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DESCRIPCION

Determinacién directa de la vitamina D en suero o plasma.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un procedimiento para la determinacién cuantitativa de la vitamina D en suero o plasma.
Antecedentes de la invencion

Los seres humanos pueden formar vitamina D; (colecalciferol) en la piel con la ayuda de la luz solar. La vitamina
D, (ergocalciferol) se ingiere con la comida. A pesar de que las vitaminas D, y D; difieren ligeramente en sus cadenas
laterales, tienen una actividad bioldgica idéntica. En circulacién ambas se unen a la proteina de unién a la vitamina
D (VDBP) y se metabolizan en el higado a 25-hidroxivitamina D. La 25-hidroxivitamina D es la forma de almace-
namiento en el cuerpo y el metabolito de la vitamina D con la concentracién mds alta en suero o plasma. Cuando es
necesaria, se hidroxila en el rifién a 1@,25-hidroxivitamina D (la denominada hormona D) que es la forma biolégica-
mente activa y que regula la absorcién de calcio en el intestino, la mineralizacién de los huesos, la diferenciacion de los
osteoplastos, la sintesis de la matriz ésea y, entre otras, también las funciones neuromusculares. Incluso una pequefia
deficiencia de menos de 15 ng de 25-hidroxivitamina D por ml de suero (37,5 nmol/l de 25-OH-Vit.D/I) provoca un
incremento del nivel de parathormona y un incremento de la resorciéon ésea, debido a la reduccion de la absorcién de
calcio (Chapuy MC y col. en J Clin Endocrinol Metab 1996; 81: 1129-33). La deficiencia en vitamina D es un factor
de riesgo importante en la osteoporosis senil. Un diagndstico temprano y el suplemento de vitamina D, permiten una
prevencion eficaz de las fracturas dseas. Una deficiencia severa de vitamina D de menos de 5 ng de 25-hidroxivitamina
D por ml de suero (12,5 nmol/l de 25-OH-Vit.D/l) provoca raquitismo en nifios y osteomalacia en adultos (Scharla
y col. Exp Clin Endocrinol. Diabetes, 1996, 104:289-292). El exceso de vitamina D debido a una sobredosificacién
provoca hipercalcemia. Durante el invierno, en Alemania aproximadamente un tercio de la poblacién mayor de 50
afios sufre de deficiencia en vitamina D debido a la falta de luz (Scharla y col., Osteoporose Int. 1998; 8 (Supplement
2):S7-S12). La gente mds joven también puede sufrir de deficiencia en vitamina D, debido a enfermedades gastroin-
testinales, disfuncién hepdtica, una mala adsorcién, o un metabolismo acelerado inducido por farmacos, por ejemplo,
provocado por antiepilépticos.

Las técnicas de laboratorio convencionales para la determinacién de la 25-hidroxivitamina D en suero y plasma
son muy laboriosas (Tanner y col. (1988), J. Assoc, of Analyt. Chem., 17, 607-710). Ademds, la patente de EE.UU.
5.981.779 (Holick y col.), el documento WO 89/01631 y la EP 0 583 945 (DeLuca y col.) ensefian una prueba para
vitamina D basada en la unién a la VDBP. Para conseguir eso, en primer lugar se deben extraer los metabolitos de la
vitamina D del plasma o suero usando disolventes orgdnicos, y a continuacién se deben purificar por cromatografia.
El documento WO 99/67211 (Armbruster y col.) ensefia la preparacion de una muestra que supone la precipitacién de
las proteinas plasmadticas y séricas con etanol. A continuacion el precipitado de proteinas se extrae por centrifugacién
y el sobrenadante etandlico, que comprende los metabolitos solubles de la vitamina D, se usa en el ensayo de unién.
El documento EP 0 753 743 (Hollis) ensefia la preparacién de la muestra de plasma o suero usando precipitacién con
peryodato. A continuacién se lleva a cabo la cuantificacién de los compuestos de vitamina D en el sobrenadante exento
de proteinas. El documento WO 2004/063704 (Diasorin Inc.) describe un procedimiento de ensayo de una muestra
de sangre o suero para la determinacion de la presencia de 25-hidroxivitamina D que comprende una reduccién del
pH de la muestra a 5,5 o inferior para disociar la 25-hidroxivitamina D de las proteinas de unién a vitamina D. Las
protefnas de unién a vitamina D no se eliminan antes de la cuantificacién de los metabolitos de la vitamina D en la
muestra. El documento WO 02/46746 (Immunodiagnostic Systems Ltd.) se refiere a un procedimiento para medir la
25-hidroxivitamina D en el que se afiade un agente de desplazamiento no competitivo, tal como la warfarina, para
llevar a cabo la separacion del analito en la muestra de las proteinas de unién a vitamina D. La cuantificacién de los
metabolitos de la vitamina D en la muestra se lleva a cabo en presencia de proteinas de unién a vitamina D y del agente
de desplazamiento afiadido. Los documentos WO 03/023391 (Immundiagnostik AG) y DE 10144 905 (Armbruster
y col.) describen un procedimiento para la determinacién de la vitamina D directamente en plasma o suero en el
que se afiade un compuesto salicilico soluble al suero o plasma para liberar la 25-hidroxivitamina D de la VDBP. A
continuacién se determina directamente la cantidad de 25-hidroxivitamina D en plasma o suero usando anticuerpos.

Los procedimientos de preparaciéon de muestras mencionados anteriormente son laboriosos o tienden a generar
errores, 0 ambos. Es el objeto de la presente invencién proporcionar un procedimiento simple y fiable para la determi-
nacion cuantitativa directa de la 25-hidroxivitamina D en suero o plasma.

Breve descripcion de la invencion

Este problema se ha resuelto mediante el procedimiento segun la reivindicacién 1. Las formas de realizacién
preferidas del procedimiento se describen en las reivindicaciones dependientes.

Segtin la presente invencion, el procedimiento directo para la determinacion cuantitativa de los metabolitos de la
vitamina D en plasma o suero sanguineos por andlisis de unién competitiva, sin la necesidad de la purificacién de los
metabolitos de la vitamina D del plasma o suero sanguineos, incluye las siguientes etapas: (a) adicion de una cantidad
apropiada de una serina proteasa con actividad endo y exoproteolitica tal como la proteinasa K a una muestra que con-
tiene plasma o suero sanguineos y la digestion de las proteinas de unién a vitamina D en el plasma o suero sanguineos,
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hasta que ya no se puedan unir mas metabolitos de la vitamina D; (b) dilucién de la muestra que contiene la serina pro-
teasa, los metabolitos de la vitamina D y las proteinas plasmaéticas o séricas digeridas usando un tampén de dilucién,
en el que la serina proteasa es sustancialmente inactiva; (c) proporcién de una composicion trazadora de la vitamina
D, que estd acoplada a una fase s6lida; (d) proporcidon de un anticuerpo, preferentemente un anticuerpo monoclonal
contra los metabolitos pertinentes de la vitamina D, en el que dicho anticuerpo es sustancialmente resistente a la acti-
vidad endoproteolitica de la serina proteasa usada, y (e) combinacién de la muestra con los metabolitos de la vitamina
D (analito), la fase s6lida con el compuesto trazador de la vitamina D y el anticuerpo monoclonal durante un periodo
predeterminado, y la realizacién durante un periodo de tiempo determinado de una reaccién de unién competitiva del
metabolito de la vitamina D y el trazador de la vitamina D sobre el anticuerpo monoclonal en un tampén de unién, en
el que la serina proteasa es esencialmente inactiva y no se puede producir una unién inespecifica entre la vitamina D
y las proteinas séricas remanentes, y (f) la separacion de la fase sélida con el compuesto trazador de la vitamina D y
del anticuerpo monoclonal opcionalmente unido del tamp6n de unién, y opcionalmente, el lavado de la fase sélida; y
(g) determinacion de la cantidad de anticuerpo monoclonal sobre la fase sélida, y (h) determinacion de la cantidad de
metabolito de la vitamina D en el plasma o suero sanguineos usando datos comparativos.

