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ES 2374942 T3

DESCRIPCION
Reactivo de liberaciéon para compuestos de vitamina D
Antecedentes

La presente invencion se refiere a una composicion reactivo para la liberacion de los compuestos de vitamina D
unidos a una proteina de unién de la vitamina D, un método para detectar un compuesto de 25-hidroxivitamina D, en
el cual el compuesto 25-hidroxivitamina D, es liberado de la proteina de unién de la vitamina D, mediante el empleo
de este reactivo, y la mezcla obtenida de esta manera se analiza. Se refiere también al empleo del reactivo para
liberar los compuestos de vitamina D, asi como también un kit para detectar la 25-hidroxivitamina D el cual contiene
el reactivo para la liberacion de los compuestos de vitamina D, ademés de reactivos inmunolégicos comunes.

Un suministro adecuado de vitamina D es vital, como ya sugiere el mismo término de "vitamina". Una deficiencia de
vitamina D conduce a graves enfermedades tales como el raquitismo o la osteoporosis. Asi como la vitamina D se
consideraba todavia como una sola substancia al principio del ultimo siglo, el sistema de la vitamina D ha cambiado
en el curso de las ultimas tres décadas en una compleja y multiple red de metabolitos de la vitamina D. Actualmente
se conocen mas de 40 diferentes productos metabdlicos de la vitamina D (Zerwekh, J.E., Ann. Clin. Biochem. 41
(2004) 272-281).

Los seres humanos pueden producir solamente vitaminas D3 ¢ calciferoles mediante la acciéon de los rayos
ultravioleta de la luz del sol sobre la piel. La vitamina D3 que se produce en la piel se une a la llamada proteina de
unién de la vitamina D, la cual la transporta al higado en donde se convierte en la 25-hidroxivitamina D3 mediante la
25-hidroxilacién. Se sabe actualmente que una multitud de otros tejidos estan involucrados en el metabolismo de la
vitamina D ademas de la piel y el higado, los dos érganos que ya han sido mencionados (véase Schmidt-Gayk, H. et
al. (editores), "Calcium regulating hormones, vitamina D metabolites and cyclic AMP" ("Hormonas reguladoras del
calico, metabolitos de la vitamina D y AMP ciclico"), Springer Verlag, Heidelberg (1990), paginas 24-47. La 25-
hidroxivitamina D y mas especificamente la 25-hidroxivitamina D, y la 25-hidroxivitamina D3 son la forma central de
almacenamiento de la vitamina D en el organismo humano con respecto a sus cantidades. Cuando es necesario,
estos precursores pueden transformarse en los rifiones para formar la 1a,25-hidroxivitamina D biolégicamente
activa, la llamada hormona D. La vitamina D biolégicamente activa regula entre otras cosas la absorcién del calcio a
partir del intestino, la mineralizaciéon de los huesos e influye sobre un gran nimero de otras vias metabdlicas como
por ejemplo, el sistema de la insulina.

La medicion del nivel de vitamina D es por si misma poco significativa cuando se determina el estatus de la vitamina
D de un paciente, debido a que las concentraciones de vitamina D (vitamina D, y vitamina D3) fluctian en gran
manera en funcién de la absorcion de los alimentos. Ademas, la vitamina D tiene una relativamente corta semivida
bioldgica en la circulacion (24 horas) y por lo tanto no es tampoco por esta razén un parametro adecuado para la
determinacion del estatus de la vitamina D de un paciente. Lo mismo sirve también para las formas fisioldgicamente
activas de vitamina D (1,25-hidroxivitamina D). Estas formas biolégicamente activas tienen también lugar en
concentraciones relativamente pequefias y altamente fluctuantes, comparadas con la 25-hidroxivitamina D. Por
todas estas razones la cuantificacion de la 25-hidroxivitamina D en particular es un medio adecuado para analizar
globalmente el estatus total de la vitamina D de un paciente.

La unién de la 25-hidroxivitamina D 6 de otros compuestos de la vitamina D, a la proteina de union a la vitamina D,
complica enormemente la determinacion de los compuestos de vitamina D. Todos los métodos conocidos necesitan
que el compuesto de vitamina D que se va a analizar se libere o se separe del complejo que forma con la proteina
de union. En adelante esto recibe el nombre de liberacion de un compuesto de vitamina D a partir de la proteina de
union de la vitamina D, en aras de la simplificacién, aunque por supuesto sélo puede liberarse a partir de un
complejo de un compuesto de vitamina D y de la proteina de unién de la vitamina D, y no a partir de la proteina de
union de la vitamina D, sola.

Dado que la proteina de unién de la vitamina D tiene una alta tendencia a replegarse correctamente, es necesario a
menudo liberar en primer lugar los compuestos de la vitamina D y a continuacién separar la proteina de unién de la
vitamina D, de los compuestos de vitamina D que se van a analizar.

Debido a la alta importancia clinica de la 25-hidroxivitamina D , se conocen un gran numero de métodos a partir de
la literatura que permiten que la 25-hidroxivitamina D sea determinada mas o menos fiablemente.

Haddad, J.G. et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 33 (1971) 992-995, y Eisman, J. A. et al., Anal Biochem. 80 (1977)
298-305, describen por ejemplo, la determinacién de las concentraciones de la 25-hidroxivitamina D en muestras de
sangre, empleando la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Otros métodos para la determinacion de la 25-hidroxivitamina D, se basan entre otras cosas en el empleo de las

proteinas de unién con la vitamina D, como las que estan presentes en la leche. Asi, Holick, M.F. y Ray, R. (US 5.
981.779) y DelLuca et al., (EP 0 583 945) describen ensayos de vitamina D para la hidroxivitamina D y la
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dihidroxivitamina D que se basan en la unién de estas substancias con la proteina de unién de la vitamina D, en
donde las concentraciones de estas substancias se determinan por medio de un procedimiento de ensayo
competitivo. Sin embargo, un requisito previo de este método, es que los metabolitos de la vitamina D que se
determinen tienen que ser en primer lugar aislados de las muestras de sangre o suero originales, y tienen que ser
purificados mediante por ejemplo, cromatografia.

Armbruster, F.P. et al., (WO 99/67211) describe que para la determinacion de la vitamina D debe prepararse una
muestra de suero o plasma, mediante precipitacion con etanol. En este método el precipitado de proteina se separa
por centrifugacion y el sobrenadante etandlico contiene los metabolitos solubles de la vitamina D. Estos pueden
medirse en un ensayo de unién competitiva.

Alternativamente, la patente EP 0 753 743 describe que las proteinas pueden separarse de las muestras de sangre
o de suero, empleando una sal de peryodato. En este caso, los compuestos de vitamina D se determinan en el
sobrenadante libre de proteina a partir de las muestras tratadas con peryodato. En algunos ensayos comerciales se
recomienda el acetonitrilo para la extraccidon de la muestra de suero o de plasma (por ejemplo, en el ensayo radio
inmunoldgico de DiaSorin o en el ensayo de la vitamina D a partir del "Immundiagnostick" Company).

