
la seleccidn de los puntos de enlace son usualmente (1)

la preservacidén de la aptitud del componente de fijacidn
enlazado para participar eficazmente en el sistema de en~
sayo de fijacién seleccionzdo y (2) la preservacidn de la
aptitud del resto del grupo prostético enlazado para combi
narse con la epoengima (o la inhibicidn de tal aptitud de
fijacidn cuando le misma pueda atenuarse como resultado

de lg fijacidn del conjugado marcado por una pareja de i

jacién —véase el esquema de deteccidn ilustrativo no 1),
e ambos casocs, en la extensidn de que resulie un ensyyo

Util para el ligando particulsr que se ensaya y pera las

ligando debe detectarse. Usualmente, el grupo de enlace
comprenders un enlace guimico, usualmente un enlace simpleg,
pero algunas veces un enlace doble, o una cadena que con-
tenga entre 1y 14, més corrientemente entre 1 y 6, dto-
mos de carbono y entre O y 5, mds cominmente entre 1y 3,
heteroétomoé seleccionados de entre nitfégeno, ox{geno,
y azufre,

Tanto el grupo prostético como el componente
de fijacidn, por supuesto, cfrecerdn una gran diversidad
de funcionalidades para la unidn del grupo de enlace. Co-

minmente, las funcionslidades que puede esperarse eshén

disponibles para el grupno de enlace son amino, usualmente
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amino primario; hidroxilo; haldgeno, usualmente cloro o

bromno; 4cido carboxilico; aldchido; cetona; isotiociang~-
t0; isgocianato; etcdétera. De acucrdo con ello, la estrucs
tura quimica del grupo de enlace propiamente dicho verie-
ré ampliomente, dependiendo sus grupos‘terminales de las
funcionalidades disponibles en el grupo prostético y el
componente de fijacidn, y siendo su longitud total una

cuestidn de eleccidn dentro de las limitaciones bdsicas

de mentener los caracteres esenciales del grupo prosiétid
co y el componente de fijacidén del conjugado resulﬁaﬁte.
Con relacidn a la longitud del grupo de enlace en ls pre-
peracidn de un conjugado para uso en un formato de ensay

homogéneo, usualmente es deseable utilizer un grupo lo

T

mds corto posible sin der lugar a que el componente Ae fi
jacidn resulibante en el conjugedo interfiera significati-
vamente con la activided del grupo prostdtico del conju-
gado. E¥n los casos en que el componente de fijacidn tiene
un peso molecular bajo (p. ej., un hapteno de peso mole—
cular comprendido entre 100 y 1000), el grupc de enlace

es preferiblemente un enlace quimico o una cadena de 'l a
6 dtomoa tal como un alcohilo inferior, carbonilo, alco-
hilcarbonilo,  amido, alcohilamido, y andlozos. Bn otras

circunstancias, tal como cuando el componente de fijecidn
en cl conjugado es de peso molecular relativamente mayor,
tal como un polipéptido o proteina (p. ej., un anticuerpo
es usualmente deseable un grupo de enlace mds largo para
evitar el impedimento estérico del punto de comoinacidn

de la apoengima del conjugado. En estos casos, el grupo

de enlace comprenderd ugualmente 1 a 14 dtomos de carbono

¥y 0 a 5 heterogtomos como se ha considerado previamente,
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Cadenas de cualquier longitud significativamente mayor
dan algunas veces como resultado conjugados en los que el

r

componente de fijacidn tenderd a plesarse hacia strds en

el punto de combinacidn de la apoenzima. Teniendo presen-

tes estas consideraciones; se muestran en la Tabls 1 si-
guiente ejemplos de grﬁpos de enlace. Ejemplos particulad
res de grupos de enlace se verdn mds adelante en esta me-
moria, y variaciones adicionales se edmitirdn féciimente
como pertenccientes al estado de la téenica.

. TABTA 1 _ -

grupo de enlaoce

f—— ——

Rl

i
b g2
x
1 o
~r1-Cx-r2-
i
il xdp2
X

1—X—C~X—R2é~—- componente de fijacidn

X X
dad

1
-7 KR

1
~%-R -

R!x-

~E-R1=%~

.
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!
donde X és amino, azufre o, preferiblemente, oxigeno; y !
Yy R? son, indepcndientemente, un alcohileno inferior cue
tiene l~§ dtomos de carhono, tal como metileno, etileno,
isopropileno, butileno o hexileno.

APOSLZINA
Le apoernzima, o porcidn proteinica de la holoen-

L)

zimg desprovisia del grupo prostéticc, se prepara por di-
! .

socizcidn de la engima conjugada y aislamiento de lg Pro=-

telna de la apoenzima liberada. Ia disociacidén de la engl-

ma conjugada puede realizarse en una diversidad de menzras

conocidas tales como por introduccidn de la engims en una

\J

logamente, la recuperacidén de la apoenzima puede reslizars

¥

por una diversidad de tdcnicas conocidas, que incluyen pre
cipitéeidn selectiva de la proteina o adsorcidn selectiva
del grupo prostético liberado de peso molecular bajo.

Como se ha indicado previamente, la apoperoxidasa
¥ la apoglucosa~oxidasa son apoengimas particularmente pret
feridos para uso en la presente invencién debido a que sus
holoenzimags participan en reacciones de perdxido de hidrd-

geno ancliticamente ventajosas. De ello se sigue gue otras

1]

enzimas conjugadas afines, particularmente las oxidorreducH
tasas, que catalizen reacciones que producen perdxido de
hidrégeno ¥ que pueden disocilarse para dar una apoenzing
inactiva encontrarén gplicacidn particular en la presente
invencién. Existen métodos publicados de aislamiento de
apoenzimes, particularmente para apoglucosa-oxidasa, Bio=

chim. Biophys. Acta 175:365 (1969)'y para epoperoxidasa,

J. Biol. Chem. 206:109 (1953) y Arkiv.Kemi. Min. 0. Geol.

148:1 (1940).
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En el caso de que surja la posibilidad de inter-
ferencia en el cncayo debida a la presencia de grupo pros-
tético enddgeno en la mucsira o en cualguiers de los resc-

' )
tivos o debida a la contaminacidn con grupo prostético dgel
equipo de laboratorio, material de vidrio o material de
]
pldstico, tal grupo prostético causante de interferencig
puede eliminarse fdcilmente por téenicas de 1nact1va016n
disponibles. Por eJcmplo, la 1nt9rferen01a de PAD pueae
eliminarge por uratanlenio secuencial con soluciones de

p°rvodato ¥ etllengllcol, 0 por el uso de otras ‘uécmcau

de inactivacidn de FAD. A continuacidn se ilustrard la pre

sente invencidn por los ejemplos siguientes, pero no se His

ne la intencidn de que los mismos sean limitantes del al-
cence de aquélla, ’
EJEMPTO 1

Enseyos de Fijacidn Homogénza pars F=2',4'-dinitrofenil-6-

~aninocaproato

A. Preparacidn del conjugado marcado -Ns—(G-aminohexil)—dim'

trofenil-flavina~adenina-dinucledtido.

. 6 . . . . .
Plavina~-N —aninohexd l-adeninn~-dinuclaétido.,

Se sintetizd N6-trifluoroacetamidohexil~aaen03ina
~5'-monofosfato por el método de Trayer y otros, Biochem.
139:609(1974) .
Se disolvieron 56 miligramos.(mg) de H6—tr1f1uor
acetemidohexil~adenosina~5t~monofosfato (0,1 milimol) en
aproximadamente 10 mililitros (ml) de agua y se afiadieron
25 microlitros (ul) de tri-n-butilamina (0,1 milimol).
separd el agua a vacio y el residuo se disolvid en 10 ml

de dimetilformemida seca (DNF) que se separd despuds a va-

LY . 'cv
cio, Bl residuo se eva aporé de la IP seca tres veces mas.

q
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~ %1 residuo fingl se disolvid en 10 ml de DMF secca. Se afia-

“te con un:. evaporador rotativo hasta que se disolvid el

5
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dieron 80 mg de N,K'~carbonildiimidazol (0,5 milimoles)

y se deqé gue transcurriese la reaccidn durante 1,5 horas.
Se afiadieron luego 15 ml de agua y se separd el disclvente
a vaoioﬂ Bl regiduo (Ns—trifluoroacetamidohexil—adenosina—

~51-nonofosfato-imidazoluro) se disolvid en 10 ml de DIMF.

Se disolvieron 47 mg de riboflavin-5!-monofosfato

{ .
(0,1 milimol) en aproximadamente 10 ml de agua y se afia-
dieron gota a gota a 20 ml de acetona que contenian 43;u1
de tri-n-octilemina (0,1 milimol). Se formd un precipitado

antes que. lo cdicidén fuese completa. Se separd el disolven

rivoflavin-5'-nonofosfato. Se afiadieron después 5 ml de
acetona y-5-10 ml de DMPF, y la mezcla se llevd a secuedad.
El résiduo se disolvid en 15-20 ml de DIF seca y se llevd
a sequedad (este procedimiento se-repitid 3 veces). EL re-
giduo se digolvid en 5 ml de DIF y se combind con la solu~
cidén arriba mencionada de 10 ml del imidazoluro én DMF,
Ta mezcla de reaccidn se dejdé en reposo s la tem
peratura ambiente durante una noche y luego se separd el
disolvente. EL residuo se tomé en 50 ml de agua y se aplic
a una columna de 2,5 x 25 centimetros (cm) de DEAE-celulo
sa en la forma de bicarbonato (Yhatman DE23, Reeve Angel,
Clifton, Nuevae Jersey, EE.UU.). El cromatograme se reveld
con un gradiente lineal generado con 2 litros (1) de agua
& 2 litros de bicarbonato de amonio 0,3 molar () (se re-~
cogieron fracciones de 23 ml). Ia cromatografis en capa
delgada sobre gel de silice 60 F254 (E, Merck, Darmstadt,
Alemania Occidental) utilizando una mezcla 7:3 volumen:vo-

lumen (v:v) de etanol - bicarbonato de trietilamonio 1 M

[+N
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la 73 contenfan los compuestos omorillos mayor (Rf = 0,75)
y menor (Rf = 0,36). Estas fracciones se reunieron y el
e§pectfo de absorcidn dptica tenfs miximos g 267, 373 ¥

450 nenometros (nm).

Se separd el disolvente del material reunido v

o

iduo se disolvid en aproximsdamente 5 ml de agua.

()

:
e% re
$%e solucidn se ajustd a pH 11,0 con hidrdxido de s0d10

Sﬁ ¥ se dejdé en reposo g lg temperatura ambiente duraﬁfe

9 horas. Ia cromatografia en capa delgada mostrd que ol

componente con Rf

un nuevo material amarillo con Rf.= 0,37. Ia mezcla de reap-

¢idn se ajustd a pH 8,0 con deido clorhidrico y se aplicd |

= 0,75 desaparccid mientras que aparecia

a una columng de 2,5 x 20 cm de IEAE-celulosa en le forma
de bicarhbonato. El cromatograma se reveld con un grediente
lineal desarrollado con 1 litro de agua y 1 litro de bicark

bongto de amonio 0,2 M. E1l efluente amarillo de la colunmng,

O~

se-reunié ¥y se separd el disolvente. Bl residuo se adsorbi
sobre 2 gramos (g) de gel de silice que se puso encima de
una columna de 50 g de gel de silice equilibrado con una
mezcla 9:2 (v:v) de etanol - bicarbonato de trietilamonio
1M (o2 7,5). Ia columna se eluyd con una mezela 8:2 (viv)
de etanol - bicarbonato de trietilamonio 1 M (pH 7,5), se
recogidé el componente amarillo con Rf = 0,37, ¥y se separé
el disolvente. Bl rendimiznto basado en la abso:bancia'a
450 nn era aproximadaménte 10%. -

NG—(6—aminohexi1)-Ginitrofenil—flavina—a&enina—

~dinucledtido.