En una realizacion preferida del procedimiento, el andlisis de unién se lleva a cabo a un valor de pH entre 3,0 y
10,0 en presencia del 0,1 al 5,0% (p/v) de gelatina, 1 a 10 mmol/l de EDTA o EGTA, y opcionalmente inhibidores de
la serina proteasa, y del 0,005 al 0,050% (p/v) de S-mercaptoetanol. El anticuerpo usado en las etapas (d) y (f) también
puede ser una mezcla de anticuerpos monoclonales, que se unen especificamente a la 25-hidroxivitamina D; y 25-
hidroxivitamina D,, respectivamente. En una realizacién de la invencién, el anticuerpo monoclonal se puede unir a la
25-hidroxivitamina D; o a la 25-hidroxivitamina D, o a ambas. En una realizacién diferente del procedimiento de la
invencion, el anticuerpo monoclonal se puede unir a la 1@,25-dihidroxivitamina D, o a la 1,25-dihidroxivitamina D;
0 a ambos metabolitos de la dihidroxivitamina D.

El metabolito de la vitamina D determinado mediante el procedimiento segin la invencién se selecciona entre
25-hidroxivitamina D,, 25-hidroxivitamina Ds, 1@,25-dihidroxivitamina D,, y la,25-dihidroxivitamina D;. El ané-
lisis de unién de proteinas y la posterior determinacién cuantitativa preferentemente se llevan a cabo en un ELISA
(ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas), RIA (radioinmunoensayo), FIA (inmunoensayo de fluorescencia), LIA
(inmunoensayo de luminiscencia), ILMA (ensayo inmunoluminométrico) o ECLA (ensayo de luminiscencia electro-
quimico). La cantidad de anticuerpo monoclonal unido preferentemente se determina usando un segundo anticuerpo.
Normalmente el segundo anticuerpo es, por tanto, de una especie diferente. El anticuerpo monoclonal para el andli-
sis de unién también puede estar acoplado a un marcador de color, enzimético, de fluorescencia, de luminiscencia, de
quimioluminiscencia (por ejemplo, acridina) o electroluminiscencia (por ejemplo, complejo de rutenio) cuantificables.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un kit de prueba para llevar a cabo el procedimiento anteriormente
mencionado, que incluye uno o mds anticuerpos especificos para los metabolitos de la vitamina D, un trazador de la
vitamina D acoplado a una fase s6lida, la proteinasa K, y disoluciones tampdn apropiadas. Las disoluciones tampdn
preferidas en el kit de prueba de la invenciéon comprenden un tampén de digestion con agentes desnaturalizantes y que
despliegan las proteinas de unién a la vitamina D, que entonces son digeridas y destruidas por una serina proteasa tal
como la proteinasa K, un tampén de ensayo, que comprende preferentemente una sustancia que inhibe la proteinasa K
y un agente que libera un grupo salicilico, preferentemente dcido salicilico en una cantidad entre 0,1 y 1,0 mol/l, para
evitar una nueva unién inespecifica de la vitamina D a proteinas séricas parcialmente digeridas.

Como se ha mencionado anteriormente, en el procedimiento de la invencidn, la muestra de plasma o suero se trata
antes del andlisis con proteinasa K, de tal forma que todas las proteinas plasmadticas o séricas que se puedan unir a los
metabolitos de la vitamina D son digeridas y cortadas, de manera que ya no se puedan unir de ninguna forma a la 25-
hidroxivitamina D o a cualquier otro metabolito de la vitamina D. Esto se consigue preferentemente mediante la di-
gestién con proteinasa K, lo mds preferentemente en presencia de agentes desnaturalizantes de proteinas y agentes de
liberacién de vitamina D de manera que las proteinas de unién a vitamina D son desplegadas y resultan digeridas por la
proteasa. Después de eso, se diluye una alicuota del suero o plasma tratados con la proteinasa K en una disolucién tam-
pon que inhibe y detiene la actividad de la proteinasa K y que evita una unién inespecifica o especifica de metabolitos
de la vitamina D a las proteinas séricas remanentes, y se determina rdpidamente la cantidad en la muestra del metaboli-
to de la vitamina D deseado usando andlisis de unién por competicion sobre anticuerpos, preferentemente anticuerpos
monoclonales que son sustancialmente resistentes a la proteinasa K. Como se ha mencionado anteriormente, se puede
asegurar una digestién completa de las proteinas de unién a vitamina D mediante la adicién de agentes desnaturali-
zantes antes de la digestion con una serina proteasa. Los agentes desnaturalizantes de proteinas ttiles son SDS (0,1%),
detergentes, y agentes de liberacién de vitamina D tales como agentes desnaturalizantes dcidos como acido salici-
lico, warfarina, acidos sulfénicos, acidos toluensulfénicos, acido naftalensulfénico, acidos anilinonaftalensulfénicos
(ANS), de manera notable el dcido 1-anilinonaftalen-8-sulfénico (1,8-ANS) y el 4cido 8-anilinonaftalen-1-sulfénico
(8-ANS), 4cidos salicilicos y sus derivados, preferentemente en una concentracion eficaz de 0,01 a 20 mg/ml, mas
preferentemente de 0,1 a 10 mg/ml, lo mas preferentemente en cantidades no inferiores a 0,5 mg/ml de suero. Las can-
tidades y tipos de agentes desnaturalizantes se deben elegir y seleccionar individualmente para cada proteasa sérica.