En los ultimos afios se han propuesto un gran numero de distintos reactivos de liberacion, los cuales deberian ser en
principio adecuados para la liberacién de los compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién presente en
la muestra. Sin embargo, esta liberacion o desprendimiento, debe ser efectuada en condiciones relativamente
suaves, permitiendo asi un empleo directo de la muestra tratada con el reactivo de liberacién en un ensayo de unién
(ver por ejemplo la patente WO 02/57797 y US 2004/0132104). A pesar de los inmensos esfuerzos realizados los
ultimos afos, todos los métodos disponibles para la determinacion de la vitamina D, presentan desventajas, como
por ejemplo la laboriosa preparaciéon de la muestra, una pobre estandarizacion, una pobre concordancia entre los
distintos procedimientos de ensayo o la mala recuperacién de las puntas de vitamina D (ver en particular Zerwekh,
J.E. mas arriba).

La patente US 2004/0096900 A1 describe un agente de desplazamiento no competitivo para efectuar la separacion
de cualquier metabolito de la vitamina D en la muestra a partir de la proteina a la cual esta unida.

Es particularmente dificil automatizar un ensayo para un compuesto de vitamina D. La automatizacion requiere la
solucion de un muy dificil problema, a saber, la supervivencia en una cuerda floja: por una parte es necesario liberar
los compuestos de la vitamina D a partir de la proteina de unién de la vitamina D, con ayuda de un agente de
liberacion adecuado, y por otra parte las condiciones tienen que seleccionarse de forma que la muestra pueda ser
ademas directamente analizada. Un requisito previo de este andlisis directo adicional es que por una parte, la
proteina de unién de la vitamina D, no se una, 0 ya no se una con una extension significativa a los compuestos de
vitamina D durante este analisis y asi no interfiera con el analisis y por otra parte, que el reactivo de liberacién
empleado no interfiera con la union de los reactivos de deteccidon, como por ejemplo con los anticuerpos de la
proteina de unién de la vitamina D que se va a examinar. Ademas, es sabido que en la poblacién humana existen
alelos diferentes de la proteina de union de la vitamina D los cuales se comportan bioquimicamente de manera
diferente. La liberacion y medicion de los compuestos de vitamina D debe ser comparable para varios alelos/
fenotipos.

Asi, el objeto de la presente invencion es el de desarrollar un reactivo de liberacion para los compuestos de la
vitamina D y en particular para los compuestos de la hidroxivitamina D, el cual pueda por lo menos superar
parcialmente los problemas de la técnica antigua. A continuacion se describe una adecuada composicion reactivo
para la liberacion de los compuestos de vitamina D, un método para la determinacion de los compuestos de la 25-
dihidroxivitamina D, el empleo de la composicion reactivo y kits para la determinacién de los compuestos de la 25-
hidroxivitamina D, empleando esta composicion reactivo, y estan comprendidos en las reivindicaciones adjuntas.

Sumario de lainvencién

La presente invencion se refiere a una composicion reactivo para la liberacion de la vitamina D a partir de la proteina
de unién de la vitamina D la cual tiene un valor del pH de 3,8 a 4,8 y contiene de un 15 a un 30 por ciento en
volumen de uno o mas reactivos anfifilicos seleccionados del grupo formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la
dimetilformamida (DMF), la N,N-dimetilacetamida, la tetrametilurea (TMU), la N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3-
dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida del 4cido hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,7 a
un 8 por ciento en volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono), seleccionado entre el
metanol, el etanol, el propanol, y el isopropanol.

Ademas, la invencién se refiere a un método para la deteccién inmunolégica del compuesto 25-dihidroxivitamina D,
la cual comprende los pasos siguientes:

a) mezclado de la muestra que se va a investigar con un reactivo que libera los compuestos de vitamina D a

partir de la proteina de union de la vitamina D para formar una mezcla que tiene un valor del pH de 3,8 24,8 y
que contiene de un 5 a un 20 por ciento en volumen de uno o mas reactivos anfifilicos, seleccionados del
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grupo formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N, N-dimetilacetamida, la
tetrametilurea (TMU), la N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3 dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y
la triamida del acido hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,5 a un 5 por ciento en volumen de un alcohol de
cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono) seleccionado entre el metanol, el etanol, el propanol y el
isopropanol.

b) analisis inmunoldgico de la mezcla de a).

Ademas se describe como la composicion reactivo de la presente invencion puede emplearse para la liberacion de los
compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién de la vitamina D.

Ademas, se describe un kit para la deteccién de la 25-hidroxivitamina D, el cual contiene los reactivos necesarios
para el procedimiento de ensayo y la composicion reactivo de acuerdo con la invencién para liberar los compuestos
de vitamina D a partir de la proteina de union de la vitamina D.

Descripcion detallada

En una primera version preferida, la presente invencion se refiere a una composicién reactivo para la liberacion de
los compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién de la vitamina D, la cual tiene un valor del pH de 3,8 a
4,8 y contiene de un 5 a un 30 por ciento en volumen de uno o mas reactivos anfifilicos seleccionados del grupo
formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N,N-dimetilacetamida, la tetrametilurea
(TMU), la N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3 dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida del acido
hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,7 a un 8 por ciento en volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3
atomos de carbono) seleccionado entre el metanol, el etanol, el propanol y el isopropanol.

Amidas organicas liquidas son todas aquellas amidas organicas que son liquidas a una temperatura de 20 °C. Son
amidas organicas la dimetilformamida (DMF), la metiletiiformamida, la N-metilpirrolidona (N-MP), la N,N-
dimetilacetamida, la tetrametilenurea (TMU), la 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida
del acido hexametilfosforico, (HMPT).

El grupo de productos quimicos que pueden emplearse de acuerdo con la invencién para un reactivo de liberacion
de la vitamina D, tiene como caracteristica comun que son compuestos anfifilicos. La composicion del reactivo para
la liberacion de la vitamina D contiene con la mayor preferencia desde un 7 a un 20 por ciento de dichos reactivos
anfifilicos.

El reactivo de liberacién contiene de preferencia DMSO, DMF, N-MP y/o DMPU.

En principio pueden estar presentes en una composicion reactivo de acuerdo con la invencién, mezclas de varios de
los reactivos anfifilicos especificados mas arriba, que consisten por ejemplo, en varias amidas liquidas. De
preferencia se emplean solamente tres, y con mayor preferencia solamente dos y también de preferencia solamente
uno de los reactivos anfifilicos mencionados mas arriba.

También se prefiere que el pH de la composicién reactivo de acuerdo con la invencion, esté entre un pH de 3,8 y un
pH de 4,6, con mayor preferencia entre un pH de 3,9 y un pH de 4,5 y también de preferencia entre un pH de 4,0 y
un pH de 4,5.

