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PATENTE DE INVENCTIOGN
a favor de B
ISTITUTO FARMACOLOGICO SERONO S,p.A., de nacionalidad‘itéliana,
residente en Via Casilina 125, Roma (Italia) por:
"PROCEDIMIENTO PARA LA QPTENCION DE UN ANTISUERD ESPECIFICO
PARA DETERMINACIONES RADIOINMUNDLOGICAS®. -

Memoria descriptiva

Las técnicaé inmunol&gicas de determinacion de hor-
monas se basan en la capacidad de una determinada hormona pa-
ra actuar coma antigeno en una determinada reaccién inmunold-
gica. |

A base de este prinéipio, se han creado recientamen
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te unas tecnicas de determinacion radioinmunologica en las cug
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les una cantidad desconocida de hormona sin radicactivar’ (fria)
qua‘tiene que ser determinada, s incubada, en presencia dé una
conocida cantidad de la misma hormona radipactivada, con una
adecuada cantidad de un antisuero especifico. Asi, una canti-
dad desconocida de haormona puede ser determinada fécilmgnte
mediante el contaje de radiocactividad del complejo antigeno-

- ?
anticuerpo por comparacion con una curva standard trazada pre

.viamente empleando cantidades conocidas del antisuero QSpaci-

-

fico, de hormona sin radioactivar y de hormana radioacﬁivada,

knnau

habiendo concurrido proporcionalmente (es decir, en proporclon

a sus cantidades respectivas) tanto las hormonas sin radiaacti
* 3 » K s

var como las radicactivadas en la formacion de dicho complsejo

antigeno-anticuerpo. Naturalmente, el contaje de radicactivi-

dad de dicho complejo antigeno—anticuerpo es inversamente pio

porcional a la cantidad de hormona sin radiocactivar affadida
‘ : .t .2 . . T
a la mezcla de la reaccion, dejandose invariadas las eaptida-

" -

des de antisuero y de hormona radioactivada, .,

s 2 s RS )
Desgraciadamente, las técnicas de determinarion ra-

dioinmunolégica no han sido aplicables hasta aqui a la deter-

minacidn de la gonadotropina coridnica humana (GCH) en preseﬁ
cia de cantidades comparables de hormona lutELnlzante porque
es extremadamante diffcil obener un antisuero espec1flco pa-,
Ta cualquiera de dichas hormonas,

Por otra parte, la necesidad de medios segurps que

v L3 2 (] > ’ o
permitan realizar dicha determinacion esta particularmente ad
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mitida sn este campo. En sfecto, es sabido gue tales medios
seguros, entre otras cosas permitirian reconocer répidamente«
(en un plazo de pocosdias a partir de 1la cuncepci&n) 8l am~
barazo, y descubrir y controlar el coriocarsinoma asi como
cualesquiera otros tumores productores de GCH,

Por consiguiente, ss claramente svidents la enor-
me utilidad clinica de tal antisuero espacifico en la diagng
sis y en el control ds dichos tumores, as{ como sn la deter-
minacion precoz del embarazo. _

Muy Qecientamante, Ross y otro(s), en "Strdéﬁ@fe-
activity relationships of profein and puiypeptid;»hormones”,
Parte 1 - Reports-Proceedings of the Second International )
Symposium Liege, September 28 - October 1, 1971; pdgs. 153-7;
M. Margoulies and F.C. Greenwood Editors; publicada per Ex-
cerpta Medica (1974), han ensayado antisueros prnducid@é con
tra las subunidadeso{vy [ de GCH (1lamadas respectivéhehte
a continuacidn GCH- & y GCH=-P,) en las reaccionas fédibin—

munoldgicas y comprobaron que el antisuero creado contra la:

GCH-[% tiene una mayor especificidad,

Por una exposicidn grafica en la cual, entre otras
curvas, pueden verse dos curvas de inhibicidn de la reaccidn
radioinmunologica entre suero anti~GCH- b y GCH- ﬁ radioacti
vada, construidas usando GCH y respectivamente HL pituitaria
humana, pusda aqyertirsa gque las dos curvas da ihhibici&n men

. . Y »
cionadas difieren en su inclinacion,
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Sin embargo, desde sl punto de vista cuantitativo,
las dos curvas son casi coincidentes, cuando menos en lo que
concierne a las partes correspondientes a bajos niveles de
hormona sin rgdioactivar (es decir, hasta aproximadamsnte °
250-300 m U.1./ml).

' A este respecto, debe advertirse que los bajos ni-
veles.de hormona anteriormente mencionados son precisaments
los nivelesa ios cuales se necesita una disc:iminacién en=
tre la hormena GCH y HL; ya gue los niveles Pisiolégicdé de
HL en la orina pusden élevarse a lo sumo a 150 m U.I.Zhi;'Por
consiguients, la técnica creada por Ross y otra(s) no‘puéde
ser usada éomo procedimiento standard de determinacién de GCH
en presencia de cantidades comparables de HL.