Comparado con procedimientos anteriores, el procedimiento segin la invencidn tiene la ventaja de que las proteinas
de unioén a vitamina D no pueden interferir con la medicion después de su digestion. Notese que, aparte de las VDBP, se
pueden unir muchas otras proteinas a la vitamina D, por ejemplo, la albimina, fetoproteina, etc., y que estas proteinas
son abundantes en el suero. A pesar de que estas proteinas se separan en gran parte de los metabolitos de la vitamina
D en la precipitacién convencional usando etanol o peryodato segiin procedimientos conocidos, puede permanecer
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alguna cantidad remanente en la muestra y cuando se cambia el tampdn se puede renaturalizar durante el ensayo de
unién por competicion, y entonces puede interferir con el andlisis de unién. La cantidad de proteina remanente también
se puede unir a la pared de los vasos de precipitados, o a la fase sélida, y, dependiendo de qué tipo se use, incluso
al trazador de la vitamina D, lo cual falsea gravemente las mediciones. El uso de agentes de desplazamiento de la
vitamina D tales como los compuestos salicilicos o la warfarina en tampones de liberacién o de unién no resuelve este
problema fundamental.

El problema se resuelve fundamentalmente con el tratamiento del suero o plasma sanguineos con proteinasa K.
En primer lugar, ese tratamiento enzimético de la proteina plasmatica y sérica es un procedimiento establecido, que
es facil de controlar, y no existe el riesgo de precipitacion inesperada. En segundo lugar, al contrario de lo que ocurre
en una precipitacion desnaturalizante, las proteinas no se pueden volver a renaturalizar después de la digestion, ni
siquiera después de cambiar el medio o el tamp6n. Tercero, la digestién se puede extender a voluntad, hasta que
los resultados de la medicion se hayan estabilizado, o se puede intensificar o complementar con la adicién de agentes
desnaturalizantes y agentes de liberacion de vitamina D. Cuarto, la digestién usando proteinasa K se puede automatizar
facilmente, a diferencia de la precipitacion de proteinas. Por tanto, el tinico problema restante es asegurarse de que el
analisis de unién por competicién no es alterado por la presencia de proteinasa K. Segtin la invencion, este problema se
soluciona con un cambio de las condiciones de pH, la dilucién de la proteinasa K en un tampén que contiene gelatina y,
de manera mds genérica, variando las condiciones de manera que inhiban la actividad de la proteinasa K. La actividad
de la proteinasa K se puede inhibir adicionalmente con la adicién de EGTA.

El EGTA es el compuesto quimico dcido etilenglicoltetraacético, un agente quelante que estd relacionado con el
compuesto EDTA, mds conocido, pero con una afinidad por el calcio mucho mayor que por los iones magnesio. Es util
para preparar disoluciones tampoén que se asemejen al entorno en el interior de células vivas, en las que normalmente
los iones calcio estdn al menos 1000 veces menos concentrados que los iones magnesio. El pKa para la unién de iones
calcio por el EGTA tetrabdsico es de 11,00 y el EGTA es, ademads, un inhibidor de la proteinasa K. Adicionalmente, el
ensayo de unién por competicidn segin la presente invencion se caracteriza por el uso de compafieros de unién que son
sustancialmente resistentes a la proteinasa K. El andlisis de unién por competicién segin la invenciéon ademds implica
multiples lavados que diluyen y arrastran rapidamente del sistema de ensayo las protefnas no unidas tales como la
proteinasa K. Se deben evitar cantidades remanentes de proteinasa K sobre la pared del vaso de precipitados o en fase
sélida, y en ese caso no interferirdn con el andlisis de unién o la determinacion de la cantidad de anticuerpos unidos.

Ventajas, caracteristicas y formas de realizacion adicionales de la invencién se describen en la descripcidon detallada
de la invencion, en los ejemplos y en los dibujos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una representacion grafica de la correlacion entre los valores de la 25-hidroxivitamina D
sérica medidos directamente determinados mediante ELISA (digestion con proteinasa K durante 1 hora a 37°C) de
acuerdo con el Ejemplo 1 de la invencién, y los valores determinados mediante ELISA haciendo uso de un reactivo de
disociacién de 4cido salicilico convencional.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de la correlacidn entre los valores de la 25-hidroxivitamina D sérica
medidos directamente determinados mediante ELISA (digestién con proteinasa K durante 1 hora a 37°C) de acuerdo
con el Ejemplo 1 de la invencién y segtn se determina mediante ELISA de 25-hidroxivitamina D de Immunodiagnostic
Systems Limited (IDS) Limited, RU, que hace uso de un tampén de liberacién y disociacién privado de IDS que
contiene warfarina.

La Figura 3 muestra una tabla de correlacion de dos procedimientos de referencia analiticos establecidos distintos
para medir la vitamina D, que son la medicién por LC-MS/MS y HPLC.

La Figura 4 muestra una gréifica de Bland y Altman que representa la diferencia relativa entre los valores de
suero directos obtenidos mediante el procedimiento de IDS y el procedimiento de referencia por LC-MS/MS segtin el
Ejemplo 5.

La Figura 5 muestra un diagrama de cajas y bigotes de las mediciones obtenidas mediante el procedimiento segin
la invencion y las mediciones de referencia por HPLC, segtn el Ejemplo 5.

La Figura 6 muestra una grafica de correlacién de las mediciones obtenidas mediante el procedimiento segin la
invencién y las mediciones de referencia por HPLC, segin el Ejemplo 5.

La Figura 7 muestra una grafica de Bland y Altman que representa la diferencia en porcentaje entre las medicio-
nes obtenidas mediante el procedimiento de la invencién comparadas con las mediciones medias obtenidas segtin el
Ejemplo 5.

La Figura 8 muestra una grafica de cajas y bigotes que compara los valores séricos de vitamina D obtenidos
mediante el procedimiento proteolitico directo segin la invencién (ID EIA), un procedimiento de disociacién directo
(IDS RIA) y tres procedimientos comerciales indirectos (Roche, DiaSorin RIA y DiaSorin LIA) y los valores séricos
obtenidos mediante la HPLC de referencia.
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Descripcion detallada de la invencion

La proteinasa K es una serina proteasa de tipo subtilisina muy activa procedente del hongo Tritirachium album con
una masa de 28.904 Da (Roelcke, D. y Uhlenbruck, G. (1969) Z. Med. Mikrobiol. Immunol. 155, 156-170). La enzima
tiene una amplia especificidad para proteinas nativas y desnaturalizadas y se usa habitualmente en la purificacion de
ADN y ARN. Los agentes desnaturalizantes tales como el dodecilsulfato sédico (SDS) o la urea, asi como temperaturas
elevadas de 50 a 60°C aumentan su actividad. La concentracién recomendada es de 50 a 100 ug/ml para la eliminacién
de la proteina y la activacion de la enzima, y de hasta 2 mg/ml para el tratamiento de tejidos. En la eliminacién de las
proteinas plasmadticas y séricas, la proteinasa K se usé preferentemente a una concentracién final de 100 a 300 pg/ml
de suero de 37 a 50°C. La proteinasa K normalmente se prepara en una disolucién madre de 20 mg/ml (600 mAU/ml)
a partir de un polvo liofilizado, y se almacena a -20°C hasta su uso. La enzima se activa en el intervalo de pH de 7,5
a 12. Alcanza su méxima actividad catalitica de 50 a 60°C. La proteinasa K requiere la presencia de iones calcio para
su estabilidad, pero no para su actividad proteolitica. Segun la invencidn, la digestién de las proteinas en el plasma o
suero sanguineos normalmente se produce durante un periodo de 60 minutos de 25 a 50°C, preferentemente de 30 a
40°C, lo mds preferentemente de 37°C con 200 pg/ml de proteinasa K (a partir de una disolucién madre que contiene
20 mg de proteinasa K/ml en Tris HCI 50 mM, pH 8,0; CaCl, 10 mM), opcionalmente en presencia de SDS al 0,1% o
de agentes de liberacion de vitamina D tales como la warfarina, 8-ANS, 1,8-ANS, 4cidos toluensulfénicos y similares,
mas preferentemente en presencia de 0,1 a 10 mg/ml, lo mds preferentemente de 0,5 a 2 mg/ml de §8-ANS.