Bl residuo de la operacidn snterior que contenia

flavina—H6~aminohexi1—adenina—dinucle6tido gse purificd por
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- a la temperatura ambiente se aplicd 1 ml de una solucidn
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cronatografia sobre Sephadex G-10 (Pharmacia Fine Chemi-

cals, Uppsala, Succia). 4 una columna de 0,9 x 30 cm equil

Librada con bicarbonato de sodio 25 milimolar (uM) (pH 7,5

aproximadanente 10 i del derivado Ns—fAD en agva. E1 pril
mer pico eluido de material que absorbia a 450 nm se reco
£id y se recromatogralid sobre Séphadex G~10 y el primer
pico eluldo se recogid de nuevo.

0,5 ml (0,63 micromoles) del derivado ¥O-raD
purificado en bicarbonato dé sodio 25 m (pH %,5) se mez-
¢claron con 2 ml de etanol y se afiadieron 10 ul de SHegind
trof luorobenceno (6,3 mmoles, BquCi) en etanol (el dini-
trofluorovenceno tritiado sc obtuve del Radiochemical Cenl
{tre, Amersham, Reino Unido). La mezcla de reaccidn se agi
$6 continuamente durante la noche en la oscuridad a la
temperatura ambiente y se aplicd luego a2 una columna e
0,9 x 30 cm de Sephadex G-10 eguilibrada con tampdén de
fosfato 0,1 % (pH 7,0) que contenia azida de sodio al
0,1%, E1 pico simple de material que absorbia a 450 nm
se recogid y se encontrd que contenia 8% del trazador ra-
diactivo. .

B. Preparacidén de apoglucosa~oxidasa

Glucosg~oxidasa purificada con baja actividad
de catalasa-obtenida de la Research Pr&duots Division de
Miles Laboratories, Inc., Elkhart,'Indiana, EE,UU., se
dialiéd 2 veces durante 12 horas cada vez contra manita
al 0,5% peso:volumen (p:v) (30 voldmencs cada vez). Se
liofilizaron partes alicuotas del dializado que 9ontenian
100 miligromos (mg) de glucosa-oxidasa cada una y se al-

macenaron a —20eC,

i

i

1

i
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Se disolvié seroalbimina de bovinos (200 mg)
en 12 ml de agua ajustada a pH 1,6 con deido sulfdrico
concentrado, s¢ mezcld con 150 mg de carbdn vegetal (gra—
do RIA, de Schwarg-Mann, Crangeburg, Nueva York, EE.UU.),
y se en?rid a 09C. Ta glucosa-oxidasa liofiligzada (100 mg
se redisclvid en 3,1 ml de agua y se aniadieron 3 ml a la
suspensidn aibdmina—carbdn vegetal agitada que continud
agitdndose duran?b 3 minutos. Se filtrd luego le suspen-
sién a travésrderun filtro Millipore de 0,8 micras y 25
i 1fnetros (mm) de didmetro (Millipore Corp., Bedford,
Massachusetts, EE.UU.) montado en un aparato de filtre-
cidn Swe;nex (Miilipore Corp.) sobre uns jeringuilla de
pléstico,aesechéble de 50 ml. E1 filtrado se neutralizd
rapidemente a pH 7,0 por adicidn.de 2 ml de tampén ac
fosfato 0,4 M (pH 7,6) y despuds de ello hidréxido de s0-
dio SN. Se afiadié lucgo carbdn vegetal seco (150 mg) 7 se
agité durante 1 hora a 0°C. La suspensidn resultante se
filtrd primero a través de uvn filtro Millipore de 0,8 mio
cras ¥y luego a través de un filtro ¥illipore de 0,22 mi-
cras. Se afiadid al filtdrado glicerina hasta 25% (viv) y 1
preparacidn de apoglucosa-oxidasa estebilizads se almace-
né a 49C,
C. Reactivos de Ensayo
1. Conjugado marcado: Se diluyd NG—(6~wainohexil)~ _
V—DﬁP-FAD en ‘tampdn de fosfato 0,05 M (pH 7,0) a
una concentracidn de 118 ni,
2. Apoenzina: Se diluyd apoglucosa-oxidasa con tam—
pén de fosfato 0,1 ¥ (pH 7,0) que contenia 0,1%
de seroalblmina de bovino hasta una concentrecidn

de 958 nlf de puntos de fijacidn de FAD. Ta con-
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D. Procedimientos de Ensgyo

1. Adicidn de apoenzima antes de la iniciacidn de la
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!
i

centracién de puntos de fijacidn de FAD de la pre-
paracidén de apoenzima se determind experimentalmen-
?e midiendo lo cantidad minima de FAD requerida pa-
na dar una actividad mdxima de glucosa-oxidasa cuan-
do se incubd con la apoenzima.

i

Antisuero: Se obtuvo antisuero contra un conjugado
de dinitrofenil-seroalbimina de bovino de Miles~Ye-
da, Ltd, R%hevot, Israel, y se diluydé 31 veces en
tampdn de fosfato 0,1 M (pH 7,0) que contenfa 0,1

de seroalbiming de bovino,

1

Patrones: Las soluciones patrén contenian concentrs
ciones conocidas de N-2',4'-dinitrofenil-6-amino-
caproato preparado en tampén de fosfato 0,05 W

(pH 7,0).

Reactivo de deteccidn: Se prepard un reactivo de
glucosa~-oxidasa por mezcla de 45 ml de bampdén de
fosfato 0,1 ¥ (pH 7,0) que contenia 15 mM de 4cido
etilendiamintetreacético, 9 ml de 3,5-dicloro-2-
~hidroxibenceno~gulfonato 11,5 mi en agua ajustado
a pl 7 con hidrdxido de sodio, 9 ml de 4-aminoanti-
pirina 11,5 ml cn agua gue contenia 1,25 mg/ml de’
peroxidasa (Miles Laboratories, Inc., Elkhart, In-
diana, EE.UU.), y 6 ml de glucosa 1,0 M en solucidn

aclosa saturada de dcido benzoico.

reaccidn de fijacidn

Método n? 1: Se siiadieron los productos siguientes
en secuencia a cubetas de reaccidén separadas: 0,1

ml de la solucidn de conjugado marcado, 0,05 ml
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- ambiente y 1uero se afladieron a cada una 2,0 ml del

2. Adicidn de apoenzima despuds de la iniciacidn de la_

" secuencisg a cubetas de reaccidn separadas: 0,1 ml de
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de uﬁé solncldén patrdén seleccionada, 0,1 ml de la solud
cién de antisuero, 2,0 ml del reactivo de detececidn, ¥y
0,1 =l de la solucidn de gpoenzima. Cada mezcla de reac
cidn 'se incubd durente 30 minutos a 309C y se midid 1a
|
absorbancia a 520 nm,
Método no 2: Se afiadieron los productos siguientes en
secuencia o cubetas de rea001én separadas: 0,1 ml de la
solucidn de conauﬁado marcado, 0,05 ml de una solucidn
patrdn oeleccwonoda, 0,1 ml de la solucidn de antisvero
¥y 0,1 ml de la solucidn de apoenzima. Cads mezcls de

reaccidn se Lucuod durante 20 minutos a la temperatura

reactivo de deteccién, Despuds de una incubacidn sdiciok
nal durante 15 minutos a 30¢C, se midid en cada cubess

lo gbsorbancia a 520 nm,

reaccidn de fijacidn

Método n? 3: Se afadieron los productos siguientes en

solucidn de congu"ado marcado, 0,05 ml de una solucidn
patrdn seleccionzda, y 0,1 ml de la solucidn de anti-

suero. Cada-mezcla de reaccidn se incubhd durante 20 mi-
nusos a la temperatura ambieénte y luego se afiadieron g
cada una 2,0 nl del reactivo de deteccidn y 0,1 ml de

la solucién de apoenzima. Despuds de incubacidn adicio-d
nal durante 30 minuto? 308C, se midid en cada cubeta
la absorbancia a 520 nn.

Método n? 4: Se afiadieron loé productos siguicntes en

_secuencia a cubetas de reaccidn separadas: 0,1 ml de

la solucién de conjuzado marcado, 0,05 ml de una solu-
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patrén, y antisuero.
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:
! :
cién patrdén seleccionada, y 0,1 ml de la solucidn de
antisuero. Cada mezclo de reaccidn se incubd durante
20 qinutog a la temperatura ambiente y luogo se afia-
dieron a cada una 0,1 ml de la solucidn de apoenzima.

Después de incubacidn adicional durante 20 minutos se
i

agifiadieron s cada cubeta 2,0 ml del reactivo de detec-

cién, Se incubd luego cada mezcla de reaccidn durante

15 minutos g ;OQC vy se midid en cada cubeta la ubsor~

bancia a 520 nm.,

=3

» Resultados

En la Tabla}z siguiente se muestran los resultados de.
los cuatro procedimicntos de ensayo en la determinacidn
de N-2',4!'~dinitrofenil-G6~aminocaproato, Las concentra-
clones de H~2',4'-dinitrofeni1—6;aminocaproato se expre-—
san como concentraciones en los volumenes finales de 2,35
ml de la mezcla de reaccidn. Los resultados de abscrban-
cia se expresan como e¢l valor medio de operaciones dupli-
cadas corregido por la actividad de enzima residual y la
absorbancia de fondo en los reactivos. Bl factor de co-
rreccidn se da para cada método de ensayo al finzl de la
Tabla 2, v se determind por operaciones experimentales
empleando tampdén de fosfalo 0,1 M (pH 7,0) en sustitucidn

de la totalidad de las solucilones de conjugado marcado,
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Los resultados demuestran que la presente invend

¢idén proporciona un método de ensayo de fijacién especifi-
ca del tipo homogdneo en el gue la apoenzima se introduce

antes o despuds de la iniciacidn de 1z reaccidn de £ija-
!

cidn,

EJEMPLO 2

{ Ensayo de Fijacidn Heterogédnea para Tiroxina

Ag Preparacidn del conjugado marcado N6-(2-aminoetil)~ﬁirc

xina~flavina~adenina~-dinucledtido

6= (2-Aminoetil)-amino~9~(2!,31-0~isopropiliden~ 4-n-

~ribofuranosil)vurina.

Se affadieron 13,56 g (41,5 milimoles) de 6-clord

~9-(2',3'~0-isopropiliden~ 4-D-ribofurenosil) purina / Hanp

ton y otros, J. Am, Chem, Soc. 83:150 (1961)_7, con agita-

cién durante un perfodo de 15 minutos a un exceso frio de
1,2-diaminoetano (75 ml). La solucidn resultante se dejd:
en reposo a la temperatura smbiente durante 24 horas. Se-
eéapord la solucidn o vaclo y el aceite amarillo resulban-
te se agitd con 50 ml de bicarbonato de sodio saturado
frio., Ta mezcla se evapord a vaecio ¥ el residuo resultante
se gvapord adicionalmente repetidas veces g vacio, prime-
ramente en agua (3 veces, en 50 ml) y luego en 2-propanocl
(4 veces en 50 ml) para obtener un vidrio amarillo (15 g).
Una porcidn (3 g) del vidrio se hizo pasar a través de unal

columna de 25 x 55 centimetros (em) de cambisdor de catidn

Dowex 50%-X2 en la forma amonio (Bio~Rad ILaboratories, Ric}

mond, California, E8.UU.).
La columna se eluyd con un gradiente lineal gene
rado con 2 1 de agua y 2 1 de bicarbonato de amonio 0,5 IM.

La elucidn se completd utilizando un gradiente lineal gene

H
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1 ~rado con 2 1 de bicarbonato de amonio de cada una de las
concentraciones 0,5 M y 1 M. B1 efluente de la columna se
recogid en fracciones de 19 ml y se analizé por elucidn

{
sobre placas de cromatografia en capz delzada (TIC) de gel

L2

defsilice (B, Herck, Darmstadt, Alemania Occidental) con
uné mezcla 9:1 (v:v) de etanol e hidrdxido de amonio. Tas
plgcas de TIC reveladas sc examinaron bajo lug ultraviole-
tai.y se pulverizaron despuds con el reactivo ninhidring

Z_Randerath, Thin Layer Chromatosraephy, Academic Press (1946).