Como se ha mencionado mas arriba, el reactivo de liberacién puede contener adicionalmente desde un 0,7 a un 7
por ciento en volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono). Se ha demostrado que es
conveniente que dicho alcohol de cadena corta esté también presente en el reactivo de liberacion. La proporcion del
alcohol de cadena corta es de preferencia de un 0,8 a un 5 por ciento en volumen.

Los alcoholes de cadena corta en el sentido de la presente invenciéon son el metanol, el etanol, el propanol, y el
isopropanol. El etanol se ha demostrado que es especialmente adecuado como alcohol de cadena corta y por lo
tanto es el mas preferido.

Con la excepcion de la propia vitamina D, otros compuestos conocidos a partir del metabolismo de la vitamina D se
unen a la proteina de unién de la vitamina D. El gen que codifica la proteina de union de la vitamina D se encuentra
en la poblacion humana en forma de diferentes alelos. Es sabido que los polipéptidos codificados por estos alelos
difieren bioquimicamente, es decir conducen a diferentes fenotipos. Estas diferencias bioquimicas influyen también
sobre la unién y liberacion de los compuestos de vitamina D. La composicion reactivo de acuerdo con la invencion,
es adecuada para la liberacion de los compuestos de vitamina D independientemente del fenotipo de la proteina de
union a la vitamina D. Asi, una version preferida de la presente invencion es el empleo de una composicién reactivo
de acuerdo con la invencion para liberar los compuestos de vitamina D de la proteina de uniéon de la vitamina D 6,
como se ha explicado mas arriba, para la liberacién de los compuestos de vitamina D a partir de complejos de la
proteina de unidn de la vitamina D y el compuesto de vitamina D.
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La composicion reactivo de acuerdo con la invencién se emplea ademas preferentemente, para la liberacion de los
compuestos de vitamina D, en aquellas muestras que contienen o podrian contener diferentes fenotipos de la
proteina de unién de la vitamina D.

Con la finalidad de la liberacion de los compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién de la vitamina D, la
composicién reactivo de acuerdo con la invencion se mezcla con la muestra (de preferencia suero o plasma). El ratio
de mezcla entre el reactivo de liberacion y la muestra es de preferencia entre 10 : 1y 1: 10.

Adicionalmente, se prefiere la mezcla aproximadamente de 1/3 a 3 partes por volumen, de preferencia 1/2 a 2 partes
por volumen de reactivo de liberaciéon con una parte en volumen de la muestra.

La invencion se refiere también a una composicion reactivo como se ha definido mas arriba en la presente,
mezclada con suero o plasma, para formar una mezcla con un valor del pH de 3,8 a 4,8 y que contiene desde un 5 a
un 20 por ciento en volumen de uno o mas reactivos anfifilicos seleccionados del grupo formado por el sulféxido de
dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N,N-dimetilacetamida, la tetrametilurea (TMU), la N-metilpirrolidona
(N-MP), la 1,3 dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2 (1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida del acido hexametilfosférico (HMPT),
y de un 0,5 a un 5 por ciento en volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono) seleccionado
entre el metanol, el etanol, el propanol y el isopropanol.

La composicion y concentracion del tampdn se seleccionan por una persona especialista en la técnica de tal forma
que el margen de pH especificado y las concentraciones deseadas del reactivo anfifilico se ajustan durante la
incubacién con la substancia inmunolégica para la vitamina D. La composicion del reactivo de acuerdo con la
invencion contiene de preferencia 20 mM — 400 mM de porcidon de tampdn. Esta porcidon de tampon es
particularmente de preferencia entre 30 mM y 350 mM 6 entre 50 mM y 300 mM.

Adicionalmente, la invencién se refiere a un método para la deteccién inmunolégica de un compuesto de 25-
hidroxivitamina D, la cual comprende los pasos de:

a) mezclado de la muestra que se va a investigar con un reactivo que libera los compuestos de vitamina D a
partir de la proteina de union de la vitamina D para formar una mezcla que tiene un valor del pH de 3,8 a
4,8 y contiene de un 5 a un 20 por ciento en volumen de uno o0 mas reactivos anfifilicos, seleccionados del
grupo formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N,N-dimetilacetamida, la
tetrametilurea (TMU), la N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3 dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU)
y la triamida del acido hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,5 a un 5 por ciento en volumen de un alcohol
de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono) seleccionado entre el metanol, el etanol, el propanol y el
isopropanol.

b) analisis inmunolégico de la mezcla de a).

Es esencial para la deteccién inmunoldgica del compuesto de 25-hidroxivitamina D, de acuerdo con la presente
invencion, que el compuesto de 25-hidroxivitamina D (= analito) de la muestra se incube con la substancia
inmunolégica bajo las condiciones establecidas mas arriba para la mezcla. El pH es particularmente preferible entre
un pH 4,0 y un pH 4,5 durante esta incubacion. La concentracion del reactivo anfifilico seleccionado de acuerdo con
la invencion es de preferencia entre un 7 y un 15 por ciento en volumen y con mas preferencia entre un 8 y un 12
por ciento en volumen durante la incubacion del analito con el reactivo inmunolégico. El alcohol de cadena corta esta
de preferencia presente a una concentracion de un 0,7 a un 1,5 por ciento en volumen y con mayor preferencia de
un 0,8 aun 1,2 por ciento en volumen durante dicha incubacién con el reactivo inmunolégico.

Si no se establece otra cosa, el término "compuesto de vitamina D" debe comprenderse como que incluye todos los
compuestos que contienen la estructura de la vitamina D, 6 la estructura de la vitamina D3, de acuerdo con las
siguientes formulas estructurales | y Il
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Formulal

H,C 2 24 ZGCHS

En las férmulas estructurales | y I, las posiciones de la vitamina D estan establecidas de acuerdo con la
nomenclatura de los esteroides. La 25-hidroxivitamina D significa los metabolitos de la vitamina D que estan
hidroxilados en la posicion 25 de las formulas estructurales | y II, es decir la 25-hidroxivitamina D», asi como también
la 25-hidroxivitamina D3;. Los compuestos adicionales de la 25-hidroxi-vitamina D son las formas 1,25 y 24,25-
dihidroxivitamina D.

La 1,25-hidroxivitamina D se refiere a las formas activas de la vitamina D (las llamadas hormonas D) tienen una
hydroxilacién en la posicidon 1 asi como también en la posicion 25 de las férmulas estructurales | y II:

Otros metabolitos conocidos de la vitamina D son la 24-, 25-dihidroxivitamina D, y la 24,25-dihidroxivitamina Ds.
La deteccion inmunolégica de un compuesto de vitamina D se efectua de preferencia de forma que por lo menos se
detecte un compuesto de la 25-hidroxivitamina D seleccionado del grupo formado por la 25-hidroxivitamina D>, la 25-

hidroxivitamina D3, la 1,25 dihidroxivitamina D, y la 1,25-dihidroxivitamina D3.