Los estudios cristalograficos de difraccion por rayos X han demostrado que la proteinasa K presenta dos sitios de
unién de iones calcio (Bajorath y col., 1989, Nature 337, 481-484). A pesar de que el Ca** no participa de manera
directa en el mecanismo catalitico, su eliminacién reduce la actividad de la proteinasa K al 20% aproximadamente del
valor original, medida usando un sustrato patrén de Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida sintético. Segtn la invencion,
la eliminacién del Ca** se consigue con la adicién de agentes secuestradores y quelantes, tales como etilendiamin-
tetraacetato (EDTA) o etilenglicoltetraacetato (EGTA) en una concentracién de, por ejemplo, 2 a 10 mmol/ml. La
proteinasa K se desactiva adicionalmente mediante inhibidores de serina proteasa tales como fluoruro de fenilmetil-
sulfonilo (PMSF), diisopropilfluorofosfato (DFP) o fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo (AEBSF). E1 AEBSF
tiene un espectro de actividad similar al PMSF, pero es considerablemente mds estable, especialmente en un entor-
no de pH bajo. Normalmente, se usan disoluciones con una concentracién de 0,1 a 1 mM. Reactivos de sulfhidrilo,
tales como para-cloromercuriobenzoato (PCMB), L-1-tosilamido-2-feniletilclorometilcetona (TPCK), N-alfa-p-tosil-
L-lisil-clorometilcetona, N-etilmaleimida (NEM), yodacetamida, y o-fenantrolina, tienen s6lo una influencia limitada
sobre la actividad de la proteinasa K.

El pH de la muestra se ajusta de 3,0 a 10,0, preferentemente de 7,0 a 8,0 para el andlisis de unién de proteinas
sobre el anticuerpo. En una realizacién especialmente preferida, el andlisis de unién de proteinas sobre el anticuerpo
se lleva a cabo a un pH de 6,0 a 8,0. Ademas, los tampones contienen un exceso de agentes secuestradores y quelantes
tales como etilendiamintetraacetato (EDTA) o etilenglicoltetraacetato (EGTA), por ejemplo, entre 2 y 10 mmol/ml,
para unir el Ca?* libre. No es necesario afiadir iones Ca?* para la digestion con la proteinasa K, puesto que la con-
centracion natural de calcio en el suero es suficiente, para contrarrestar cualquier actividad remanente de la proteasa.
Finalmente, el tamp6n de dilucién para el analisis de unién de proteinas contiene del 0,5 al 10% en peso de gelatina,
preferentemente del 0,5 al 2% en peso de gelatina, asi como 1 mmol/l de 8-mercaptoetanol. Por tanto, el tampoén de
unién preferentemente contiene un tampén con 50 mmol/l de tampén NaH,PO,/Na,HPO,, pH 6,0 a 10,0 (se prefiere
pH 8,0), 1 al 2% de gelatina (se prefiere del 0,05 al 0,5%), 2-5 mmol/l de EGTA, S-mercaptoetanol 0,005-2 mM (se
prefiere el 0,005% en peso), asi como, opcionalmente, un inhibidor de la proteinasa K.

Opcionalmente, se puede afiadir del 0,1 al 5% en peso, preferentemente del 1 al 3% en peso, de ciclodextrina natural
y/o modificada quimicamente, para evitar interferencias con dcidos grasos libres, colesterol y otros lipidos en el anali-
sis de unién. En una realizacion preferida, los tampones de lavado y dilucién contienen por tanto ciclodextrina, para el
secuestro y enmascaramiento de moléculas que interfieran tales como dcidos grasos, colesterol, etc. La ciclodextrina
se afiade preferentemente del 0,1 al 10% en peso, preferentemente del 0,2 a 7,5% en peso, lo mds preferentemente
del 1 al 5% en peso, basado en la concentracién final de la muestra. La ciclodextrina también puede estar modifica-
da quimicamente, por ejemplo, con grupos metilo, etilo, propilo, hidroxietilo, 2-hidroxipropilo, glicosilo, maltosilo,
carboximetilo. Las ciclodextrinas naturales y la 2-hidroxipropil-g-ciclodextrina son especialmente preferidas.

El procedimiento segtin la invencién es adecuado para la determinacién cuantitativa de la 25-hidroxivitamina D,,
la 25-hidroxivitamina Dj, y, en una realizacién alternativa, para la determinacion de la 1@,25-dihidroxivitamina D, y la
la,25-dihidroxivitamina D;. Si se tiene que determinar la concentracidn de la hormona D es necesaria la purificacién
de la muestra, aparte de la forma de almacenamiento de la vitamina D. La hormona D se identifica mediante la unién a
un anticuerpo, que es especifico para las especies dihidroxi. Se conocen anticuerpos monoclonales, que son especificos
para la hormona D, pero no para la 25-hidroxivitamina D.