10 Las fracciones numeradas 250 g 350 procedentes de 1a_cr0ma-
tografia en columna se reunieron y se evaporaron g vseio -
dejando la purina deseada como un vidrio amorfo smarillo
pélido (1,5 g). |
Andlisis: Calculado pafa 015H22N604:
5 h C, 51,425 H, 6,33; N, 2399
Encontrado: C, 50,92; H, 6,543 N, 23,01, -
RMIT (60 MHz; CDCl3): S 1,3; (s,3H, isopropilidenoc),
1,63 (s,3H, isopropilideno), 5,92 (d, 1H, 1'-ri-
~ bosa), 7,90 (s, 1H, purina), 8,26 (s, 1H, purind).
20 Rotacidn dplica: 17%:220= —%4,852 (¢ 1,0, CH30H)
L1 proéacto bruto gestante (12 g) se purificd por
cromasografia sobre Dowex 50 W-X2 como se degeribe arriba.
Bl rendimiento global fue 8 g (55%).

Acido of —(H~trifluoroacetil)-amino= A-/"3,5-divodo=4-(3",51k

25 ~diyodo-4'-hidroxifenoxi)~Fenil 7propanoico.

Se prepard este compussto por el método de Blank,

J. Pharm. Sci. 53: 1333 (1964). A una suspensidn enfriada

(09C) y agitada de 5 g (6,4 milimoles) de L-%iroxina (Sigmal

Chemical Co., San Luis, Missouri, EE.UU.) en 60 ml de aceiak

30 to de etilo seco se afindicron 11,5 ml de deido trifluoroacd

27079
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— tico y 1,9 ml de anhidrido trifluoroacético. Después de

tado (0,95 g), pef. 224~2289C. con descomposicién. E1 ren~

Hoja nam. /1rO

30 minutos, la solucidn clara resultante se lavd 3 veces

con 30 ml de agua, una vez con 30 ml de bilcarbonabto de sod

T

iio al/B%, y dos veces con 50 ml de cloruro de sodio salus
rado. ios lavados acuosog reunidos se extrajeron 2 veces
con 20 ml de acetato de etilo. Las capas de zcetato de
%tilo s¢ reunleron y se laveron con 30 ml de agua, despuds
ae lo cual se secaron sobre sulfato de magnesio. La'solu~
c16n de acetato de etilo seca se evapord a vacio dejando
un sélido blanco, La recristalizacidn en una mezcla de
éter etflico y dter do petrdleo .did un sdélido de color
blanco-rosado (3,95 g, rendimiento 70,5%) que fundis =
228~2309C con descomposicidn.
Andlisis: Caleulado para 017H10F3I4105 |
Cy 23,39; H, 1, 15 N, 1,60
Encontrado. C, 23,00; H, 1 05, N, 1,65
RN /760 1z, DOON(CD,), 7 §17,28 (s, 2H, aro-
ndtico), 8,03 (g, 2H, aromdtico), 9,7 (m,
1H, amido)
IR (KC1): 1700 (»C=0)

Rotacidn dptica [732725 = ~14,97¢ (¢ 1,0, sulfd
' D

xido de dimetilo)

Una segunda recristalizacidn produjo un segundo precipi-

dimicnto global fue 87,5%.
N—-SQ—ZfN—@rlfluoroaceull) 3,3',5,5 ' =tetrayodotironil/~ |

—amlnoet112 —2',3'—O~1aonropwlnden~ade sina.

Una solucidn de 8,72 g (10,0 milimoles) de dcidd
o{—(N—trifluoroaceﬁil)amino-,6 -~/ 3,5~diyodo~4~(3",5!~diy g~
do~4t=hidroxifenoxi)-Ffenil /propancico y 3,86 g (11,0 mili-
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moles) de 6-(2~aminoetil)amino—9-(2',3'—O~isopr0pi1iden~
-D-ribofuranosil)ourina en 50 ml de dimetilacetamida

seca se prepard cn una aitmbsfera de argdn saco g -208C, A

esta solucidn ggitada fris se afadid na solucidn de 3,04
g (12,0 milinoles) de difenilfosforil-asida (ALldrich Che-
mical Co., Milwaukee, Wisconsin, ZE.UU.) en 10 ml de dime-+
Eilacetamida seca seguidos por la adicidn de 1,6 ml (11,0
@ilimoles) de trietilamina seca. Ia solucidn se dejé a2 la
{emperétura émbicnte duranic 22 horas. Se afiadid luego 1a
solucidn gota a gota a 300 nl de agua Fris (02C) con agi-
tacidén., 31 precipitado blanco resultente se recogid po»
filtreeidn y se secd a vacio (569C) para dar 13,0 g de un
s6lido de color crema claro. B1 sdlido se dis01vid en 500
ml de acetona y la solucidn se concentrd por ebullicidn.
E1 sélido blanco que precipitd a partir de la solucidn
acetdnica hirviente se recogid por filtracidn mientras se
encontraba caliente, La ebullicidn continuada del filtra~
do produjo.dos precipitados adicionales. Los tres precipi-
Tados se reunieron para dar 8 g (rendimiento, 56,6%) ge
un sélido blanco, p.f., 198-2000C (descomposicién).,

indlisis: Calculado para C FP.I N

327307 35470 |
C, 31,89; H, 2,51; N, 8,14

Encontrado: €, 31,95; H, 2,60; N, 7,86
RMN /7220 iz, (6D3) 80 7 $1,32 (s, 38, isopropid
lideno), 1,55 (s, 3H, isopropilideno), §,14

(4, 1, 1t-ribosa), 7,02 (s, 2H, tiroxina),

%,82 (sy 2H, #iroxina), 8,25 (s, 1H, purina),

8,36 (s, 1H, purina), 8,41 (t, 1H, J=6, amidd)

9,64 (a, 1H, J=8, trifluorcacetanido)

.‘9 . L~
Rotacién dptica éf&L/is = -11,822 (¢ 1,0, piridina

H
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y se secd a vacfo para dar 1,23 & de un sélido blancc. IT1

. vid con acetona seca, despuds de lo cual se recristalizd

Haoju nam. 4‘2

!

Acido‘ﬂk-$2~éfﬁ—(trifluoroaeetil)—},3‘,5,5'—tctrayodo~
C

tironil~7éminoetil}—2',3'—O—i50proniliden~5'—adenilich
)

sal de monotrietilaming monohidratada
]

;  Una solueidn ée 1,2 g (1,0 milimoles) de N~ {2—

£ F-(trifluoroacetil)-3,3',5,5 ~tetrayodotironil/—anino=
etil%-éﬂ,3‘—O-isopropiliden~adenosina en 10 ml de fosfato
de trietilo seco se prepard en unz atmésfera de argén se-
co a 02C. A la si}ucidn fria y agitade se afiadieron G,45

ml (5 milimoles) de oxicloruro fosforoso. La solucidn re-
sultanie- se mantuvo durante 24 horas a 09C, despuds Ge 1o
cual se afiadid gote a gota con agitacidn a 1 1 de agus-de

hielo, E1 precipitado resultante se recogid por filiracidn
s61ido se disolvié en acctonz y se afiadieron 0,32 m1 (2,2
milimoles) de trietilamina. Se formé un precipitads, Ia

mezela se evapord a vacio y el residuo resultante se lixi

en una mezcla de alcohol metilico seco y dter etfilico secd

para der 390 mg (rendimiento del 27,8%) de un sélido blan-
co, p.f. 173-1832C (descomposicidn).
Anélisis; Calculado para 038H48F3I4N8012P;‘_
C, 32,50 H,.3,%5; N,.7,98
Encontrado: C, 32,24; H, 3,08; W, 7,58
RN /760 MHz, (0D;),80_7 §1,53 (s, 34, isopropit
- lideno), 6,2 (&, 1H, 1'H-ribosa), 7,1 (s, 2H,
aromdtico de tiroxina), 7,8% (s, 2H, aromdti
co de *iroxina), 8,2; (s, 1H, purina), 8,52
(s, 1H, purina) .

Rotacidn dptica Zfbg7%5 = ~17,502 (¢ 1,0, CH_OH)

3
Acido N~ }2»["N;Trifluoroacetil)-3,3'y5,5'~tetrayodotironi;7

—

"
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, ~aminoetii}—5‘~adenilico en 10 ml-de dimetilformamida secd

Hojn nam. 4-3
i
i

!
aminoetild ~5t-ndenilico.,
)
Se

suspendieron 200 mg (0,14 milimoles) de mono

hidrato de la sal de monotrietilamina del deido N~§2~4"F—

~(trifléoroacetil-3,3‘,5,5'~ﬁetrayodotironi1_7?aminoeti]%
2'y3'~0~1sopropiliden~5'~adenilico en 1 ml de agua (090)
v se aﬁédid deido trifluorcacdtico (9 ml) gota a gota con
agitacion. Al cabo de 30 minutos se obtuve uns solucidn
clarza. Ia soluci@ﬁ se mantuvo fria (09C) durante 15 horas
mis, y luego se évapord a vacfo (309C). EL residuo resul-

tante se evapord 4 veces a vacio (259C) a partir de 20 vod

Iimenss de alcbhol etllico anhidro y luego se secd = wseio
(259C) dejando un sdlido blanco.

. E1 s6lido se agité dursnte 30 minutos con 10 ml
de alcohol metilico frio, degpuds de lo cual se recogid
por filtracidén y se seed a vacfo (252C) para dar un séii-
Go blanco (135 mg, rendimiento del %6%) que fundid lenta-
mente con descomposicidn por encima de 1889(¢,

Anélisis; Calculado para 029H27F3I4N7011P:
¢, 27,97; H, 2,19; N, 7,87
Zncontrado: C, 28,11; H, 2,31; N, 7,65
RMN 4?220 Iz, (033)230_7 $5,9 (a, 1H, 1i—ribosa)

7,04 (s, 2H, aromitico de tiroxina), 7,84 (s

2Hy aromitico de tiroxina), 8,25 (s, 1H, puri-

na), 8,36 (s, 1H, purina), 8,43 (m, 1H, amidd)
9,66 (d, 1M, trifluoroacetamido)
Rotacidn épiica 47547%5 = ~2,72¢ (c 1,0, piridina)

Conjuzado de Plavina-adenina-dinucled$ido - tiroxing

Se disolvieron 498 mg (0,4 milimoles) de deido

N~%?1[7¥—(trifluoroacetil)—3,3',5,5'—ﬁetrayodotironi;7—

s
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~ v sc¢ afiadid tri-n-butilamina (96 ml, 0,4 milimoles), segul

Hojr nnm. A4’

do por la adicidn de 1l,1'~corbonildiimidagzol (320 mg, 2,0

milimoles). Despuds de agitar durante 18 horas a la tem-
f s . .

geratura ambiente en auscncia de humedad, se affadid agua

(280;11) v luego se evapord el disolvente a vacio.

1

Bl accite resultante se secdé por evaporacidn re;

i
petida a vacio a partir de dimetilformamida seca (4 veces

io ml). 21 fosforimidazolidato resultante sc redisolV15 en
10 ml de dimetilformemida seca y se afiadid gota a gota:a
una soluecidn de 0,4 milimoles de la sal de tri-n-octilami-
na de riboflavin-5'-monofosfato en 10 ml de dimetilforma-
mida seca. La sal se prepard por adicidn de una solucidn
de la sal de amonio de riboflavin-5'-monofosfato (192 mg,
0,4 milimoles) en 10 nl de agu# a tna solucién agitada

de tri-n-octilamina (176 41, 0,4 milimoles) en 100 wl de

acetona. Al cabo de 30 minutos, la mezcla resultante ze -

evapord a vacio, E1l residuo se secd por eveporacidn repe-|
tida a vacio a partir de dimetilformemida seca, dejando .

1a sal en forma de un sélido anaranjado.

Ta solucidn anterior gue contenia el fosforimi-
dazolidato y la sal de riboflavin-5‘'-monofosfato se dlvi-
did en dos paries allcuotas iguales al cabo de 24 horas ¥
wna parte alfcuota se evapord a vacio. EL resilduo vesultaf-
te se cromatografid en una columna (2,5 x 78 cm) prepara-
da a partir de 100 g de éephadex IH~20 (Pharnascia Fine
Chemicals, Uppsala, Suecia) que se habia hinchado provia-
mente (18 horas) en una mezcla 19:1 (v:iv) de dimetilformaf-
mida y bicarbonato de trietilamonio (1 M, pH 7,5). Ia co-
Jumna se eluyd con la mezcla 19:1 anterior (viv) y se re-

cogieron fracciones de 10 ml. EL cfluente de la columna

en-



R P R

LT A P TSI IS L T

T

10

15

20

25

30

27079

Hoja nam. 4-5

se analizé por elucidén sobre placas de gel de silice para

cromatografia en capa delgada RP-2 silanizado 60 (B. Nerc!

l"l

Darmstadt, Alemania Occidental).