Como ya se ha mencionado mas arriba, la 25-hidroxivitamina D, y la 25-hidroxivitamina D3 son formas
particularmente relevantes de la vitamina D, para el diagnéstico. En el método de acuerdo con la invencion, la
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deteccion de la 25-hidroxivitamina D y/o la 25-hidroxivitamina D3 es la preferida.

En principio pueden emplearse como materiales inmunoldgicos todos los socios proteinaceos, como por ejemplo los
anticuerpos u otros polipéptidos especificamente de unién que unen uno o mas compuestos de la 25-hidroxivitamina
D. Un requisito previo para emplear en el método descrito mas arriba para la deteccion de un compuesto de la 25-
hidroxivitamina D es solamente que la unién al compuesto de la 25-hidroxivitamina D que se va a examinar, tenga
lugar bajo las condiciones de incubacién seleccionadas.

El término anticuerpo significa anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos de union a antigenos
de estos anticuerpos como por ejemplo los fragmentos Fab, F(ab)2' 6 anticuerpos de cadena Unica. Los polipéptidos
que se unen especificamente son en particular socios de unién como aquellos que pueden obtenerse mediante el
fago display McCafferty, J. et al., Nature 348 (1990) 552-554, con tecnologias del ADN recombinante (patente US
4.816.567) o a partir de bibliotecas de anticuerpos recombinantes (Larrick, JW. y Fry, K.E. Hum. Antibod.
Hybridomas, 2 (1991) 172-189). Es preferible el empleo de anticuerpos policlonales o monoclonales producidos de la
manera convencional o fragmentos de union a antigenos, de los mismos.

Todos los metabolitos conocidos de la vitamina D son como tales no inmunogénicos. La activacion quimica de los
componentes del metabolismo de la vitamina D asi como su copulacién a moléculas soporte o grupos informantes
no es cualquier cosa. Asi, para una exitosa inmunizacidon es esencial preparar un conjugado el cual, por ejemplo,
contiene la 25-hidroxivitamina D como un hapteno. El término hapteno para una persona especializada en la técnica
significa una substancia que por si misma no es inmunogénica pero al copularse con una moléculas soporte grande
se convierte en una forma contra la cual pueden generarse los anticuerpos. Los materiales de soporte adecuados
para la produccion de un conjugado de hapteno ya son conocidos por una persona especializada en la técnica. La
albumina de suero bovino, la B-galactosidasa o la lamada hemocianina del molusco "keyhole limpet" ("lapa de ojo de
cerradura") (KLH), se emplean habitualmente como materiales de soporte.

Varias posiciones de las estructuras como se muestran en las formulas | y 1l son en principio adecuadas para la
activacion y la copulacion con un material de soporte. La copulacion via posicion 3 de la 25-hidroxivitamina D, 6 de
la 25-hidroxivitamina D3 se ha comprobado por ejemplo, que es favorable para la generacién de anticuerpos que se
unen a la 25-hidroxivitamina D de manera adecuada.

Un procedimiento para la produccion de anticuerpos que se unen a la 25-hidroxivitamina D, asi, como también a la
25-hidroxivitamina D3, se describe en detalle en los ejemplos.

La composicion reactivo de acuerdo con la invencién se ha confirmado que es adecuada para emplear en un ensayo
automatizado para los compuestos de la 25-hidroxivitamina D. La presente invencion se refiere de preferencia al
empleo de una composicion reactivo de acuerdo con la invencion para la liberacion de los compuestos de vitamina D
a partir de la proteina de unién de la vitamina D, especialmente en un ensayo inmunolégico para la determinacion de
los compuestos de la 25-hidroxivitamina D.

El ensayo para la 25-hidroxivitamina D estd de preferencia completamente automatizado. Completamente
automatizado en este caso significa que el experimentador solamente tiene que colocar la muestra en un analizador
automatizado y todos los demas pasos se efectian automaticamente por el aparato analizador. El ensayo
completamente automatizado es particularmente preferido efectuarlo con un analizador Elecsys® de la firma Roche
Diagndstics.

La composicion reactivo de acuerdo con la invencién se emplea de preferencia en un método para la deteccion de la
25-hidroxivitamina D, y/o la 25-hidroxivitamina Ds.

El ensayo se efectua de preferencia como un ensayo inmunolégico competitivo en el cual la composicion reactivo de
acuerdo con la invencion se emplea como la llamada muestra tampodn, es decir la muestra se mezcla con la
composicion reactivo de acuerdo con la invencién. En dicho ensayo competitivo se afiade un compuesto de vitamina
D en una cantidad definida a los competidores del ensayo con el correspondiente compuesto de vitamina D a partir
de la muestra para los sitios de unién del anticuerpo de deteccién. Cuanta mas cantidad del compuesto de vitamina
D esta presente en la muestra, tanto mas pequefia es la sefial de deteccion.

El método para la deteccion inmunoldgica de un compuesto de la 25-hidroxivitamina D puede efectuarse de
diferentes maneras, tomando como base el conocimiento de la presente invencion.

Por ejemplo y de manera preferida, la muestra se mezcla en primer lugar con una composicién reactivo de acuerdo
con la invencién y se incuba antes de que se afiadan los otros componentes del ensayo.

Adicionalmente, y de manera preferida, la muestra, la composicion reactivo de acuerdo con la invencién y una
substancia inmunoldgica se mezclan juntas directamente y a continuacion se efectia una incubacion.

También es posible y preferido que la composicion reactivo de acuerdo con la invencion ya contenga la substancia
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inmunoldgica. Esto significa que en esta version, la composicion reactivo de acuerdo con la invencion contiene
adicionalmente de preferencia un anticuerpo policlonal o monoclonal para la 25-hidroxivitamina D.

Muchos sistemas de ensayo comerciales se basan en el empleo de fases sdlidas recubiertas con avidina o
estreptavidina (SA), por ejemplo placas de microtitulacion revestidas de SA 6 latex recubiertos con SA.

Un derivado biotinilado del analito se une por ejemplo a esta fase sdlida de SA antes o durante el procedimiento de
ensayo. Cuando se detecta la 25-hidroxivitamina D, ésta puede ser por ejemplo una 25-hidroxivitamina D biotinilada
y/o una 25-hidroxivitamina D3 biotinilada. Cuando se emplea una fase solida revestida de SA, es posible y preferible
que la muestra, la composicién reactivo de acuerdo con la invencién, un derivado biotinilado de la 25-hidroxivitamina
D y una substancia inmunolégica, se mezclen y se incuben conjuntamente.

De acuerdo con lo descrito en la presente invencién, una persona experta en la técnica es capaz de utilizar un kit de
ensayo que contiene todos los componentes que son necesarios para detectar los compuestos de la vitamina D. En
particular un kit de ensayo preferido para la deteccion de un compuesto de vitamina D se caracteriza porque ademas
de un anticuerpo contra el compuesto de vitamina D, dicho kit comprende una composiciéon reactivo como se
describe en la presente.