El ensayo de unién a proteinas segtin la invencion se puede llevar a cabo en forma de ELISA (ensayo inmunoab-
sorbente unido a enzimas) o de RIA (radioinmunoensayo). Se prefieren especialmente sistemas no radiactivos basados
en marcadores fluorescentes y quimioluminiscentes (FIA o LIA). Si el trazador de la vitamina D estd acoplado a una
enzima, por ejemplo, a una fosfatasa alcalina o a un marcador fluorescente o quimioluminiscente, entonces la fase
solida o la pared del vaso de reaccién normalmente estd recubierta con anticuerpos contra el compuesto de vitamina
D a determinar.
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En el procedimiento segin la invencidn, es ventajoso que la determinacién cuantitativa de los metabolitos de la
vitamina D se pueda llevar a cabo directamente en una muestra liquida tal como suero o plasma. La muestra no necesita
preparacién como en el caso de la precipitacién de proteinas, extraccién orgdnica y/o cromatografia en columna
problemdticas. En vez de eso, los metabolitos de la vitamina D que se deben determinar se desasocian de sus sitios de
unién mediante digestion con la proteasa K de las proteinas de unién a vitamina D (VDBP, albimina y muchas otras).
Naturalmente, los compuestos salicilicos pueden desasociar los metabolitos de la vitamina D de una proteina in vitro,
pero este procedimiento no puede evitar la participacion de proteinas derivadas en forma reactivada en los andlisis de
unién. Nuestros andlisis sugieren que el complejo proteina de unién a vitamina D/salicilato también se absorbe sobre
la pared y posteriormente también se unird al trazador de la vitamina D. Como se ha mencionado previamente, las
proteinas de unién a vitamina D no sélo comprenden las VDBP altamente especificas (Ge-globulina o componente
especifico de grupo), sino también proteinas abundantes tales como albimina, a-fetoproteina y muchas otras. Estas
proteinas también se pueden unir a la 25-hidroxivitamina D y a la 1@,25-dihidroxivitamina D con mayor o menor
especificidad y afinidad. Si la purificacién de las muestras de vitamina D es comparativamente incompleta, como en el
caso de la precipitacién de proteinas mediante etanol o por desnaturalizacién, entonces las proteinas que permanecen
en la disolucién de muestra se pueden unir al trazador de la vitamina D durante el ensayo de unién por competicion,
y la determinacidn cuantitativa de vitamina D depende de casualidades, tales como la completitud de la precipitacién
de proteinas y de la cantidad de colesterol en la muestra. La extraccién orgdnica y/o purificacién cromatogréifica de
los compuestos de vitamina D no mejora la determinacién cuantitativa, debido a que estas etapas también influyen
y varian la cantidad de vitamina D que puede rastrearse, dependiendo de las propiedades de la muestra - entre otras,
de cudntas proteinas de unién a vitamina D estdn presentes en la muestra, o de si es lipaémica, etc. Por otra parte, el
procedimiento segun la presente invencion tiene la ventaja de que no es necesaria una purificacion propensa a errores
de los metabolitos de la vitamina D y de que el ensayo de unidn a proteinas se lleva a cabo directamente en el plasma
0 suero.

La invencién también comprende el uso de derivados de la vitamina D con la férmula I:

)

en la que Z es el 4tomo de oxigeno o azufre de un grupo éter o un carbono; X es un resto hidrocarbonado sustituido
o no sustituido de 0,8 a 4,2 nm de longitud; Y es hidrégeno o un grupo hidroxilo; A es una fase sélida (pared del
vaso, cuentas, particulas sdlidas marcadas o particulas magnéticas), o un grupo funcional, que puede estar unido
mediante una proteina que resiste a la proteinasa K con una alta afinidad, por ejemplo, anticuerpos monoclonales o
estreptavidina, para el acoplamiento del derivado funcional de la vitamina D a la fase sdlida; R es la cadena lateral del
metabolito de la vitamina D, preferentemente de la cadena lateral 25-hidroxilada de la vitamina D, o la vitamina Djs.

El enlazador X es un grupo C; a Cy,, que puede contener heterodtomos habituales tales como S, O, N o P, un
péptido, una cetona o un resto aminopoliéter sustituido o sin sustituir con una longitud de 0,8 a 4,2 nm, preferente-
mente de 0,9 a 1,5 nm aproximadamente, lo méds preferentemente un dcido aminoundecanoico o un grupo enlazador
hexamido, octamido o decamido-amidopropilo. Este hueco entre el grupo A y el determinante antigénico de la vita-
mina D, que comprende la cadena lateral R y el grupo Y, permite que los anticuerpos monoclonales se puedan unir sin
interferencia de la fase sélida. Se prefieren la 25-hidroxivitamina D-33-3-[6-N-(biotinil)hexamido]amidopropiléter y
el compuesto de 1@,25-dihidroxivitamina D biotina correspondiente, que estdn acoplados a la fase sélida a través de
la estreptavidina.

El procedimiento segun la invencién permite por tanto una determinacién cuantitativa no radiactiva de la 25-
hidroxivitamina D y la 1,25-dihidroxivitamina D en suero o plasma sin necesidad de una preparacién compleja de la
muestra. Por consiguiente, el procedimiento es especialmente adecuado para la prueba secuencial para la profilaxis de
la osteoporosis.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un kit de reactivos para la determinacién de metabolitos de
la vitamina D tales como la 25-hidroxivitamina D y la 1a,25-dihidroxivitamina D que comprende, entre otros, un
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derivado funcional de la vitamina D y una disolucién apropiada de la proteinasa K. Opcionalmente, el kit comprende
anticuerpos anti-vitamina D, que significa anticuerpos contra la 25-hidroxivitamina D,; o la 1@,25-dihidroxivitamina
D,,; o metabolitos diferentes de la vitamina D, placas de microvaloracién recubiertas y/o microparticulas y reactivos
magnéticos o diferentes.

En principio, en lugar de muestras de plasma o de suero, se pueden analizar directamente productos alimenticios,
tales como leche o queso, etc., para su contenido en vitamina D. En ciertos casos, puede ser obvia la eliminacion de
sustancias que interfieran mediante extraccion o precipitacion de la muestra, dependiendo del caracter de la matriz. Las
interferencias de las proteinas de unién a vitamina D que permanecen después de la purificacion se pueden eliminar
entonces mediante digestion con proteinasa K.

Ejemplo 1
Determinacion de la 25-hidroxivitamina D en suero o plasma
(i) Union de los trazadores de vitamina D a una fase solida

Se acoplé la 25-hidroxivitamina D-343-3-[6-N-(biotinil)hexamido]amidopropiléter a una fase sélida a través de
estreptavidina. Para ello, primero se introdujeron porciones de 100 ng de estreptavidina en las cavidades de una placa
de microvaloracién, disueltos en 200 w1 de bicarbonato sédico 60 mM a pH 9,6, y la placa se incub6 durante toda
la noche a 4°C. A continuacion se retiraron las disoluciones de estreptavidina y las cavidades se lavaron 5 veces con
200 ul de la disolucién tampdn de lavado (tamp6n fosfato 50 mmol/l, pH 6,0, Tween 20 al 0,05%). A continuacién
se introdujeron 250 ul de tampdn de bloqueo (tampdn fosfato, pH 6,0 con caseina al 0,5%, gelatina al 1%, timerosal
al 1%) en cada cavidad, se incub6 durante 1 hora y a continuacién se retird, y cada cavidad se lavo de nuevo 5 veces
con 200 ul de tamp6n de lavado. A continuacion, se introdujeron 10 ng de 25-biotina-hidroxivitamina D en 200 u de
tampdn de lavado en cada una de las cavidades, se incubé durante toda la noche en oscuridad con agitacién de 2 a 8°C,
las disoluciones de biotina-vitamina D se retiraron y las cavidades se lavaron de nuevo 5 veces con 200 ul de tampén
de lavado. A esto le siguid la unién de un anticuerpo de ratén monoclonal (ID2) con vitamina D en presencia de 25-
hidroxivitamina D del patrén liquido o de una muestra.