, f Las placas de cromatografia en capa delgads se
P g
revelaron utilizando una mezcla 40:40:25:1:1 (v:iv) de ace

tona, cloroformo, alcohol metilico, agta, y trietilamina,
%as Tracciones numeradas del 11 al 17 rrocedentes de 1g
éromatoérafia en columna arriba mencionada se reunisron
y ev aporaron a vacio, El reglduo se cromatografid en una
columna (2,5 x 75 cn) preparada a partir de 125 g de Sepha~-
dex TH-20 que se habia hinchado previamente (18 horas{ien
bicarbonato de amonio 0,3 M. Ta:columna se eluyd con}bi%.
carbonato de amonio 0,3 I, recogiéndose fracciones.de ~10:
ml. E1 efluente se analizd por ‘absorcidn de luz ultrgvio-
leta 2 254 nm, Bl volumen de las fracciones se aumen+6

a 20 mly comengando con la fraccidn mimero 150. Ia -concen

tracidn de sal del eluyente se redujo de manera gradual

como sigue: bicorbonato de amonio 0,15 ¥ en la Traccidn

mimero 295, bicarbonato de amonio 0,075 i en la fraccién
némero 376, y asgua en la fraccidn nimero 430. Se recogid
un total de 480 fracciones. Tas fracciones nuneradas del
200 al 235 se combinaron ¥ se evaporaron a vacio de jando
el conjugado marcado como un residvo amarillo anaranja@o.

Una solucidn acuosa alcalina de este residuo exhibia mdxi

mos de ahsorcidn en ulirav1olet° en 1as longitudes de on-

da, s¢gu¢ente : 266 nm, 350 nm, 373 nm, y 450 nm., E1 rendi

miento, estimado a partir de la absoreidn a 450, era apro
ximadamente 5%,

Una preparacidn de fesfodiesterasn \forthington
na iy paryy

w

Biochemical Corp., Frechold, Kueva Jersey, EE.UU.) sislad
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— de veneno de serpientes (Crotalus Adamanteus) hidrolizd

la parte B del Ejemplo 1.

tojn n\'lm.4' 6

/

el productvo anterior a riboflevin-S'-monofosfato y el
deido 5'~adenilico sustituido con tiroxina en cl que el
\ .

&rupo tyifluoroacetilo blogueante habia sido eliminado.,

Descripcidn adicional de la preparacidn de con-
jugados!marcados de egte fTipo puede encontrarse en la so-
licitud de patente de los BE.UU. pregentada en la misama
feocha de esta so%icitud titulada "Conjugados Flavina-Ade-
ninaQDinucledtido -~ Yodotironina" (Minute N° ll%95)'Y,
cedida a la presente firma cesionaria.
B. Preparacién @e apoglucosa~oxidasa

Se utilizd apoenzima preparada de acuerdo con

C. Reactivos de Ensayo
- 1. Conjugado mavcado: Se diluyé N6—(2~aminoetil)~ti—
roxina-FAD en tampén de fosfato 0,1 M (pH '}) g'
una concentracidn de 1 all,
2. Lpoenzima: Se diluyd apoglucosa-oxidasa con tamnén
de fosfato 0,1 M (pH %) a una concentracién de 0,6
* M de puntos de fijacidn de FAD (definidos como
en la parte C-2 del Ejemplo 1). |

3. Anticuerpo insolubilizado: Sec afiadié una torta la—

H

vada y himeda de gel de Sepharose 4B (Pharmacia Fi
ne Chemicals, Uppsala, Suecia) activada por bromu-
ro de cianbgeno de acuerdo con el método de larch

y otros, Anal. Biochem., 60:119 (1974) a una solu-

cibén de 85 mg de anticuerpos (aislados de antisuerp

I

contra un conjugado de tiroxina-seroalbimina de bo
vino) en 20 ml de tampdn de fosfato 0,1 ¥ (pH 7,0)

y se agitd lentamente durante 36 horas a 42C. Una
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D. Procedimiento de ensayo

por mezclado de 150 ml de la suspensidn de anticuerpos iny
solubilizada, 80 1 de la solucién de conjugado marcado,

¢iversas cantidades de le solucién patrdn de tiroxina parg

_cloruro de sodio 500 m (pH 7), y 800 ml de tampdn de

Hofn ntim. 4-7

vez completada la reaccidn de copulscidn, se afadid 1 ol
de alanina 1 M y se continmué 1= agitacidn medisnte sa-
cudidas durante 4 horas mds para bloguear los runtos

que ro habian reaccionado. Bl anticuerpo Tijado a Se-
pharose resultante se 1avé en un embudo einterizado con

400 nl de acetato de sodio 50 mif - cloruro de sodio 504

mif (pH 5), y cantidad igual Ge tampén de fosfato 50 mik

fosfato 100 mM (pE 7). Is torta de £iltracién himeds
se sugpendid 1uego en tampén de fosfato 100 mif (pH;7)
que convenfa 0,01% de azida de sodio para dar 22-m1;de
una suspensidén aproximadamentc al 50%, ‘
Patrén; Una solucidn madre 1,15 mM de tiroxina en Lii--
drdxido de sodio 5 mM se diiuﬁd a 2 plf en tampdén ge
fosfato 0,1 M (pH 7).

Reactivo de deteccidn: Se prepard un resctivo de ensayo
de gludosa—oxi&asa que contenia la mezela siguiente poy
cada 130 ul: 25 ml de peroxidasa de concentracidn 1,2
mg/ml (Sigme Chemical Co.,, San ILuis, Missouri, EE.UU.)
en tampén de fosfato 0,1 ¥ (pH 7), 54l de A-aminoantid
pirina 10 m¥ en agua, 20 ul de 3,5~dicloro-2-hidroxi-
benceno-sulfonato 25 mii en tampdn de fosfato 0,1 M
(pH 7), 30 m1 de seroalbémina de bovino al 16,5% en taf~
pén de fosfato 0,1 ¥ (pH 7), y 50 a1l de glucosa 1 M en

solueidn acuosa saturada de decido benzoico,

Se prepararon mezclas de reaccidn de fijacién
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Hojn nom. 4'8

dar concentraciones variables de tiroxina en las mezclas
de reaécién, v un volumen suficiente de tanpdén de fosfato
0,1 M (pH 7) para hacer un voluuen total de 500 ul . Ias
mezc las ée reacecidn se incubaron con agitecidn mediante
éacudidas durente dogs horas a 25¢C. Cada megzcls de reac-
dién se £iltré luego a vacio o través de un pipeta ﬁasteur
geca y rellena con lena de vidrio, tratada previamenté coen
)

%oluciones de peryodato y etilenglicol para eliminar una
}

posible contaminacién con FAD., A una parte alfcuota de
300 ul de cada filtrado se afiadicron 120 ml del reactivo
de deteccidn y 50 pl de la solucidn de apoenzima. Al cgbo
de 1 hora, se deternind la absorbancia de cada mezcla_dei
reeccidn a 520 nm. 7

E. Resultados

{

En la Tabla 3 siguiente se muestran los resultes

¥

dos del procedimiento de ensayo en la determinacidn de ti;

roxina. Los resultados de absorbancia se expresan como el

promedio de operaciones duplicadas corregidas por la acti
vidad de enzima residual en la solucidén de apoenzima (ab-
sorbancia de 0,522) y por FAD enddgena en la suspensidn

de anticuerpos (absorbancia 0,142).

TABLA 3
Volumen de patrdén de Absorbancis media corregida
tiroxina sfadido (ul) a 520 nm
0 0,223
25 ' : 0,221
75 | 0,281
250 . 0,286

"T,0g resultados demuestran que la presente in-

vencidn proporciona un método de ensayo de fijacién es-
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pecifica Util del tipo heterogéneo.

JELPTO

b:i

L

Ensayo de Pijacidn Bopecifica para Tiroxina
A. Prleparacidén del conjugado marcsdo — N6~(6-aminohexil)-

~tiroxina~flaving-adenina~dinuc ledtido

4
6— (G—Xmlnohexll,wﬁlno—9—(2',3'-O—isoproniliden~fZD—ribofu-

13

i . N
Yanosil)-purina,

ST NP

~(2',“'~O—isopropi1iden— E~D—ribofuran05il)-purina ZfHamp»

ton y otros, J. Am. Chen, Soc., 83:1501(1961) 7, con agita+t

cidn, a una muestra fundide (70°C) de 1,6~diaminohexono rg

clentemente destilado (58 g, 500 milimoles). La mezcls red

sultante se a2gitd bajo argbn a 409 durante 18 horas. EL
ex&eso de diemina se separd por destilacién a presidn re-
dvcida (60°C, 0,91 mm de Hg). El residuoc amarillo palido-
resultante se adsorbid sobre 150 g de gel de silice 80

(B. Herck,. Darmstedt, Alemania Occidenval) y se utilizd

para rellenar la perie superior de una columna cromatogrd-t

fica preparads a partir de una suspensidén de gel de silice
60 (2 kg) en vna mezela 9:1 (v:v) de alcohol etflico abso-
luto y bicarbonato de trietilamonio (pH 7,5, 1 M). Ia co-
lumna se eluyd con la mezcla de disolventes 9:1 (viv) an-
terior y se recogleron 900 fracciones de 20 ml. Tas frac-
ciones se examinaron por cromatografia en capa delgada

(TIL) sobre gel de silice 60, eluyendo con una mezcla T3

(v:v) de alcohol etilico absoluto y bicarbonato de trietil

awonio (pH 7,5, 1¥). Las fracciones numeradas 391 a 900

rocedentes de la columna cromatogrdfica se reunieron v 86
=3

Cd

eévaporaron a vacio dejando 15,0 g de un residuo vitreo (rdr

dGimiento, T4%). Una muestrg de 1 g del vidrio se disolvid

Se efiadieron 16,0 g (50 milimoles) de 6-cloro~9+
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— en un volumen pequefio de alcohol metilico gue se aplicé

do 910 g (recuperacién del 91%) de un vidrio blanco.

cQ-—(I—trifluoroacetil)amino-/Z—4?3,5~diyodo-4—(3',5'~diyo—

Hoja nam. 50
!

luego a la parte superior de una columna preparada a pertil

"S

de 80 g de Sephadex LH-20 (Pharmacias Fine Chemicals, Uppsa-
la, Sueéia) previemenie hinchada en alcohol metilico. La
columna se eluyd con alcohol metilico. Se recogieron un to-
tal de éO fracciones de 8 ml. Ias fracciones se examinaror]
por cromatografia de capa delzada sobre gel de silice 60
eluyendo con una mezela 7:3 (v:v) de alcohol etilicc ab-
soluto y bicarbonato de trietilamonio (pH 7,5, 1 M).'Laé
fracciones numeradas 19 a 27 procedentes de.la cromatosran

fia en columna se reunieron y se evaporaron a vacio Gejan-

Andlisis: Calculado pars 019H30N
G, 56,143 H, T,44; N, 20,68.
‘Encontrado: Cc, 53,91; H, 7,33; N, 19,18
-RUN (60 ¥Hz, CDC13 § 1,40 (s, 3H, isopropili-
deno), 1,63 (s, 3H, isopropilideno) 5,98
(@, 1H, Lt-ribosa), 7,92 (s, 1H, purina),
8,36 (s, 1H, purina)
Rotacidn éptica ZT%JZEB = -50,112 (¢ 1,0, alcohol

-metilico)

N—§ —Z-N~Lr1fluoroaceb11) J,3',5 5! —%etrayodotironil /amiro-

hcx112 2',3'-0-igopropiliden-adenoginag.
J

Una solucidén de 4,36 g (5,0 milimoles) de decido

do~4 '~hidroxifenoxi)-fenil-propanoico, preparada como se

describe en la parte A del Bjemplo 2 arriba, y 2,24 g (5,7
milimoles) de 6-(6-aminohexil)amino-9-(2',31~0O~igopropili~
den- 4 ~D-ribofuranosil)purina en 100 ml de dimetilformerida

seca se prepard en una atmésfera de argdén seco a -209C. A
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- esta solucidn agitada fria se afiadid una solucidn ge 1,52

c0, p.f.- 20)~20790 (descomposicidn).