La invencién se clarifica ademas mediante los ejemplos y figuras siguientes. El alcance real de proteccion es
resultado de las reivindicaciones adjuntas a esta invencion.

Descripcioén de las figuras:

Figura 1: Método de comparacion: inmunoensayo (- DMSO) y LC-MS-MS
Se determind la 25-hidroxivitamina D mediante cromatografia liquida combinada con la espectroscopia
de masas (LC-MS-MS) asi como también por medio de un inmunoensayo (IA) en el cual se empled
tampodn sin anadir DMSO (= - DMSO) para la incubacion. Los resultados en ng/ml para un total de 53
muestras se represento sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y sobre el eje de las Y para el IA.

Figura 2: Método de comparacion: inmunoensayo (+ DMSO) y LC-MS-MS
Se determind la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se emple6 un tampén conteniendo DMSO (= +DMSO) para la incubacion en el IA. Los resultados
en ng/ml para un total de 48 muestras se representd sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y sobre el
eje de las Y para el IA.

Figura 3: Método de comparacién: inmunoensayo (- DMSO) y LC-MS-MS
Se determiné la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se empled un tampén sin DMSO para la incubacion en el IA. Como muestras se emplearon 31
muestras a partir de personas de ascendencia africana. Los resultados en ng/ml para un total de 78
muestras se representaron sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y sobre el eje de las Y para el |A.

Figura 4: Método de comparacion: inmunoensayo (+ DMSO) y LC-MS-MS
Se determiné la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se empleé un tampoén conteniendo DMSO para la incubacion en el IA. Entre otras, se emplearon
como muestras, 31 muestras de personas de ascendencia africana. Los resultados en ng/ml para un
total de 79 muestras se representaron sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y sobre el eje de las Y
para el IA.

Figura 5: Método de comparacion: inmunoensayo (+ DMSO) y LC-MS-MS
Se determind la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se empleé un tampoén conteniendo DMSO para la incubacion en el IA. Entre otros, se emplearon
81 muestras de personas de ascendencia africana, como muestras. Los resultados en ng/ml para un
total de 136 muestras se representd sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y sobre el eje de las Y
para el IA.

Figura 6: Método de comparacion: inmunoensayo (+ DMF) y LC-MS-MS
Se determind la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se empled un tampoén conteniendo dimetilformamida (= + DMF) para la incubacioén en el IA. Entre
otras, se emplearon 81 muestras a partir de personas de ascendencia africana, como muestras. Los
resultados en ng/ml para un total de 136 muestras se representaron sobre el eje de las X para la LC-
MS-MS y sobre el eje de las Y para el IA.

Figura 7: Método de comparacion: inmunoensayo (+ N-MP) y LC-MS-MS
Se determind la 25-hidroxivitamina D mediante LC-MS-MS asi como también por medio de un IA en el
cual se emple6 un tampén conteniendo N-MP (= + N-MP) para la incubacion en el IA. Entre otras, se
emplearon como muestras, 81 muestras a partir de personas de ascendencia africana. Los resultados
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en ng/ml para un total de 135 muestras se representaron sobre el eje de las X para la LC-MS-MS y
sobre el eje de las Y para el IA.

Ejemplo 1

Sintesis de la 25-hidroxivitamina D3 - 3-hemisuccinato KLH

Para esta sintesis se activd quimicamente la 25-hidroxivitamina D3 a la posicion 3 (véase formula Il) y se copuld a la
KLH como soporte inmunoldégico. Esta sintesis se efectué mediante los pasos intermedios del 25-hidroxivitamina D3 -
3-hemisuccinato y del 25-hidroxivitamina Ds- 3-hemisuccinato-N-hidroxisuccinimida éster.

1.1 Preparacion del 25 hidroxivitamina D3-3-hemisuccinato

10 mg (25 ymmoles) de 25-hidroxivitamina D (Sigma-Aldrich, n® H-4014) se disuelven en 1 ml de piridina absoluta y
se agitan durante 4 dias a temperatura ambiente en la obscuridad con 125 mg (1,25 mmoles) de anhidridos
succinico. La mezcla de reaccion se trata con 10 ml de acetato de etilo y en cada caso se lava con 2 x 10 ml de
agua, acido clorhidrico 0,1 M y a continuacion de nuevo con agua. La fase organica se seca empleando
aproximadamente 1 g de sulfato de sodio anhidro, se filtra y el disolvente se elimina al vacio. El solido residual se
seca al alto vacio, obteniéndose 10,5 mg (rendimiento: 84 %) de un sdlido incoloro.

1,2 Preparacion del 25-hidroxivitamina D3-3-1000 hemisuccinato-N-hidroxisuccinimida éster

Se disuelven 10,0 mg (20 ymoles) de 25-hidroxivitamina D3-3-hemisuccinato en 7 ml de diclorometano anhidro y se
mezclan con 2,76 mg (24 pmoles) de N-hidroxisuccinimida y 3,72 mg (24 pmoles) de N(3-dimetilaminopropil)-N'-etil-
carbodiimida (EDC). Se agita durante la noche en atmdsfera de argdn, a continuacion la fase organica se lava dos
veces con 10 ml de agua, se seca con aproximadamente 1 g de sulfato de sodio anhidro y se filtra. El disolvente se
elimina al vacio y el producto de reaccion residual se seca durante 3 horas al alto vacio. Se obtiene 11,3 mg
(rendimiento: 94 %) de éster de N-hidroxisuccinimida, el cual se emplea para la conjugacion sin una purificacion
adicional.

1. 3 Sintesis del 25-hidroxivitamina D3-3-hemisuccinato-KLH

Se disuelven 150 mg de hemocianina del molusco "keyhole limpet" (KLH; Sigma-Aldrich n® H 8283) en 25 ml de
tampon de fosfato de potasio 0,1 M, de pH 8,0 y se afiaden 11,3 mg del éster de N-hidroxi-succinimida en 2 ml de
DMSO. Se agita durante la noche a temperatura ambiente, el producto se purifica a continuacién mediante una
columna de gel (AcA 202, volumen de la columna 0,5 litros; tampén de fosfato de potasio 0,1 M de pH 7,0). Las
fracciones que contienen la proteina conjugada se detectan mediante absorciéon de UV (A = 256 nm) y se retnen. Se
afiade un 10 % de glicerina, y la solucion opalescente de color gris se emplea para la inmunizacion.