(i) Manipulacion y preparacion de la muestra

Las muestras de suero y plasma sélo se almacenaron durante un corto periodo de tiempo a temperatura ambiente.
Si el andlisis se lleva a cabo en las 24 horas siguientes a la recogida de la muestra, la muestra se almacena de 4 a 8°C.
En otro caso, las muestras se almacenan a -20°C hasta su anadlisis. Se evita la congelacion y descongelacién multiple de
la muestra. La hemdlisis no interfiere con los resultados. No se puede usar sangre completa como material de muestra.
Las muestras lipémicas se centrifugaron durante 10 minutos a 30.000 g aproximadamente, y la fase acuosa se retiré a
continuacidn a través de la capa grasa sobrenadante usando una pipeta. En el caso de muestras altamente lipaémicas,
se usé un kit de deslipidacion.

80 ul de plasma o suero sanguineo se afiadieron a 800 ul de disolucién de proteinasa K (200 ug/ml de proteinasa K
en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; CaCl, 10 mM, SDS al 10% o 1 mg/ml de 8-ANS), se mezcl6 bien y se incub6 durante 1
hora a 37°C en un bafio de agua. Durante este tiempo la proteinasa K rompe las VDBP (Gc-globulina) y otras proteinas
séricas de unidn a vitamina D tales como albimina hasta un grado en el que ya no se pueden unir a 25-hidroxivitamina
D,; o dihidroxivitamina D, ;.

(iii) Union competitiva

Se introdujeron 200 ul de anticuerpo monoclonal de ratén anti-25-OH-vitamina D (1:125.000) en tamp6n de lavado
(tamp6n fosfato S0 mM, pH 8,0, EGTA 2,0 mM, S-mercaptoetanol al 0,005%, 0,1% (p/v) de gelatina, opcionalmente,
del 0,5 al 10% de 4cido salicilico) y 20 ul de patrén, de control o de muestra en cada una de las cavidades. La placa
de microvaloracion se agité durante toda la noche en oscuridad de 8 a 10°C. La 25-hidroxivitamina D en la muestra
competiria con el trazador de la vitamina D en la pared por los sitios de unién sobre el anticuerpo monoclonal anti-
vitamina D. A continuacién las disoluciones se retiraron de las cavidades y cada una de las cavidades se lavé 5 veces
con 250 ul de tampdn de lavado.

El pH, la gelatina en el tamp6n y la retirada del Ca** libre mediante el EGTA consiguieron que el anticuerpo
monoclonal no resultase roto por cualquier cantidad remanente de proteinasa K durante el andlisis de unién por com-
peticién. No obstante, las proteinas de unién a vitamina D presentes en la muestra, tales como la seroalbimina, ya no
se podian unir al trazador de la vitamina D, que a menudo da lugar en el estado de la técnica a contenidos en vitamina
D erréneamente elevados.

(iv) Determinacion de la union competitiva

Se disolvieron 200 ul de conjugado (marcado con anticuerpo de cabra anti-raton-MAB-peroxidasa) a 1:2500 en
tampo6n de lavado, se introdujeron en las cavidades, y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente mientras
se agitaba. A continuacion las disoluciones se retiraron y cada una de las cavidades se lavo 5 veces con 250 ul de
tamp6n de lavado. Para la reaccién de color, se introdujeron 200 ul de una disolucidn sustrato de tetrametilbencidina
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adicién de 50 ul de H,SO, 2 M por cavidad. Las mediciones de la densidad ptica se llevaron a cabo en un fotémetro
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a 450 nm con una longitud de onda de referencia de 620 nm (o 690 nm).

Ejemplo 2

Sensibilidad analitica del sistema de ensayo proteolitico segiin la invencion

Para determinar el limite de deteccién del sistema de ensayo segin la invencion, esencialmente se llevé a cabo la
unién por competicion y las mediciones del Ejemplo 1, excepto que la muestra no contenia cantidades normales de
metabolito de la vitamina D o contenia cantidades normales de metabolito de la vitamina definidas. Los resultados se

presentan en la Tabla I siguiente.

TABLA I

Limite de deteccion de la 25-hidroxivitamina D en un sistema proteolitico

Muestra con 0 | Densidad odptica de la curva de
nmol de Vit. D/1|calibracidn patrdn

40x DO1 D02 Patré4n nmol/1
1,388 1,424 1,442 1,374 0]
1,438 1,376 1,172 1,196 6,4
1,46 1,376 0,988 0,871 16
1,369 1,409 0,63 0,554 40
1,504 1,463 0,373 0,312 100
1,418 1,339 0,269 0,25 250
1,396 1,34

1,476 1,401

1,37 1,318

1,424 1,449

1,554 1,36

1,354 1,373

1,404 1,392

1,386 1,413

1,421 1,398

1,48 1,439

1,382 1,43

1,366 1,411

1,328 1,469

1,415 1,476

La DO media para la muestra del blanco fue de 1,41, con una desviacién estandar de 0,05 unidades de DO. El
limite de deteccién de la 25-hidroxivitamina D fue tnicamente de 2 nmol/l, que es de 0,8 ng/l aproximadamente
(valor medio - 2 x desviacion estandar, insertado en las curvas de calibracién), que es completamente suficiente para

la determinacion de un intervalo fisiol6gicamente relevante de concentraciones de vitamina D en suero.
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Ejemplo 3
Reproducibilidad del sistema proteolitico

Se determind la correspondencia entre las mediciones independientes para el sistema proteolitico 1. La precision
resulta de la desviacion estandar y de las desviaciones estdndar relativas (los coeficientes de variacion) entre los valores
discretos y la media. Se usé una muestra de suero patrén como muestra de referencia positiva. La concentracion media
fue de 41,4 nmol de 25-OH-Vit.D/1. Para los valores restantes, se uso el limite de deteccion determinado. Los resultados
para la muestra sérica se presentan en la Tabla II.

TABLA II

Varianza del intra-ensayo del procedimiento proteolitico

Curvas de calibracidén

1 muestra, 20 | DO1 DO2 Patrén nmol/1
pasadas
1,442 1,374 0
Densidad Sptica | 1,196 1,172 6,4
media: 0,622
0,988 0,871 16
Concentracidn 0,63 0,554 40
media: 41,4 nmol/l
0,373 0,312 100
Varianza del | 0,269 0,25 250

[

intra-ensayo: 10%

La precision entre series de andlisis separados (inter-ensayos) representa las variaciones de uno o mds factores
conocidos y desconocidos. Para conseguir esto, se prepar6 la muestra anterior y se analizé 10 veces en dias diferentes.
Los resultados se presentan en la Tabla III:

TABLA III

Varianza del inter-ensayo del procedimiento proteolitico

Inter-ensayo de una muestra | Medicidén en nmol/1l
10 veces en dias diferentes
40,0
33,6
38,6
36,5
43,6
Media: 38,7 nmol/1l 38,1
44,8
38,0
Valor de estabilidad/media| 38,0
* 100 = CV 35,8
CV en% 8,31

Por tanto, la varianza del inter-ensayo es del 8,31%
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Ejemplo 4
Andlisis de comparacion y correlacion de los procedimientos

Se determiné la precisién de las mediciones con una correlaciéon de los resultados cuantitativos procedentes de
sistemas de prueba diferentes para la deteccion de los mismos analitos. El objeto del andlisis de correlacién era,
por una parte, el sistema proteolitico segiin la invencién y, por otra, un ELISA segun los documentos DE 10144
905 y EP1097132. Los procedimientos diferian principalmente en la preparacién de las muestras. El procedimiento
proteolitico se llevd a cabo como se ha descrito en el Ejemplo 1. La Figura 1 y la Tabla IV muestran una correlacién
de las mediciones.