"agua y hielo., Bl precipitedo resultante se recogid por

oju niam. ’51

f

[0

(5,5 milimoles) gde difenilfosforilazida (Aldrich Chemical
Co.; Hi%waukee, Wisconsin, EE.UU.) en 50 ml de dimetilfor-
mamida seca, seguida por la adicidn Ge 0,8 m1 (5,5 milimo-
les) de;urletllaPLna seca. Ta solucidn se dejé a la tempe-

ratura arbiente durante 22 horas. Ta solucidn se gfindid 1lu

[}
I

g0 gota a gota a 600 ml de egua fria (0°¢), con agitacién.
El precipitado blgnco resultante se recoglo por filtracidn
¥ se secd a vacio (602C) para der 4,90 g (rendlmlenuo; 7844)
de un sdlido blanco.fUna muestra de este sblido se reﬁrls-
talizd en vna megcla de acetona y agua dando un SOllaC ~nlan-

indlisis: Calculado para C gF I, |0

36738 3547708
C, 34,28; H, 3, 04, N, 7 1
Encontrado C, 34,225 H, 2,99; N, 7,41
spectro de masas (20 me) m/e: *h62 ZTRH 7
1164 /M menos COCF,_7 -
Rotacién dptica gng7§5 = =21,892 (¢ 1,0, piridinal
Monohidrato de ln Sal de Honotrietilamina del Acido H-$6-

—
-/ T~%rifluoroacetil)-3, 3',5,5!'~%betrayodotironil 7aminohe-

xilg—Z',3'—O-isopropiliden-B'—adenilico.

Una solucién de 1,89 g (1,5 milimoles) de m;26-
-Zfﬂk(triflﬁoroacetil)—3,3',5,5'—ﬁetra'odotironi1;7émino-
hexil%—zl,3'—O-isopropiliden-adenOSina en 15 ml de fosfato
de trietiio seco se prepard en una atmésfera de argén seco
8 =109C. 4 la solucién agitada y fria se afiadieron 0,68 ml
(7,5 milimoles) de oxicloruro de'fésforo. La solucidn re-
sultante ce mentuvo durante 18 horas a 41590, ¥y se gfiadid

luego gota a gota con agitacidn a 1,5 litros de mezelz de
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" 1839 (descomposicién).

Hojn ntim. 5 2
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{

— filtracidn y se secd & vacio para dar 1,91 g (rendimiento,

87%) de un sdlido blanco. E1l sélido se disolvid en 10 nl

de alcohol metilico y se afiadicron 0,38 ml (2,6 milimoles)
, _

de trictilamina. Esta solucibn se evapord a vacio y el re-

siduo resultante se recristalizd en una mezela de alcohol
metilicé y éter etilico para dar 720 mg.(rendimiento, 33%)
de un sélido blanco, p.f. 151-1549C (descomposicidn).
indlisis: Calculafdo para Gy Hs oF T, NgOq 5P )
¢, 34,54; H, 3,86; N, 7,67
Encontrado: ©, 35,24; H, 3,88; N, 7,75
Espectro de masas (20 ma) m/e: 1342 ZfMH+_7,
| 1244 /W menos COCFs 7
Rotacidn dptica [0{7]2)5= ~17,20¢ (¢ 1,0, CH.OE
Acido N~i6~/_N—(trifluoroaceti1)43,3',5,5'~ﬁetrayodctiro—

g;l_?bminohexilz—S'~adenilico.
Se suépendieron 600 mg (0,41 milimoles) Ge mono-
hidreto de ls sal de monotrietilamina del dcido N—EG-ZfN—
-(ﬁrifluoroécetil}3,3',5;5'~tetrayodotironilﬂ7éminohexil}~
2';3'~O—isopropiliden-5‘~adenilico en 0,6 ml de agua (02C)
¥y se effadid dcido trifludroacético (6 ml) gota a gota, con
agitacidn. bespués de 50 minutos se obtuvo una solucidn
clara. Ia solucidn se mantuvo fria (09¢C) durante 15 horas
adicionales, despuds de 1o cual se evapord a vacio (30¢C).
El residuo resultante se evapord a vacio 5 veces a partir
de voldmeﬁes de 20 ml de alcohol etilico anhidro, después
de lo cual se triturd con 30 ml de agua y se lavé con un
volumen peguefio de alcohol metilico., E1 s61lido blanco re-
sultente (430 mg) se recristalizd en alcohol metilico parg

dar 290 mg (rendimiento, 54,6%) dc sbélido blanco, p.f. 180
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1 — tndlisis: Calculado para C_.H P.T
3335 374

C, 30,4-6; II, 2,71; N, 7,54

[l

N7OllP:

Zncontrado: C, 30,77; H, 2,55; I, 1429
H
-
Espectro de masas (20 ma) m/e: 1302 [y 7,
5 : 1204 /" menos CCCF, 7

[
Conjugado Flavina-zsdenina-dinucleédtido~ Tirowins.

Se pusieron 130,13 mg (0,1 milimoles) de dcido
N~{6~ZfNL(trifluo?oacetil)—3,3',5,5'-tetrayodotironi1;7émi—

nohexil%-5‘~a&enilico en una atmésfera de argén. Se afiadid

1

10 a esta muestra una'splucidn de 14 ul (0,1 milimol) de trig
tilaming.en 1 m; de dimetilformamida seca, seguido por 12
adicidn de una solucidn de 16,2 mg (0,1 milimoles) de
1,1t-carbonildiimidazol en 1 ml de dimetilformamida seca.
Al cabo de 24 horas, se afiadié un segundo equivalente de
3 15 1,1'~carbonildiimidazol (16,2 mg) en 1 ml de dimetilforme-
i mida seca. Se dejd que la reaccién anterior transcurriess
durante un total de 48 horas a la temperatura ambiente cor
; exclueidén de humedad. Una muestra de 47,3 mg (0,1 milimol)
de la sal de amonio de riboflavina—B'—monofosfato se con-
20 virtid en la correspondiente sal de tri-n-octilamina como
i se describe en la parte A del Ejemplo‘z. Esta sal se disol-
: ’ vid en 3 ml de dimetilformamida seca y se afiadid a la so-
lucién anterior que contenfa el fosforimidazolidato del &ci~
do adenilico intermedio.

25 - Ta solucidn resultante se dejb en reposo en la
oscuridad a la temperatburs ambiente con exclusi5n de hume-
dad durante 24 horas. Se evepord el disolvente a vacio y
el residuo resultante se cromatografid en una columna (2,5
f x 78 cm) preparada a partir de 100 & de Sephadex IH~20 (Phar-

30 mecia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) que se habfa hin-
271079
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— chado previamente (18 horas) en una mezcla 19:1 (v:v) de

~grafis en columna se reunieron y se evaporaron a vacio,.

Hofn nam. 54
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dimetilformarida y bicarbonato de trietilamonio (1 ¥, pH
745). La columna se eluyd con la mezcla 19:1 (v:v) ante-
i

rior y se recogieron fracciones de 5 ml, B1 eflucente de

la coluéna sc analizdé por elucidn sobre placas de gel de
silice 60 silanizado RP-2 para cromatografia en capa delzsd
(E. Merck, Darmstadt, Alemania Occidentel). Ias placas de
cromatografia en #apa dclzada se revelaron utilizando une
mezcla 40:40:25:1:1 (v:v) de acetona, cloroformo, alcohol.

metilico, agua, y trietilemina.. -

- Las fracciones numersdes 24 a 38 de la crowruto -

El residuo se cromatografid en una columna (2,5 x 85 em}.
preparada. a partir de 125 g de Sephadex IH-20 que se habid,
hinchadqvpreviamente (18 horas) en bicarbonato de amonic

0,1 M. La columna se eluy6 con un gradiente lineal generar
do a pertir de 2 litros de bicarbonato de amonio C, 1 My

2 ;itros de agua, y se récogieron fracciones de‘23 ml, EL
efluente se analizd por absorcidn en ulitravioleta (254 nm).
Las fraccionés nuneradas 170 a 182 se reunieron y se¢ eva-
poraron a vacio. E1l residuo se cromatografid en una columnma
(2;5 x 55 cm) preparada a pertir de 80 g de Sephadex IH-2(
que se habia hinchado previamente en bicarbonato de amoni¢
0,05 M., La columna se eluyd con un gradiente lineal generg-
do a partir de 2 litros de bicarbonato de amonio 0,05 M y
2 litros de bicarbonato de amonio 0,02 M, Bl efluente se

analizé por absorcidn en ultraviolefa (254 nm). Se continyd
la elucidén con 2 litros de bicarbonéto de amonic 0,2 W,

recogiéndose fracciones de 23 ml. Se recogid un total de

257 fracciones. Tas fracciones numeradas del 70 21 110 se
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reunieron y se cvaporaron a vacio dejando el conjugado mar-

fosfato y el decido 5“adenilico sustituido con tiroxina en

el que se habla eliminado el grupo bloqueante trifluorc-
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cado como un residuo amarillo-mnaranjade. Una solucidn aculo-
se aloa%ina de este residuo exhibia mdximos de absorcidn
en ultravioleta en las longitudes de onda siguientes: 270
nm, 345 nm, y 450 m. 31 rendimiento, estimado a partir dd
la absorcién a 450 nm, era aproximadamente del 5%.

- Una preﬁaracidn de fosfodlesterasa (Worthington
Biochemical Corp.; Freehold, Nueve Jérsey, BE.UU.) aisladsg

a partir de veneno de serpientes (Crotalus Adamanteus) hi-

drolizé el producto arriba indicado a riboflavin-5!-mono~

acetilo.

- Descripcién adicional de la preparacién de con-
jugaébs marcados de este Tipo puede encontrarse en la so-
licitud de patente de los ER,UU. He de Serie 91%.962, Pra-
sentada el 22 de junio de 1978, y cedida a la presente firy-
ma_ cesionaria.

B. Preparzcidn de apoglucosa-oxidasa

Se dializdé glucosa-oxidasa ¥y se 1iofilizd como
en lg paite 3 del Bjempio 1 anterior. Una porecidn de 1ls
glucosg~oxidasa liofilizada (80 mg) se disolvié en 20 ml
de glicerina al 30% (v:v) y la solucidn se ajusté a pH 1,4
ﬁor adicidn de deido sulfurico concentrado (HESO4). Ta s0+
lucidn se incubd a 49C durante 2 horas y luego se hizo pat
sar a través de wna columna de Sephadex G-50 (Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) a 49C, equilibrada con
glicerina al 30% (viv) ajustada a pﬁ 1,4 con H,S0, con-
centrado, B1 pico de proteina eluido se recogid (27 ml,

que contenian 74% en peso de material afiadido a la colunng)
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¥ so disolvieron en el producto eluido recogido 200 mg
de seroalbdmina de bovino. Se afiadié despuds carbdén vege-
tal (6QO ngy grado RIA, de Schwarz-ilann, Orangeburg, Hue-
va Yorlt, BE.UU.) y se neuiralizd la mezcla por adicién de
4,0 ml de tampén de fosfato 0,4 M (pi 8,0) y suficiente
NaOl 2K para ajustar el pH a 7,0. La meszcla se aglitéd du-
rante €0 minutosba ASC y se filtrd sucecivamente a través
de filtros Milliﬁore de 0,8 ¥ 0,22)1 (Millipore Corgp.,
Bedford, lMassachusetts, EE.UU.). Se afiadid azida de sodio
(10%, pzso:volumen) pera dar una concentracidn final 2
la mezcla de 0,15,

C. Reactivos de ensayo

1. Conjugado marcado: Se diluyd N6~(6~aminohexil)—ﬁi—
roxina-FAD en tampdén de fosfato 0,1 W que contenia
0yl de seroalbdmine de bovino (pH 7,0) a una con-
centracidén de 400 nll,

2. Apoenzima: Se diluyd apoglucosa-oxidasa en tampdn
de fosfato 0,1 I gque contenia 0,1 de seréalbﬁmina
de bovino (peso:#olumen) (pH 7,0) a vna concentra-

¢idn 4,0 micronormal (uN) de puntos de fijacién
de FAD (véase 1la parte C-2 del Ejemplo 1).