Ejemplo 2

Generacion y aislamiento de anticuerpos contra la 25-hidroxivitamina D3
2.1 Inmunizacién

Los anticuerpos se generan en una oveja. Para la inmunizacién se emplea el conjugado 25 — hidroxivitamina D3-3-
hemisuccinato KLH del ejemplo 1. La dosis de inmunizacién es de 0,1 mg por animal. La primera inmunizacion se
efectia en adyuvante de Freud completo. Se efectian inmunizaciones adicionales a intervalos de 4 semanas en
adyuvante incompleto de Freud durante

un periodo de 10 meses. Se recoge el suero en el centro de cada intervalo de inmunizacion.
2.2 Purificacion de los anticuerpos policlonales de oveja

Se eliminan los componentes que contienen lipidos del suero de la oveja inmunizada con conjugado de 25-
hidroxivitamina Ds-3-hemisuccinato- KLH con ayuda de Aerosil® (1,5 %). A continuacién se precipitan las
inmunoglobulinas empleando sulfato de amonio (1,7 M). El precipitado se dializa contra tampdn de fosfato de potasio
15 mM conteniendo 50 mM de NaCl, de pH 7,0, y a continuacion se purifica mediante cromatografia de DEAE-
sefarosa. La fraccion de IgG (=PAB < 25- hidroxivitamina D3 > S-IgG. La (DE) se obtiene a partir del flujo a través de
esta columna cromatografica.

2.3 Cromatografia de afinidad para purificar los anticuerpos especificos de la 25-hidroxivitamina D
Se prepara un inmunoadsorbedor que contiene la 25-hidroxivitamina D2 conjugada, como el determinante especifico,
para la purificacién inmunocromatografica de los anticuerpos policlonales. El inmunoadsorbedor se obtiene mediante

los siguientes pasos:
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a) Sintesis del hidroxivitamina D,-3-2'-cianoetil éter

Se disuelven 20,6 mg (50 uymoles) de 25-hidroxivitamina D, (Fluka n°® 17937) en un matraz de 25 ml, de fondo
redondo, de tres bocas, con un termdmetro interno, en 10 ml de acetonitrilo seco, en atmdsfera de argén. Se afiaden
1,5 ml de terc-butanol/acetonitrilo (9:1) a la solucién y se enfria a 6 °C en un bafio de hielo. A continuacion se
afiaden 820 pl de una solucion de acrilonitrilo (86 ul de acrilonitrilo en 1,0 ml de acetonitrilo) y se agita durante 15
minutos a 6°C. A continuacion se afiaden 205 pl de una solucién de hidruro de potasio (25 mg de KH en 0,5 ml de
terc.-butanol/acetonitrilo 9: 1). Tiene lugar una breve floculacién, después de lo cual se obtiene una solucién clara.
La solucidn de reaccion se agita durante 45 minutos adicionales a 6 °C y a continuacién durante 60 minutos a 4 °C

A continuacion se diluye la solucién de reaccion con 10 ml de metil-terc.-butil éter y se lava dos veces con 10 ml de
H,O cada vez. La fase organica se seca con aproximadamente 1 g de sulfato de sodio anhidro, se filtra por una frita
de vidrio G3 y se evapora en un evaporador rotativo. Se seca al alto vacio para formar un residuo claro viscoso con
una masa de aproximadamente 55 mg.

b) Sintesis del hidroxivitamina D,-3-3-aminopropil éter

Todo el nitrilo obtenido mas arriba se disuelve en 15 ml de dietiléter y se mezcla con una suspensién de 7,5 mg de
hidruro de litio en 7,5 mililitros de dietiléter mientras se agita. La mezcla de reaccion se agita durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion se afiade una suspension de 38,4 de hidruro de litio y aluminio en 6,6 ml de
dietiléter. Esto da como resultado una fuerte turbidez de la mezcla. La mezcla de reaccion se agita durante una hora
adicional a temperatura ambiente, a continuacion la mezcla de reaccién se enfria a 0-5 °C en un bafio de hielo y se
afaden cuidadosamente 35 ml de agua. El pH se convierte en fuertemente basico mediante la adicion de 6,6 ml de
solucion 10 M de hidréxido de potasio.

Se extrae tres veces con 65 ml de metil-terc.-butil éter cada vez. Las fases organicas combinadas se secan
empleando aproximadamente 5 g de sulfato de sodio anhidro, se filtran y se evaporan a temperatura ambiente en un
evaporador rotativo. El residuo se seca hasta peso constante empleando una bomba de aceite. El producto crudo se
disuelve en 5 ml de DMSO y 3,0 ml de acetonitrilo y se purifica por medio de HPLC preparativa.

Eluyente A = Millipore-H20 + 0,1 % de &cido trifluoroacético;

Eluyente B = 95 % de acetonitrilo + 5 % de Millipore-H20 + 0,1 % de TFA,;
Gradiente: del 50 % de B al 100 % de B en 100 minutos

Velocidad del flujo: 30 ml/minuto

Temperatura: temperatura ambiente

Dimensiones de la columna: @=5,0cm; L=25cm;
Material de la columna: Vydac C18/300A/15-20 ym
Det. longitud de onda: 226 nm

Las fracciones cuyo contenido en producto es mayor del 85 por ciento de acuerdo con la HPLC analitica (Vydac C18
/ 300A / 5 pym; 4,6 x 250 mm) se reunen en un matraz de fondo redondo y se liofilizan. Se obtienen 13,7 mg
(rendimiento: 58 %) en forma de un liofilizado incoloro.

C) Sintesis del éster de la hidroxivitamina D-3-3'-N-(hemisuberil) aminopropil-éter-N-hidroxi succinimida

11,7 mg (25 ymoles) del derivado amino, se disuelven en 5 ml de DMF recién destilado y se afiaden 92 mg (250
pmoles) del éster de N-hidroxisuccinimida del acido subérico. Se afiaden 3,5 pl de trietilamina y la solucion se agita
durante la noche en atmdsfera de argdn. El producto crudo se purifica mediante HPLC preparativa (las mismas
condiciones de antes). Se obtienen 10,1 mg (rendimiento: 56 %) de éster de N-hidroxisuccinimida después de la
liofilizacion.

d) Sintesis del inmunoadsorbedor de la hidroxivitamina D,

Se lavan 20 ml de EAH sefarosa (Amersham Biosciences n° 17-0569-03) con 200 ml de solucion 0,5 M de cloruro de
sodio sobre una frita de vidrio G3, y se equilibra con 200 ml de tampdn 0,03 M de fosfato de potasio, de pH 7,1.
Después de separar por filtracion el exceso de liquido a través de la frita, la suspension se trata con 200 ml del
mismo tampoén y se afiaden 1,7 mg (2,3 ymoles) del éster de N-hidroxisuccinimida en 10 ml de de DMSO. La mezcla
de reaccion se agita durante la noche a temperatura ambiente en un agitador. Se transfiere de nuevo a una frita de
vidrio en donde se filtra y se lava con 500 ml de tampén de fosfato de potasio 0,05 M/cloruro de sodio 0,15 M, de pH
7,0. Después de un completo filtrado, se resuspende en 25 ml del mismo tampon y se afiaden 0,15 ml de una
solucién al 25 % de azida de sodio para la conservacion.
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e ) Purificacion de los anticuerpos

Se empaquetan 10 ml de la matriz de afinidad de d), en una columna, y se equilibran con un tampén formado por 50
mM de fosfato de potasio, 150 mM de NaCl, a un pH de 7,5 (PBS). Se cargan 3,6 g de PAB < 25-hidroxivitamina D3
> S-IgG (DE), en la columna. La columna se lava en diferentes pasos con PBS, solucién 0,5 M de NaCl que
contiene 0,05 por ciento de Tween® 20 y cloruro de sodio 30 mM. La inmunoglobulina especificamente unida se
desprende de la matriz de afinidad mediante una solucién 3 mM de HCI. El eluato de HCI se dializa contra acetato
de etilo 1 mM y a continuacion se liofiliza. El liofilizado se disuelve en PBS, los agregados se eliminan mediante
cromatografia en Superdex 200®, y los anticuerpos policlonales inmunoadsorbidos obtenidos de esta manera se
emplean en un paso adicional. La matriz de inmunoafinidad se regenera con acido propiénico 1 M y se conserva en
una solucion de PBS que contiene 0,9 % de azida de sodio.