TABLA IV

Correlacion de los resultados usando un ELISA convencional y el procedimiento proteolitico

Muestra Resultado del | Resultado del
procedimiento procedimiento
convencional proteolitico
nmol/1 nmol/1

Plasma 1 5 4,2

2 20 22,9

3 40 32,2

4 5 9,6

CS 30 13,6

Suero 1 50 63,9

2 10 10,6

3 20 27,1

4 30 23,2

DS1 12 2,9

DS2 11 2,3

Elevado 1 150 81,4

2 90 50,6

3 101 96,7

DS = suero deficiente;

Elevado = suero con niveles elevados conocidos de 25-OH-

Vit.D;

CS = el propio plasma sanguineo

El andlisis de correlacion muestra ventajas diferentes para el protocolo proteolitico de la invencién y la medicién
directa en suero. Especialmente en el caso de suero deficiente, se producen resultados de valores demasiado elevados
después de las disociaciones, en los que presumiblemente proteinas séricas y plasmaticas de unién a la vitamina D,
tales como las VDBP (Gc-globulina) unen el trazador de la vitamina D a la fase sélida. Por tanto, el nivel de Gce-
globulina en suero o plasma interfiere con la determinacién de la vitamina D. El andlisis de correlacién muestra una
regresion de desviacion a valores bajos de vitamina D.

Ademds, el procedimiento segin la invencién se compard con un inmunoensayo enzimdtico de la vitamina D

comercial de IDS Ltd., RU. El kit de la 25-hidroxivitamina D de IDS es un inmunoensayo enzimatico para la determi-
nacién cuantitativa de 25-hidroxivitamina D y otros metabolitos hidroxilados en suero o plasma. En él, el patrén, los
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controles y las muestras se tratan con un tamp6n de disociacion privado de IDS (que probablemente contiene warfarina
como agente de desplazamiento de la vitamina D), a continuacién se afiade una cantidad conocida de 25-hidroxivita-
mina D como competidor de unién, y las muestras diluidas de esta forma se incuban durante 2 horas en las cavidades
de una placa de microvaloracién, que estdn recubiertas con un anticuerpo especifico para la 25-hidroxivitamina D, a
continuacién se aspiran y finalmente las placas se lavan. La unién de biotina marcada con 25-hidroxivitamina D se
detectd con avidina marcada con peroxidasa de rdbano, que se une selectivamente a la biotina. Después de una etapa
de lavado adicional, se llevé a cabo el revelado del color en un sustrato cromogénico (TMB) como en el Ejemplo 1.
La absorcion de la mezcla de reaccion interrumpida se midi6 en fotémetro de placas de microvaloracion, en el que
la intensidad medida del color era inversamente proporcional a la concentracidon de 25-hidroxivitamina D. El kit de
prueba de IDS usa un reactivo propiedad de la empresa no descrito para la disociacién de la 25-hidroxivitamina D y
sus metabolitos de las proteinas de unién en suero o plasma.

La Figura 2 muestra la correlacion de los resultados cuantitativos tnicos (84 sueros) de los dos procedimien-
tos/prueba para la deteccién de 25-hidroxivitamina D y sus metabolitos hidrolizados. Los resultados estan alrededor y
son paralelos a la recta de identidad. El coeficiente de correlacion R es de 0,969. No obstante, la regresion estd para-
lela. Por tanto, el ELISA de IDS con el procedimiento de disociacién produce valores demasiado elevados de manera
consistente.

Ejemplo 5
Comparacion de valores medidos usando LC-MS/MS y HPLC

La Figura 3 muestra una tabla de correlacion de dos procedimientos de referencia analiticos establecidos diferentes,
que se miden por HPLC y LC-MS/MS. Muestra que estos dos procedimientos estdn en concordancia de manera que
se pueden usar como referencia para determinar la precisién de los valores obtenidos mediante los inmunoensayos
directos e indirectos de la vitamina D.

Se analiz6 un grupo de 291 muestras usando el ensayo comercial de IDS (véase Ejemplo 4) y los resultados se
compararon con los resultados obtenidos usando el analisis por LC-MS/MS. La preparacion de la muestra y el ELISA
se llevaron a cabo cifiéndose estrictamente a las instrucciones suministradas con el kit de prueba. La Figura 4 es una
grafica Bland y Altman que representa la diferencia relativa entre las mediciones obtenidas por los dos procedimientos
(Bland JM, Altman DG (1986) Statistical method for assessing agreement between two methods of clinical measu-
rement. The Lancet, i, 307-310; Bland JM, Altman DG (1999) Measuring agreement in method comparison studies.
Statistical Methods in Medical Research, 8, 135-160).

La distribucién de las mediciones muestra que a concentraciones mds bajas (clinicamente relevantes), el pro-
cedimiento de IDS lleva a sobreestimar el contenido en vitamina D, mientras que a concentraciones mas altas, el
procedimiento de IDS subestima el contenido en vitamina D.

Se analiz6 un grupo adicional de 40 muestras usando el procedimiento segin la presente invencién y usando la
medicién por HPLC. Los resultados se presentan en la Tabla 5.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA V

Correlacion de los resultados mediante el procedimiento proteolitico y por HPLC

Muestra | Valores del | Valores del
procedimiento procedimiento por HPLC
proteolitico (ug/l) (ug/1)

N°

1 31,8 43,7

2 18,3 14,5

3 69,1 67,9

4 42,5 47,4

5 15,2 13,4

6 13,1

7 59,9 54,8

8 18,5 12,5

9 53,3 51,1

10 105,5 113,6

11 23,7 35,0

12 35,0 33,0

13 29,7 34,7

14 43,4 32,3

15 87,6 86,2

16 70,3 59,2

17 63,2 56,7

18 38,8 39,5

19 26,0 28,8

20 26,3 27,4

21 29,2 38,7

22 23,8 23,6

23 48,7 47,0

24 59,1 54,8
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25 27,0 4,5
26 24,7 23,2
27 70,9 57,0
28 41,9 41,3
29 50,9 46,0
30 38,3 61,3
31 25,7 29,2
32 45,3 39,7
33 39,7 40,6
34 28,1 23,1
35 44,0 40,5
36 15,4 17,3
37 98,3 66,9
38 15,8 16,8
39 46,0 52,7
40 25,5 23,1