3. Antisuero: Se bombved solucidn saturada de sulfato
de amonio (7,5 ml) (0,1 ml/minuto) a la temperatura
ambiente en 15 ml de antisuero anti-tiroxina de co-
nejo, agitando, en un baiio de hielo. La suspensién
resultante se dejé en reposo durante 2 horas a 49C,
sin agitacién. Se recogid el precipitado por cen-
trifugacidn, se disolvid en 3 ml de tampén de vora-
to 50 mif enfriado con hielo (pH 8,6) y se dializé

durante la noche contra 1 litro de tampdén de boratq
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D. Procedimientos de Ensayo
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[
50 m¥ (pH 8,5). La solucidn de inmunoglobuling se 1lgw

vé luego al volumen de antisuero original por adicida

de tampén de bvorato 50 mil (pH 8,6). Ta solucién de
]

inpunoglobulina se diluyd ademds en tampdn de fosfato

0,1 ¥ que contenia 0,15 (peso:volumen) de seroslbimik
!

na de'bqvino (pH 7,0) para uso en los procedimientos

de ensajo deseritos a continuacidn en las proporcionss

indicadas. /

4. Patromes: Se utllizé sal de sodio de tiroxina (Sigma
.ChemiCal Co., San Luis, Hissouri, EE.UU.) como una
solucidn medre de 1 mg/nl valorada en solucién er
agua destiiada con hidrdéxido de sodio 2N hasta un pH
final de 10,2. Se prepararon patrones por dilucidn ae

esta solucidn madre en tampén de fosfato 0,1 M quec

“contenis, 0,1% (peso:volunen) de seroalbdmina de bovi
no (pE 7,0). .

5. Reactivo de deteccidn: Se prepard un reactivo de en-
sayo de glucosa-oxidasa por mezcla de 11 paﬁtes de taii-
pén de fosfato 0,15 M (pH T,0) gue contenia 1,84 (pe-
so:volumen) de seroalbimina de bovino, 2 partes de
4-aminoantipirina 2,0 m! que combenia 0,6 mg/ml de
péroxidasa, 2 partes de sulfonato -de 3,5-dicloro-2-
~hidroxibenceno 20 mi¥ en tampén de fosfato 0,1 ¥ (pH
7,0) ¥ 2 partes de glucosa 1,0 ¥ en solucidn acuosa

saturada de gcido benzoico,

1. Adicidn de todos los reactivos gin etapa de pre—ink

cubacidn

Se efladieron los siguientes reactivos en secuep-—

cila a cubetas de reaccidn separadas: 0,05 ml de la solu-
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.209C y luego se afiadieron a cada una sucesivamente 0,1 ml

=
tHojn nvm, )8

! - .
cién de conjugado marcado, 0,05 ml de una solucidn patrdén

seleccionada, 0,1 ml de una dilucién 1l:4 de la solucidn
de antisuero en el tampdén de fosfato, 1,7 nl del reaciivg
de det%ocidn, y 0,1 ml de la solucidn de gpoenzima. Cada
mezela de reaccidn se incubd durante 30 minutos a 209C y
se midié la abgorbancia a 520 nm.

2, Pre-incubacidn con antisuero

Se afiadieron los siguientes reactivos en sccuer~
cia a cubetas de reaccidn separadas: 0,05 ml de la solu~
cién de conjugndo marcado, 0,05 ml de una solucidén patrdn
seleccionada, y 0,1 ml de una dilucidn 1:16 de la solu~
cidn de antisuero en el tampén de fosfato. Cada mezcla
de resccidn se incubd durante 20 minutos a 20°C y luego .
se afiadieron 1,7 ml del reactivo de deteccidén y 0,1 ml
de la solucidén de gpoengima a cada una, sucesivamente.,
Después de una incubacidén adicional durante 30 minutces

a 20¢C, se midid la absorbancia.a 520 nm en cada cubeta.

3. Pre~incubacidn con apoengzima

' Se afiadieron los reactivos siguientes en se-
cuencia a cubetas de reaccidn scparadas: 0,05 nl de la
solucidén de conjugado marcado, 0,05 ml de una solucidén pa-
trdén seleccionada, y 0,1 ml de la solucidn de apoenzima.,

Cada mezcla de reaccidn se incubd Gurante 20 minutos a

]

de ung dilucidn 1:2 de la solucién de antisuero en el tan

[9]

pén de fosfato y 1,7 ml del reactivo de deteccidén. Despué
de una incubacidén adicional durante 30 minutos a 209C,
se midid la absorbancia a 520 nm en cada cubeta.

4. Pre~incubacién secuencial con antisvero en primer

lugar v vosgteriormente con gpoenzimg
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de anwisuero en cl tampdn de fosfato., Cada mezcla de reac

‘cada una después de una incubacidn de 30 minutos a 209C.

tofr niiny. 5 9

Se afladieron los reactivos siguientes en secuen
cia a cubevas de reaccidn separadas: 0,05 ml de la solu-
cidén del conjusado marcado, 0,05 ml de una solucidn patrd

seleccipnada, ¥y 0,1 nl de una dilucidn 1:32 de la solucid
i

cidn se incubd durante 20 minutos a 209C y Iluego se afiadi
ron 0,1 1zl de 1a éolucidn de apoenzima a cada una. Despud
de incubacidn ad%ﬁion&l durante 207minutos a 209C, sc afia
dleron 1,7 ml del reactivo de deteccidn a cada cubets v s
midid la ebsorbancia a 520 nm en cada una de ellas despud
de una incubacidn de 30 minubos a 200C.

-

5. Pre~incubacidn secuencial con avoenzima en primer

luzar y vposteriormente con antisuero

Se afiadieron los reactivos siguientes en sa-
cuencia a cubetas de reaccidn separadas: 0,05 ml de la
solucidn del conjugado marcado, 0,05 ml de una solucidn
patrdén seleccionada, v 0,1 ml de:la solucidn de gpoenzimg
Cade mezcla de reaceidn se incubd durante 20 minutos a
209C y se affadieron despuds a cada una 0,1 ml de unae di-
lucidn 1:32 de la solucidn de antisuero en el tampdn de
fosfato. Despuds de una incubacidén adicional dwrante 20
minutos a 209C, sc afiadieron 1,7 ml del reactivo de detec

cidn a cada cubeta ¥y se midid la absorbancis o 520 nm en

6. Pre-incubacidn con antisvero v apocenzima juntamente

Se afiadieron losg éiguientes reactivos en secuen
clia é cubetas de reaccidn separadas: 0,05 ml de la solu-
cidén de conjugado marcado, 0,05 nl de una solucidn patrién
seleccionada, 0,1 ml de la solucidn de gpoengima, y 0,1

nl de vna dilucidn 1:32 de la solueidn de antisuero en el

)
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— tampén de fosfato. Cada mezcla de reaccidn se incubd du-

gran diversidad de secuencias de reaccién.
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ronte 20 minutog a 20°C y luego sz giiadieron a cada una
1,7 ml del reactivo de deteccidn. Despuds de una incuba~
L
cidn adicional de 30 minutos a 20°C, se midid la absor-
bancia a 520 nm en cada cubeta.
i

E, Resultados

Se llevaron a cabo los ensayos en duplicado
con muestras en ?lanco apropiadas. Se encontrd que pars
los métodos 1-3 la concentracidn de tiroxina en 1la 50 1=
ciéﬁ patrén era directamente proporcional a la actividad
de glucosa~oxidasa,‘mientras gue para los métodos 4-6
la concentracidén de tiroxina era inversamente proporcional
a la actividad de enzima. Para los métodos 1-3 en ausen-
cia de tiroxina, la activacidﬁ de enzima estaba inhibhida,
en tanto que para 1los métodos 4-6 la activacidén de enzimg
estabg exaltada. Se encontrd tambidn que los métodos 4-6
eran algo mds sensibles para la tiroxina gue los otros
métodos. La razén o ragones por la(s) cual(es) ia activa~
cidn de enzima estaba diferentemente inhibida o exaltads
dependiendo de la secuencia de reaccidén no se conoce por
conpleto; sin embargo, los resulfados demostraron que
la presente invencidn proporcions un método de enséyo es—

pecifico homogéneo para determinar tiroxina wtilizando una

EJEMPLO 4
Ensayo de Fijacidn Homogénea para Teofilins
A. Preparacidén del conjugado marcado: Teofilina-FAD
A una solucidn de 2,4 micromoles de flavina~N6~
—aminohexil-adening~dinucledtido, preparada como se ées—

cribe en la parte A del Ejemplo 1 anterior, en 200 1l de
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" sulféxido de dimetilo bajo argén gaseoso se afiadieron 0,9

-condujeron a la temperatura ambiente en tampdn de Ffosfato

Hojan nam. 61

ng de l,3-dimetil—1,6,7,8—tetrahidroyiridoéfl,2—e_7purina—
~2,4,9(3H) ~triona (3,62 micromoles), preparada de acuerdo

con el/método de Cook y otros, Res. Comm. in Chem. Pathol.

-

no FPharm. 13: 497( 1976), seguido al cabo de 4 horas por

adicidn de 1,8 mg adicionales (7,3 micromoles) de la mis-
mé.

solvente a vacio (0,1 mm Hg) y el residuo ge cromatOgra-r

U

espues de agitar durante la noche, se evapord el di-

116 en una columng de 2,5 x 90 cm cargada con Sephadey »
TH-20 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia) y se
eluyé con tampdén de bicarbonato de frietilamonio 0,3 M,';
(pH 7,8). 21 producto bruto eluido entre 216 ¥y 246 ml
del efluente se recogié, se aplicd a una placa do gel de .
silice de 20 x 20 cn x 1000 o v se eluyo con una mezcla ;»
8:2 de etanol:tampdén de bicarbornsio de trietilamonio 1 M -
(pd 7,8). Le banda que contenfs el producto deseado
(R, = 0,77) se separé de la placa por raspado,rse extrajo
con tampdén de bicarbonato Jde trietilamonio 1 M (pH 7,8),
se filtré y se concentrd. Ta purificacidn final por recro-
matografia sobre Sephadex TH-20 eluida con el tamnpén g
concentracidn 0,3 M 4id i,26)um01es del conjugado marcado,
como se deverminé por medida de la absorbancia a 450 nm,
lo que equivalis a un rendimiento de 53%.
B. Reacclones de fijacibn de anticuerpos

Se crearon anticuerpos en conejos contra el
inmundégeno 8~(3—carboxi§ropil)—l,3-dimeti1xantina—BSA

como se describe por Cook y otros, Res. Comm, in Chen.

Pathol. Pharm. 13:497 (1975).

Las reacciones de fijacién de anticuerpos se
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o sig%e:
Reactivo : Composicidn
A Tampén de fosfato de sodic 0,1 M (pH 7,0)
B - Conjugado marcado de teofilina FAD 565 nif,
6/ NO-(6—aninohexil)~FaD (el derivado de
FAD) 160 nM
a antisuero conmbra la teofilina (diluidé”ld
ivece; en Reactivo A) |
D 1fa.pog',Lu.cos:a,-oxida.sa, (50 nM de puntos ée Fis
jacién de FAD por ml)
E roactivo de deteccidn: 200 ng de peroxi-

~ ¢idn durante 30 minufos a 202C. Se midid después la ab-

Hojn nam. 62
/
de sodio 0,1 M (pH 7,0) y se realizaron medidas de activi

dad de glucosa-oxidasa en el mismo tampdén a 209C.

Los reactivos utilizados en el ensayo fueron co-

dasa/ml; 0,71 m¥ de 4-aminoantipirina;
7;1 nl de sulfonato de 3,5-dicloro~2-~hi-
droxibenceno; 353 mif de glucosa; ¥ 35 .mg
de BSA/ml.