Ejemplo 3

Ensayos para la deteccién de la 25-hidroxivitamina D

Se efectian ensayos comerciales de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las determinaciones de la 25-
hidroxivitamina D se efectuan por medio de HPLC (ensayo para la 25(OH)vitamina D3, de "Immundiagnostik"
Company, Bensheim, orden n°® KC 3400) o mediante LC-MS-MS (Vogeser, M. et al., Clin. Chem. 50 (2004). 1415-
1417) como esta descrito en la literatura.

La preparacion de los ingredientes y el procedimiento de ensayo general para un nuevo ensayo inmunolégico se
describe a continuacion:

3. 1 Sintesis del conjugado de hidroxivitamina D2-3-3'-N-(hemisuberil) aminopropil-éter con biotina-(beta-
Ala)-Glu-Glu-Lys (épsilon) (= Ag-Bi)

Se disuelven 13,7 mg (25 ymoles) de hidroxivitamina D»-3-3'-aminopropil éter en 3,5 ml de DMSO, 28,7 mg (30
umoles) de éster de biotin-(beta-Ala)-Glu-Glu-Lys (epison)-hemi-suberato-N-hidroxisuccinimida (Roche Applied
Science, n° 11866656), se afiaden 12,5 pl de trietilamina y se agita durante la noche a temperatura ambiente. La
solucién de reaccion se diluye con 4,5 ml de DMSO, se filtra a través de un microfiltro de 0,45 ym y a continuacion
se purifica mediante HPLC preparativa (ver condiciones en el ejemplo 2.3 b)). Las fracciones que contienen mas del
85 % del producto de acuerdo con la HPLC analitica, se reunen y se liofilizan. Se obtienen 9,8 (rendimiento: 30 %)
del conjugado de biotina purificado.

3. 2 Rutenilacion de anticuerpos policlonales contra la 25-hidroxivitamina D (= PAB-Ru) purificados
mediante cromatografia de afinidad

Los anticuerpos purificados por afinidad, de acuerdo con el ejemplo 2. 3 e) se transfieren a un tampon de fosfato de
potasio 100 mM, de pH 8,5 y la concentracion de la proteina se ajusta a 1 mg/ml. El reactivo de rutenilacion (rutenio
(I1) tris (bipiridil)-N-hidroxisuccinimida éster) se disuelve en DMSO y se afiade a la solucidon de anticuerpos con un
ratio molar de 7,5 a 1. Después de un tiempo de reaccién de 60 minutos, la reaccion se paraliza mediante la adicion
de l-lisina y el exceso de reactivo marcador se separa mediante cromatografia de permeacion sobre gel con
Sephadex G25.

3.3 Procedimiento de ensayo en el inmunoensayo

La muestra se mide empleando el sistema Elecsys® de la compafiia Roche Diagnostics. Se mezclan 25 pl de
muestra con 30 pl de reactivo de liberacion (A) y simultaneamente o secuencialmente con 15 pl de anticuerpo de
deteccién rutenilado (B) y se incuba durante 9 minutos. En el proximo paso, se afiade el antigeno de pared
biotinilada (C) (50 pl) y el valor del pH se mantiene en el margen deseado mediante la adicion posterior de reactivo
de liberacion (A) (50 pl). Después de 9 minutos adicionales de incubacion se afiaden particulas de poliestireno
magnetizables (D) revestidas con estreptavidina (SA) (30 pl) y después de una incubacion adicional durante 9
minutos, se determina como habitualmente, la cantidad de anticuerpo rutenilado unido.

El reactivo de liberacion (A) contiene:

220 mM tampén de acetato, pH 4,0

0,1 % oxipirion

0,1 % MIT

1% ’ EtOH

0,1 % polidocanol

0,2 % IgG de conejo  y un reactivo anfifilico cuando se especifica

La solucién (B) con el conjugado rutenilado <25-OH-vitamina D > anticuerpo, contiene:
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20 mM tampon de fosfato, de pH 6,5
0,1 % oxypirion

0,1 % MIT (N- metilisotiazolona HCI)
1% EtOH (etanol)

0,1 % polidocanol

1% IgG de conejo (DET)

2,0 pg/ml PAB-Ru (del ejemplo 3. 2)

asi como también un reactivo anfifilico, cuando se especifica

la solucion (C) con el antigeno de pared biotinilada contiene:

20 mM tampodn de fosfato, de pH 6,5
0,1 % oxypirion

1% EtOH

0,1 % polidocanol

0,2 % IgG de conejo

0,18 pg/mi Ag-Bi (del ejemplo 3. 1)

asi como también un reactivo anfifilico, cuando se especifica
La suspensioén con particulas (D) de latex revestido de SA contiene:

0,72 mg/ml particulas de poliestireno magnetizables revestidas de SA, que tienen una capacidad de
unién de 470 ng/ml

Ejemplo 4

Tampon de incubacion de la muesra con/sin adicién de un reactivo anfifilico

En los experimentos anteriores se ha observado que los sueros de los humanos de antecesores caucasianos y los
sueros de humanos de antecesores africanos se comportan de manera distinta en algunos procedimientos de
ensayos para la deteccion de la 25-hidroxivitamina D. Por lo tanto tienen que ser examinados especificamente los
sueros normales de dadores de diferentes ascendencias étnicas.

4.1 Comparacion de las condiciones de incubacién con y sin DMSO
(Caucasianos)
Se emplearon las dos composiciones siguientes de tampén, como reactivo de liberacién:

a) reactivo de liberacién (A), solucién (B) y solucion (C) (ver ejemplo 3.3) sin DMSO (=-DMSO) y
b) reactivo de liberacion (A), solucion (B) y solucion (C) que adicionalmente contiene 10 % de DMSO ( = +
DMSO).

Se examinaron un total de aproximadamente 50 sueros normales de humanos de ascendencia caucasica y se
compararon con el método estandar LC-MS-MS cada vez. Como puede verse en la figura 1, los valores del ensayo
inmunoldgico correlacionan con el LC-MS-MS (un valor r de 0,86 se determiné por medio de la regresion lineal). Sin
embargo, la figura 1 muestra también claramente que la pendiente de la linea de regresién es muy baja (se calculd
0,44). Esto significa una recuperacion muy alterada de las muestras.