No hubo medicién por HPLC para la muestra 6, que por tanto se ignoré. Los dos grupos de mediciones se compa-
raron usando la prueba t de muestras emparejadas, como se presenta en la Tabla VI.
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TABLA VI

Prueba t de muestras emparejadas

Procedimiento Procedimiento
proteolitico por HPLC
Tamafio de muestra 39 39
Media aritmética 41,0000 42,4718
IC al 95% para 1a | 34,0639-47,9361 | 35,1970-49, 7465
media
Varianza 457,8284 503,6294
Desviacidn esténdar 21,3969 22,4417
Error estandar de la|3,4263 3,5935
media
Diferencia media 1,4718
Desviacidén estandar 9,1468
IC al 95% -1,4932 — 4,4368
Prueba estadistica t 1,005
Grados de libertad 38
Probabilidad de dos |P = 0,3213
colas
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La prueba t de muestras emparejadas muestra que no hay diferencias significativas entre las mediciones obtenidas
mediante el procedimiento segin la invencién comparadas con las mediciones de referencia por HPLC. La Figura 5
es una grafica de cajas y bigotes de las mediciones obtenidas mediante los dos procedimientos, que muestra un patrén
de distribucién similar obtenido por las mediciones usando el procedimiento de la invencién y el procedimiento de
referencia. La Figura 6 es una gréfica de correlacién de los dos procedimientos, que visualiza la gran concordancia
de los valores obtenidos por los procedimientos. La Figura 7 muestra la diferencia en porcentaje entre los resultados
usando el procedimiento de la invencién comparado con las mediciones de referencia por HPLC. Se demuestra una
sobreestimacién muy baja (<2%) por el procedimiento proteolitico comparado con el de referencia, y la consistencia
de las mediciones.

Las muestras se analizaron adicionalmente usando diferentes procedimientos comerciales. La distribucién de los
resultados estd representada en la grafica de cajas y bigotes de la Figura 8. Esta muestra que los ensayos de la vitamina
D de DiaSorin (LIA y RIA) (DiaSorin S.p.A.) y el ensayo de IDS proporcionan de manera consistente resultados
demasiado bajos comparados con las mediciones de referencia por HPLC, mientras que el procedimiento de la inven-
cidn, asi como el ensayo de prueba de la vitamina D de Elecsys (Roche Diagnostics) proporciona lecturas comparables
a las de la referencia. No obstante, la prueba de Roche es un procedimiento indirecto y requiere la preparacién de la
muestra, lo que supone una desventaja comparado con el procedimiento de la invencidn.

Estos resultados muestran claramente que el procedimiento de medicién directo segin la invencién proporciona
una mejor correlacidn con los procedimientos de referencia establecidos comparado con la técnica anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para cuantificar metabolitos de la vitamina D directamente en plasma o suero sanguineos, sin
necesidad de purificacién previa de los metabolitos de la vitamina D, que comprende las siguientes etapas:

(a) adicidén de una cantidad apropiada de una serina proteasa con actividad endo y exoproteolitica a una muestra
que contiene plasma o suero sanguineos y la digestién de las proteinas de unién a vitamina D en el plasma o suero
sanguineos, hasta que ya no puedan unir mas metabolitos de la vitamina D;

(b) dilucién de dicha muestra que contiene la serina proteasa, los metabolitos de la vitamina D y las proteinas
plasmaticas o séricas digeridas usando un tampdn de dilucién, en el que la serina proteasa es sustancialmente inactiva;

(c) proporcién de una composicién trazadora de la vitamina D, que estd acoplada a una fase sélida;

(d) proporcién de un anticuerpo monoclonal contra los metabolitos pertinentes de la vitamina D;

(e) combinacién de la muestra con los metabolitos de la vitamina D, la fase sélida con la composicién trazadora
de la vitamina D y el anticuerpo monoclonal, y la realizacién durante un periodo de tiempo predeterminado de una
reaccion de unién competitiva entre los metabolitos de la vitamina D, el trazador de la vitamina D unido a una fase

sdlida y el anticuerpo monoclonal en un tamp6n de unidn en el que la serina proteasa es sustancialmente inactiva;

(f) separacion de la fase sélida con el compuesto trazador de la vitamina D y del anticuerpo monoclonal unido del
tampdn de unién, y opcionalmente, el lavado de la fase sélida; y

(g) determinacién de la cantidad de anticuerpo monoclonal sobre la fase sélida, y cuantificacion de los metabolitos
de la vitamina D en el plasma o suero sanguineos por correlacién con muestras patrén.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la serina proteasa es proteinasa K.

3. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el anticuerpo monoclonal se une a uno o
mads de 25-hidroxivitamina D;, 25-hidroxivitamina D,, 1@,25-dihidroxivitamina D, y 1@,25-dihidroxivitamina Ds.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el metabolito de la vitamina D medido
directamente se selecciona del grupo constituido por 25-hidroxivitamina D,, 25-hidroxivitamina D;, 1@,25-dihidroxi-
vitamina D, y 1a,25-dihidroxivitamina D;.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el ensayo de unién a proteinas es uno de
ELISA (ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas), RIA (radioinmunoensayo), FIA (inmunoensayo de fluorescen-
cia), LIA (inmunoensayo de luminiscencia), o ILMA (ensayo inmunoluminométrico).

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la digestién de la proteina de la etapa a) se
lleva a cabo dentro de un intervalo de pH de 6,0 a 10 en presencia de 0,1 a 10 mg/ml de uno o mas agentes desnatura-
lizantes de proteinas y agentes de liberacién de vitamina D seleccionados entre 4cido salicilico, dcido toluensulfénico,
acidos naftalensulfénicos, acidos anilinonaftalensulfénicos, dodecilsulfato sédico, warfarina.

7. Kit de prueba para cuantificar metabolitos de la vitamina D directamente en plasma o suero sanguineos, que
comprende al menos

(1) uno o mds anticuerpos especificos de metabolitos de la vitamina D,

(ii) un trazador de la vitamina D que estd acoplado a una fase s6lida,

(iii) proteinasa K en forma de disolucién madre,

(iv) un tampdn para uso con la proteinasa K que comprende uno o mds agentes desnaturalizantes de proteinas y
agentes de liberacion de vitamina D seleccionados entre dcido salicilico, 4cido toluensulfénico, dcidos naftalensulfo-

nicos, acidos anilinonaftalensulfénicos, dodecilsulfato sédico, warfarina;

(v) un tampodn para uso con el ensayo de unién competitivo que comprende adicionalmente un inhibidor de la
proteinasa K.

8. El kit de prueba de la reivindicacién 7, en el que el tampén (v) comprende EGTA de 0,1 a 50 mM y del 0,5 al
10% (p/p) de compuestos salicilicos y sus derivados.

9. El kit de prueba de la reivindicacién 7, en el que el tampén (v) comprende agentes desnaturalizantes y agentes
de liberacién de vitamina D en una cantidad para obtener una concentracién final de 0,1 a 10 mg/ml.
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FIG. 3
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FIG. 7
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