Los reactivos 4, B, ¥y C se combinaron en cube-
tas de reaccidn separadas en las proporciones indicsdas
en 1s Tabla 4 a continuacidén. Se afiadieron luego rdpida

i

y sucesivemente el reactivo D (100 ml) y el Reactivo B

(283 ml) a cada mezcla de reaccidn, seguidos por incuba-

sorbancia a 520 nm para cada cubeba. Los resultados que

se muestran en la Tabla 4 son los valores medios de ope-

raciones duplicadas.
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- Los vresultados de las reacciones 2-5 muestran qup

{ tiojun nim. 64-

el antisucro no influia en la actividad del derivado de FiD
(esto es, no se copulaba con la teofilina)., Tas reacciones
6-11 demostraron gue niveles crecientes de antisuero con-
tra 1o teofilina rcducian la actividad del conjugado mar-
cado con relacidn a su aptitud para combinarse con 1a apo~
engzima.

C. Bnsayos de Iijacidn competitiva

Estas reacciones se llevaron a cabo como se re-

CT

sefia en la parte B anterior, excepto que niveles prefijado
de teofilina se combinaron con los Reactivos Ay B antes

de la adicidn a los mismos del Reactivo C y también que D,

ra el Regetivo C se utilizd una gilucidn del antisuero a
un volumen 100 veces mayor. Los resuliados se muestran en’
la Tabla 5 a continuacién.

las reacciones 1~3 eran testigos que mostraban
que el anticuerpo contra la teofilina reduce la capacidad
del conjugado marcado para combinarse con la apoenzima.
Las reacciones 4-9 dermuestran que la actividad de FAD sumen-
ta en proporcidn gl nivel de teofilina en la mezcla de reag-

cidbn,
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BEJENPTO 5
Ensayo de Fijacidn Homogénca para IgG Humana
A Prepa;acidn del conjugado marcado: IgG-FAD
[ A 4,24 mg de flavina—N6-aminohexi1~adenina~dinu~

cleétido? preparaGo coito gse describe en la parte A del Ejien-—

plo 1 anverior, se siiadieron 2,5 mg de diclorhidrato de di
metiladipimidéto (Pierce Chemical Co., Rockforg, Illinois,
EE.UU.) en 1 ml dg/agua y 5 ml de trietilamina. Ia mezcla
de reaccidn se agitd a la tempersiwra ambiente duranteiléj

minutos y se afiadieron luego 40 mz de inmunoglobulina huma

na (Igt) en 1 mllde tampén de pirofosfato de sodio 0,1 ﬁv
(pH 8,5). Despuds de agitar adicionalmenie a la tempefaﬁﬁfa
ambiente durante 3 horas, se aplicd la mezcla de reacgi&n
a una columna de 2,5 x 50 cm de Sephadex G-25 (Pharmacia

Fine Chenmicals, Uppsala, Suecia) equilibrada y se eluyd

con tampdén de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0). Las fracciod
nes procedentes del primer pico de elucidn gue tenfan uné

absorbancisg é 450 nn se recogleron j se dializardn sucesi-
vaménte contra 4 litros de ftampdn de fosfato de sodio 0,1

¥ (pH 7,0) durante 16 horas; 4 litros de tampdn de fosfato
de sodio 0,1 ¥ (pH 7,0) que contenfan cloruro de sodio 1 I
durante 24 horas, y tampén de fosfato de sodio 0,01 ¥ (pH

7,0) durante 48 horas. Se afiadié luego azida de sodio hasta
0,1% (peso:volumen). E1l material de reaccidn se filird a
través de.un filtro Millipore de 0,22 micras, y se almaceng.
B. Reacciones de Fijacidén de Anticuerpos

Los reactivos utilizados en el ensayo fueron cou

sigue:
Reactivo Composicidn _
A PTempén de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0)
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Hoja nam. 67

4—aminoantipirina 10 my

glucosa 1,0 1

sulfonato de 3y5~dicloro-4~hidroxibence.t
no 25 nlf en Reactivo A

peroxidase de rabano picante, 1,2 mg/ml

en.Reactivo 4

seroalbdmina de bovino al 30% (peso:vo-
[lumen) (Research Products Divigion, Mi-
~ les Iaboratories, Inc., Elkhart, IN, -

E3.UU.)

v

conjugado marcado IgG~-FAD en solucidy

-~ -~

almacenada procedente de arriba
- apoglucosa~oxidass
‘antisuero de conejo contra IgG humana
(obtenido de Behring Diagnostics, So-
merville, Nueva Jersey, ZE.UU.) N
patrones: IgG humana en Reactivo Aféiﬁi-
veles predeterminados
megzclgs de reactivos como sigue:
180 41 de Reactivo A, 20 nl1 de Reactivo B,
100 1l de Reactivo Dy 5,11 de Reactivo @
(5,4 pt)
0,3 ml de volumen total de diversas Propor-
ciones que contenian el volumen de Reactivo
I indicado en 1lg Tabla § a continuacidn, es-

tando constituido el volumen restante por

80 m1 de Reactivo Dy, 50 m1 de Reactivo E,
334l de Reactivo F, 137 »1 de Reactivo 4
¥ 1,6 m1 de Reactivo H (4,2 pN de puntos de

fijacién de FAD)
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A 300 Ml de la Mezcla n? 1 se afiadieron 300 ul
de la Hezcla nt 2 y 30041 de Reactivo A on cubatags de
reaccidn separadas. Después de al menos 10 minutos de incy-
bacidn a la temperabtura ambiente, se afiadicron 30041 de
Mezela n? 3 a cada mezcla de reaccidn. Despuds de incuba-
cibn adicional durante 30 minutos a 209C, se midid la ab-
sorbancia a 520 nm en cada cubeta., Los resulbados fueron

como sigue:

TABLA 6
Volumen de antisuero Absorbancia
afiadido para preparar (520 nm)
la mezcla nt 2
0 0,659
2 0,750
4 0,602
6 0,494
8 0,443
10 ' 0,415
12 0,408
14 0,392
16 0,375

Los resultados demuestran que a medida que aumen-

ta el nivel de anticuerpos, disminuye la sctividad de glu
cosa~oxidasa éenerada por el conjugado marcado de FAD fren-
te a IgG,
C. Ensayos de fijacidn competitiva

Bstas reaccionss ge llevaron a cabo utilizando

los reactivos descritos en la parte B anterior. Niveles

prefijados de IglG humana en voldmenes de 3004l de Reacti
vo- & se combinaron con IHezcla n¢ 1 en cubetas de reaccidn

separadas. Despuds de ello se afiadié una megcla de 12 ul
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1 —de Reactivo I y 288 ml de Reaedivo 4 a cads mezcla de reacH

cidn. ALl cabo de 10 minmuios se afiadieron 300 ul de liezcla

ne 3, y las mezelas de reaccidn se incubaron g 209C durante

]

30 minmutos. Al finsl de este periecdo, se midid la absorbant

5 cia a 520 nm en cada cuhata, Los resultados fueron COMO oi-

TABTA 7

Centidedes de IgG Absorbancia
Humane afizdida (520 nm)
(he
o 0 0,579
4 0,653
0,751
: 12 0,844
: 16 | 0,986
l 15 24 1,06

O P

Asi, se demostrd que 1= presente invencidn PY G-
: porciona un ensayo de fijecidn especifics para determingr
" el ligando de alto peso molecular, IgG humana, en medios

lfguidos.

et D va Y,

20 MEDIOS REACTIVOS

Como resultarsd evidente para aquéllos que traba-

ot b e

Jan en el campo pertinente g partir de la descripeidn ¥
los ejemplos que anteceden, log mediog reactivos empleados
rara lo realizacidn del método presente pueden gsumir vna
25 gran diversidad de formas. Sn particular, tales medios read-
tivos pucden tomer la forms de una composicidn de ensayo
unitaria, tel como una forma sdélida o 1fquida apropiszda.
Como ilustracidn, una formz de una composicidn de ensayo
pera determinar wn ligando de acuerdo con 1a presente in-
L 30 “vencidén comprende (a) un conjusado marcado gue comprende

27079
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~ un grupo prostético orgénico copulado al ligando o un andt
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“Hojn num.

logo de fijacidn del mismo, (b) una pareja de fijacidn es+
pecifica del lizendo, y (c) una apoenzima capaz de combi-
A vo i A . PR .
narsc con el grupo prosiético pera producir una holoenzi-
ma., Una tal composicidn de encayo puede comprender bambién

reactivos para medir la cctividad de la holoenziwma y, cn

f
gaso deseado y gpropiedo, el conjugado marcado y la apoon
7ima pucden comblrarse en la forma de su complejo de enzlipa

conjusado. Por supuesto, en la composicién de ensayo pueden

—X

estar comprendidos también diluyentes, materiales tampén,
estabilizadorcs; ete., convencionales.

Asimigno, los medios regctivos pusden tomer la
forma de un estuche de ensayo, es decir, una combinacidn:
empaguectada de recipientes que'contienen los elementos
reacfivos necesarios. Nuevamente como ilustracidn, una
forma de un estuche de ensayo para determinar un ligendo
de acucrdd con la presente invencién comprende uno o més
recipientes que contienen (a) un conjugado marcado gue
comprende un grupo prostdético orgsnico copulado al ligan-
do o un andlogo de fijacidn del mismo, (b) una pareja de
fijacidn espécifica del ligendo, y (c) una apoenzimavcapaz
de combinarse con el grupo prostético para producir una

holoenzima. Un tal esiuche de ensayo puede proporcionar

tambidn, en uno o mds de log diferentes recipientes, reac
tivos para medir la actividad de la holoenzima y, en caso
deseado y apropiado, el conjugado marcado y la 5poenzima
pueden combinarse en la forma de su complejo de engima con-
jugado. En una realizacidén, el egtuche de ensayo compren-
de al menos dos recipientes separados, uno de los cuales

LG

conticne el conjugado marcado, y opcionalmente, reactivos
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[~ para medir la actividad de holoenzinma, conteniendo el otrg
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G|

le pareja de fijacidn ¥y la apoengims, Por supuesto, el eg-t
tuche de ensayo pucde inclvir otros reactivos como los co-
%ocidq% en la téenica y que pueden ser deseables desde un
punto de vista comercial y gel usuario, tales como tampo-

nes, diluyentes, patroncs, etcéters.
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REIVIHIDICACIOKES

Los puntos de invencién propia y nueva que se
presenten pafa que sean objeto de esta solicitud de Paten
ﬁ% de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que
sé recogen en las reivindicacioncs siguientes;

l 12,- Un método de ensayo de fijacidn especifico
para dederminar un ligando en un medio lfguido, que comprgn-
de las elapas de: poner en contacto dicho medio liquido .
con (a) medios de reactivo gue incluyen un conjugeado meved-
do que Tiene un componente de marcado gue comprende un reg-
to de un grupo prostéiico orgénico v gue tiene también un
componente de fijacidn produciendo un tal contacto un sis+

tema de reaccidn de fijacidn en el que se forman una espes

cie quimica fijada y una especie quimica libre de dicho con-—

jugado marcado, siendo la proporcién de componente de mard
cedo en las dos especies gufmicas formadas citadas funcién
de la presencis de dicho ligendo en dicho medio lfquido,
y (b) una apoenzima capaz de combinarse con dicho grupo
prostético para producir una holoenzima, y determinar le
proporcién de componente de marcedo en dichas dos especiep
quinicas formadas midien@o la actividad de holoengzima en
dicha especie quimica fijada o en dicha especie guimica
libre, o en ambas.

o8, B1 método de la reivindicecidén 12 en el
que dicho medio 1fquido ce pone en contacto con dicha
apoenzima después del contacto con dichos medios reactivols.

2,- Bl método de le reivindicacidén 12 en el que
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reactivos y dicha apocnzima de un modo sustancislmente gi

multdneo,
: / 42,~ E1 método de la reivindicacidn 32 en el que
i ' )

dichos mediocs reactivos y dicha epoengima se ponen en cont

tacto con dicho medio 1fguido como entidades separadas.