En la figura 2 se muestra una comparacion de métodos entre el LC-MS-MS y un ensayo inmunolégico empleando
DMSO. Se calculan una mayor correlaciéon (r= 0,89) y una mayor pendiente (0,60) en comparacion con la
composicion reactivo sin DMSO.

4.2 Comparacion de las condiciones de incubacion con/sin DMSO (caucasicos mas africanos)

Un total de 80 sueros normales, de los cuales aproximadamente 50 procedian de individuos de ascendencia
caucasica y 31 de individuos de ascendencia africana, fueron inmunologicamente analizados y comparados con el
método estandar LC-MS-MS cada vez. Se emplearon los mismos tampones (a) y (b) que en el ejemplo 4.1. Como
puede verse en la figura 3, los valores del ensayo inmunoldgico no correlacionan muy bien con la LC-MS-MS. Se
determind un valor r de 0,69 por medio de la regresion linear. Sin embargo, la figura 3 muestra también con claridad
que la pendiente de la linea de regresion es muy pequefia (se calculé 0,30). Esto indica una recuperacion muy
alterada de las muestras.

Una comparacion del método entre la LC-MS-MS y un ensayo inmunolégico empleando DMSO se muestra en la
figura 4. Se encontré una correlacion significativamente mayor (r= 0,93) asi como también una pendiente mucho
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mayor (0,70) comparadas con la composicion reactivo sin DMSO.
Ejemplo 5

Comparacién de varios reactivos anfifilicos

Se emplearon las siguientes composiciones tampoén:

(b) reactivo de liberacion (A), solucion (B) y solucion (C) con un contenido adicional del 10 % de DMSO (= +

DMSO),
c) reactivo de liberacion (A), solucion (B) y solucién (C) con un contenido adicional del 10 % de DMF (= +
DMF), y
(d) reactivo de liberacion (A), solucién (B) y solucién (C) con un contenido adicional del 10 % de N-MP (= +
N-MP).

Se han examinado aproximadamente 135 sueros normales de humanos de varias ascendencias, empleando
diferentes composiciones reactivo para liberar los compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién con la
vitamina D, comparandolos con el método estandar LC-MS-MS cada vez. Como puede verse de las figuras numeros
5,6y7, el DMF y el N-MP ademas del DMSO son también adecuados como aditivos para un reactivo de liberacion
de los compuestos de vitamina D. Los valores del ensayo inmunoldgico correlacionan muy bien con las LC-MS-MS
para todos los tres aditivos. Se determinaron empleando la regresion lineal, los valores r = 0,91 (tampon (b)), 0,92 (c)
y 0,92 (tampodn (d)) respectivamente. Asi, las composiciones reactivo de acuerdo con la invencién permiten una
determinacion de la 25-hidroxivitamina D que es independiente del fenotipo de la proteina de unién con la vitamina
D.

Se determinaron en este ejemplo valores absolutos del ensayo inmunolégico asi como también en los ejemplos
previos basados en valores de referencia preliminares, por lo que no tienen ningun valor informativo. Una
estandarizacion de la referencia para determinar los valores absolutos, seguros, por medio de la LC-MS-MS, todavia
tiene que efectuarse. Los valores relativos muestran aumentos significativos del ensayo logrados con las
composiciones reactivo de acuerdo con la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion reactivo para la liberacion de la vitamina D a partir de la proteina de unién con la vitamina D la cual
tiene un valor del pH de 3,8 a 4,8 y contiene de un 5 a un 30 por ciento en volumen de uno o mas reactivos
anfifilicos seleccionados del grupo formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N,N-
dimetilacetamida, la tetrametilurea (TMU), Ila N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-
pirimidona (DMPU) y la triamida del acido hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,7 a un 8 por ciento en volumen de
un alcohol de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono), seleccionado entre el metanol, el etanol, el propanol, y el
isopropanol.

2. Composicién reactivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizada porque, esta presente del 7 al 20 por
ciento en volumen de reactivo anfifilico.

3. Composicién reactivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizada porque, el etanol esta
presente como un alcohol de cadena corta.

4. Método para la deteccion inmunoldgica del compuesto de la 25-hidroxivitamina D la cual comprende los
siguientes pasos:

a) mezclado de la muestra que se va a investigar, con un reactivo que libera los compuestos de la vitamina D a partir
de la proteina de unién con la vitamina D, para formar una mezcla con un valor del pH de 3,8 a 4,8 y que contiene de
un 5 a un 20 por ciento en volumen de uno o mas reactivos anfifilicos, seleccionados del grupo formado por el
sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida (DMF), la N,N-dimetilacetamida, la tetrametilurea (TMU), la N-
metilpirrolidona (N-MP), la 1,3-trimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida del &cido
hexametilfosférico (HMPT), y de un 0,5 a un 5 por ciento en volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3
atomos de carbono), seleccionado entre el metanol, el etanol, el propanol, y el isopropanol

b) analisis inmunolégico de la mezcla de a).

5. Meétodo de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde el compuesto de la 25-hidroxivitamina D se selecciona de
la 25-hidroxivitamina D, la 25-hidroxivitamina Ds, la 1,25-dihidroxivitamina Do, y la 1,25-dihidroxivitamina Ds.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde se determinan los compuestos de la 25-hidroxivitamina D,
la 25-hidroxivitamina D, y la 25-hidroxivitamina Ds.

7. Empleo de una composicién reactivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, para liberar los
compuestos de vitamina D a partir de la proteina de unién con la vitamina D.

8. Empleo de una composicion reactivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, para liberar los
compuestos de vitamina D a partir de la proteina de union con la vitamina D, en donde la liberacion es independiente
del fenotipo de la proteina de unién con la vitamina D.

9. Kit para la deteccion de la 25-hidroxivitamina D, el cual contiene los componentes para una deteccion
inmunolégica de por lo menos un compuesto de 25-hidroxivitamina D, caracterizado porque, este kit contiene
adicionalmente una composicion reactivo de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Composicion reactivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, mezclada con suero o plasma, para formar
una mezcla con un valor del pH de 3,8 a 4,8 y que contiene del 5 al 20 por ciento en volumen de uno o més
reactivos anfifilicos seleccionados del grupo formado por el sulféxido de dimetilo (DMSO), la dimetilformamida
(DMF), la N,N-dimetilacetamida, la tetrametilurea (TMU), la N-metilpirrolidona (N-MP), la 1,3-trimetil-3,4,5,6-
tetrahidro-2(1H)-pirimidona (DMPU) y la triamida del acido hexametilfosférico (HMPT), y del 0,5 al 5 por ciento en
volumen de un alcohol de cadena corta (de 1 a 3 atomos de carbono), seleccionado entre el metanol, el etanol, el
propanol, y el isopropanol.
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