14

M\

% &,- B1 método de la reivindicacidn 32 en el qu

@ichos medios reactivos y dicha apoengims se ponen en con

tacto con dicho medio 1fquido empleando como dicho compo-
nente de marcado en el conjugado marcado un resto de ung
enzime conjugads formedo por dicho grupo prostdtico com='

binado con dicha epoenszima,

628,~ E1 método de la reivindicacidn 12 en ol qu

[

la, constente de fijacidén pars ia asociacién de dichs apo-
enzima ¥ el grupo prostéfico cuyo resito estd comprendido-
en el conjugado marcado es mayor gque aproximadamente 106
mplarhl. .

T28.~ E1 método de la reivindicacidn 12 en el
que la constante de fijacidn para la asociacidn de dichs,
apoenzima y el grupo prostético cuyo resto estd comprendigo
en el conjugado marcado es mayor que 108 molar~t,

8,- EL método de laz reivindicacidn 18 en el

que dicho resto de grupo prostético es un resbo de flavin

5]

~adenina~dimecledtido, flavina-mononucledtido, o hem,

.

[$]

8,~ EL método de 1la reivindicac;én 12 en el qu
dichio resto'de arupo prostético es un resto de flavina-
-adenina~dinucledtido o hem, y dicha apocnzime con la que
se combina aquél es apoglucosa-oxidasa ¢ apoperoxidasa,

respectivamente.

108,- B1 método de la reivindicacidn 12 en el
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_que dicho resto de grupo prostético es un resto de flavina-

Hoja nam. T4

~adenina-dinucledtido,

112.~ E1 método de 1la reivihdicacién 109;’en
el que dicha apoenzima con la que se combina dicho resto de
grupo prostético es apoglucosa~oxidasa.

122~ El método de la reivindicacidn 12, en
el que dicho ligando a determinar es un antigeno o un antiQ
cuerpo para el mismo; un hapteno o un anticuerpo para el mig
mo; © una hormona, vitamina[ metabolito o droga, o0 un recepe
tor o sustancia de fijacidén para las mismas,

138,~ El método de la reivindicacién 12, -en
el que dicho ligando es un haptenc de peso molecular erntle
100 y 1000,

i4é.- El método de la reivindicééién 128, que
comprende las etapas de: poner en contacto dicho medic 1i-
quido con medios reactivos que incluyen (1) un conjugado -
marcado que comprendé'ﬁn grupo prostético orgdnico conulado
con dicho ligande o un andlogo de fijacidn del mismo vy (2)
una pareja de fijacién especifica de dicho ligando, producign
do tal contacto una reaccién de fijacidn en la gue se forman
ﬁna especie quimica fijada-de.dicho conjugado marcado en'la
que dicho ligando copulado o andlogo en dicho conjugado esta
fijado a dicha pareja de fijacién y una especie quimica -
libre de dicho conjugado marcado en la que dicho ligando =
'copulado o andlogo en dicho conjugado no estd fijado a di-
cha pareja de fijacién, siendo la proporcidén de dicho grupo
prostético en dichas dos especies quimicas fomadas funcidn
de la presencia de dicho ligando en dicho medio liguide; -

poner en contacto la especie quimica fijada formada o la =
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capaz de combinarse con dicho grupo prostético pars produ-
cir una holoenzima; ¥y determinar la proporcidn de dicho ax
po progtético en dichas dos ecspecies quimicas formadas por
ﬁgdicidn de la actividad de holoengzima en lag especies qui
mﬁcas con las que se puso en contacto dicha apoenging.
i 158.- E1 método de la reivindicacidn 142 on el
q?e la aptitud de dicho grupo prostético copulado en el
céhjugado marcado para combinarsc con dicha apoenzima para
producir un producto que tiene actividag de holoenzima esg
diferente cuando dicho conjugado marcado estd en dicha eg-
pecie quimica fijada que cuando estd en dicha especie juim
ca libre.
162.~ E1 método de la reivindicacidn 158 el Tip
homogéneo en el gue dicha apoenmima se pone en contacto
con aicha especie quimica fijada y dicha especie quimica
libre reunidas y dicha actividad de holoenzime se mide en

cllas,

172.- E1 nétodo de la reivindicacidn 142 gel tip
heterogéneo en el que dicha especie quimica fijada y dichg
egpecie guimica libre se separan fisicamenie, dicha apo=
engzima se pone en contacto con una de ellas, y dicha scti-
vided de holoenzima se mide en ella.

168,~ E1 método de cualguiera de lag reivindica~
ciones 1428 a 178 en el qué dicho grupo prostédtico es fla-
ving-adenina-dirucledtido, flavina-mononucledtido, o hem,

198.~ E1 nétodo de cualquiera de las reivindi-
caciones 142 a 178 en el que dicho grupo prostdtico es
flaving-adenina~dinucledtido o hem, y dicha apoengima con

la que se combing es apoglucosa~oxidasa. 6 spoperoxidasa,

T -

[+]
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| respectivamente,

para producir una holoenzima, produciendo tal contacto una

Hoja num. 7§

202,~ El método de la reivindicacidn l4é;zen
el que dicho grupo prostético es flavina-adenina«diﬁucledtg
do.

212,- El método de la reivindicacién 202, en
él gue dicha apoenzima con la que dicho grupo prostético se
combina es apoglucosa-oxidasa.

222, El método de la reivindicacién 212, en
el que dicho ligando es una hormona de yodotironina del ti-
roides,

232,~ El método de la reivindicacién 142, en

el que dicho ligando a determinar es un antigeno o un Lapte+4

no y dicha pareja de fijacidn es un anticuerpo de aquéllos.
248,~ E1l método de la reivindicacién 238, en
el qué dicho ligando es un haptenc de peso molecular entre

100 y 1000,

252.-‘E1,método'de la reivindicacién 12, que

comprende las etapas de: poner en contacto dicho medio ligui

do con medios reactivos que iﬁcluyen {1) un conjugado marcad
do que comprende un grupo prostético orgdnico copulado con
dicho ligando o un andlogo de fijacién del mismo, (2) una
pareja de fijacidn especifica de dicho ligando, y (3) una

apoenzima capaz de combinarse con dicho grupo prostético

reaccidén de fijacién en la que se forman una especie quimic;
fijada de dicho conjugado marcado en la que dicho ligando -
copulado o andlogo én dicho conjugado estd fijado a dicha =

pareja de fijacidn, y una especie quimica libre de dicho =-

conjugado marcado en la que dicho ligando copulado o andlogp

en dicho conjugado no estd fijado a dicha pareja de £ijaciéh,’

F5g
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— siende la proporeidn de dicho grupo prostético en dichas

-loenzima en dicha especie guimica fijada o en dicha espe-

// ’ tHojn nam. 77

dos especies quimicas formadas, funcién de la presencia
de dicho ligando en dicho medio liguido; y determinar la
proporcidn de dicho grupo prostético en dichas dos espe-

cies quimicas formedas por medicidn de ia actividad de ho-

cie quimica libre, o en ambas.

268,- 31 método de la reivindicecién 258 en el
que la aptitud de dicho grupo prostético copulado en el
conjusedo marcado para combinerse con dicha apoengimg ra-
ra produeir vn producto gue tiene actividad de holoenzima
¢s diferente cuando dicho conjugado marcado estd en Croha
especie quirica fijada que cuando estd en dicha especie
quimica libre.

272.— E1 método de la reivindicacién 268 del
tipo homogéneo en el que dicha aotividad de holoengzimg
se mide sin separscién de dicha especie quimica fijeds ¥
dicha especie quimica lidbre.

282,~ E1 método de la reivindicacidn 252 del
tipo heterogéneo en el que dicha especie quimica fijada
¥ dicha cspecie quimica libre se separan fisicamente y
dicha actividad de holoenzima se mide en una de ellas.

298.~ E1 método Ge cualguiera de las reivindi-
caciones 252 'a 232 en el gue dicho grupo prostético es
flavina—aéenina—dinuc1edtido, Tflaving-mononicledtido, o
hen,

308.~ B1 método de cualquiera de las reivindi-
caciones 252 g 282 en el gue dicko grupo prostético es
flavina-adenina-dinucleétido o hem, y dicha gpoengima con

la gque se combina aquél es apoglucosa—oxidasa 0 apoperoxi-
Q 0og
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312,- El método de la reivindicacidén 255,'en
el que dicho grupo prostético es flavina-adenina-dinucledti:
do,

328, El métedo de la réivindicacién 318, en
el que dicha apoenzima con la que se combina dicho grupo -
prostético es apoglucosa-oxidasa.

332,~ El método Qe la reivindicacidn 328, en
el que dicho ligando es una hormona de yodotiromina de) ti-
roides, | o

342,- El método de la reivindicacién 252,'én
el que dicho ligando a determinar es un antigeno o un hapte-
no y dicha pareja de fijacién es un anticuerpo de los mis-
mos,

352,~ El método de la reivindicacién 342, en
el que dicho ligando es un hapteno de peso molecular sntre
100 y 1000, _

362,~ El método de la reivindicaciédn 12, que
comprende las etapas de: poner en contacto dicho medio 1li-
quido con medios reactivos que incluyen (1) un conjugado may
cado que comprende (a) un ¢omplejo de un grupo prostético -
orgédnico y una apoenzima qgue se combinan para formar una -
hdloenzima y (b) dicho ligando o un andlogo de fijacién -
del mismo copulado a dicho complejo a través de dicho gru-
po prosfético, y (2) una pareja de fijacidén especifica de -
dicho ligando, produciendo tal contacto una reaccién de -
fijacidén en la que se forman una especie Quimica fijada -
de dicho conjugado marcado en la que dicho ligando copu~
lado o andlogo en dicho conjugado estd f£ijado a dicha pare-

ja de fijacidn y una especie quimica libre de dicho con-
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— Jugado marcado en la gue dicho ligando copulado o andlogo
en dicho conjugado no esta fijado a dicha pareja de fija-
cibn, siendo la proporcién de dicho complejo en dichas do&
especies quimicas formadas, funcién de la presencia de @id
cho ligando en dicho medio liquido, y deberminar dicha Pro-—
porcidn por medicidn de la actividad de holoenzima en di-
cha especie quimica fijada o en dicha especie quimica li-
bre, o en anmbas.

3%5.— Bl método de la reivindicacidn 368 en al

que la actividad de holoengzime de dicho complejo en el

conjugado marcado es diferente cuando dicho conjugado mard
cado estd en dicha especie quimicda fijada que cuando estd
en dicha especie quimica libre.

382,- B1 método de la reivindicacidn 3%5 el bid

po homogéneo en el que dicha actividad de holoenzims s

e

~d

mide en dicha especie quimica fijada y dicha espscie..quimi-
ca libre reunidas. -
398.,~ Bl método de la reivindicacidn 368 del ti+
po heterogéneo en el que dicho complejo tiene actividad ad
holoenzima y en el que dieha especie quimica fijada y di-
cha especie guimica libre se separan fisicamente y dicha
actividad de holoenzima se mide en una de ellas,

402.~ Bl método de cualquiera de las reivingi-

03

]

caciones 368 a 392 cn el cue dicho grupo prostdtico es
flavina~adenina—-dinucleétido o hem, y dicha aposnzima con
la gue se combing es apoglucosa-oxidasa ¢ apoperoxidasa,
respectivamente.

412,~ 31 método de cualgquiera de las reivindi-
caciones 368 a 392 en el gue dicho grupo prostético es

flaving~adenina~dinucledtido y dicha spoenzima con 1o que
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| se combina es apoglucosa~oxidasa.

422 ,-~ El método de la reivindicacidn 365, en
el que dicho ligando es una hormmona de yodotironina del tiw-
roides,

432,- El1 método de la reivindicacidn 362, en
el que dicho ligando a determinar es un antfgeno o hapteno y
dicha pareja de fijacidn es un anticuerpo de los mismos.

442,- El método de la reivindicacidn 438, en
el que dicho ligando’es un hapteno de peso molecular ent>ze
100 y 1000, |

452 ,~ Un método de ensayo de fijacién espezi-
fico para determinar un ligando en un medio liquido,

Tal v como se ha descrito en la Memoria gue
antecede y para los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de ochenta hojas escritas

a mdquina por una séla cara.

vaprro, 26.FEB1980
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