Tal como se usa agui, "m U,I." significa unaAﬁilé-
sima parta'da la Unidad Internacional'aaoptada por la”Drﬁani-
zacién Mundial de la Salud (World Health Urganization}:a-base
de la importante preparaciéﬁ de referencia que es el &Seéundo
Standard Internacional para GCH", cuando se trata de &;H,o de
la “Segunda preparacion Interda;ional de Referencia GMH“, cuan
do ;e trata de HL, Ambaslpfeparacinnes de refsrencia mé;ciona—
das pueden cbtenerse del Departamento de Standards Biologicos
de la Organizacion Mundial de la Salud, Inglaterra,

Tal como se usa aqui, "gantidades comparables de HL"
significa Eantiﬂades de esta horéona (expresada en términos é;

m U,I./ml) hasta 10 veces aproximadaments las de GCH.
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Segln la presants invencién, se ha comprobadd que,
cuando se usa un antisuero GCH-/Q que ha sido previamente
absorbidc con GCH=o( , las curvas de énhibicién fesultantes
con resﬁacto a GCH y HL son tales que se requieren cantidam -
des de HL cuando menos 10 veces superiores a las cantidades
de GCH para conseguir un grado equivalente de inhibicion en
la reaccion radisinmunolagica, |

Por consiguiente, la.invengién proporciona un nue=-
vo antisusero, altamente especlalizado para determinaci&qss

e a8

radioinmunologicas, que es obtenido ahsorbiendo suero.anti-
GCH- 4 con subunidad GCH- X . ‘
4 ) .-

Como ilustra el Ejemplo siguiente, el procedimiento
de determinacion basado en el usc del antisuero aspebifibo
de la presente invencion puede ser aplicado a la detefﬁina-
cion radioinmunologica de GCH en presencia de HL no qgiq‘en
una solucidn tamponada, por éjemplo tamponada con fosfato, si
no incluso directamente sn una muestra de orina humana,

El antisuero'GCH~/6 , del cual sa obtiens ¢l anti-

14
susro altamente aSpec{fico de la presents invencion, puede ser
preparado, como de costumbrs, inyectando GCH~Yg humana sn ani-
males tan distintos come el conejo, la ovejé, la cabra, la ca=-
. »

via vy otros mas,

Por razones de conveniencia, se prefiers un animal

corriente de laboratorio, particularmente el consjo,

Se ha empleado un plan de inmunizacion similar al
|
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sugerido por Ross, Sin embargo, dsbe qusdar entendido que la
imvedcian no se limita a este plan particular de inmunizacién,
ya que este dltimo pusde ser cambiado segln la clase de ani-
mal, los adyuvantes sspeciales usados, etc.

En general, la absoréién de antisuero GCH-A4 es rea
lizada empleando cantidades tales de GCH=({ gue se obtisne al
final, en 8l antisuero, la mas alta gspecificidad, Tales‘céne
tidades pueden variar alguo segn sl antisusro particular usa=
do, Segﬁn la presents invencién, van corrisntemsnte de 0,05 a
5 mg' GCH-X por ml de antisuero_GCH—Ké $ un campo preferidoc
es el de 0,1 a 2 mg de GCH~-X por ml de antisuéro HCG;ZQ un

campo todavia mis preferido es el de 0,1 a 0,4 mg do GEH-

por ml de antisuero GCH—65 .

Tal como se usa aguf, el tgérmino "absorcign™ tisne
su signifi&ado genaralmenta aceptado en inm;nologia, ;S-decir
que ss refiere a un procgﬂimiento para hacerneacciunaif@h an-
tisuero con un -determinado antigeno; para sliminar del-antisug
ro el anticusrpo que rsacciona espacificamente con assiggﬁige;
no. E1 tiempo y la temperatura de tal reaccidn inmunolﬁgica no
son criticos. La reaccién conduce a un complejo insoluble an-
t{geno;anticuafpo, que es ceﬁtrifugado y aliminado para produ-
cir un sobrenadante antisusro "absorbido™ (purificado).

El Ejemplo siguianta-ilustra u;a‘preparaciﬁﬁ tipica

i s . 7
del antisuaro sspecifico de la presente invencion.
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Ejemplo 1
Preparacién de un antisuero GCH_[é

> < > s N L4 . . (]
Usando inyecciones intradermicas administradas an

muchos puntos del cuerpo, se le administrd a un grupo de co-

135 ne jos uﬁa mezcla haomogeneizada con ultrasonido consistentes
en 50 X’(microgra@os) de GpH- b , disugltos en 1 ml de solu-
cidn salina Fisioldgica mas 1 ml de adyuvante completa de
Freund (DIFCO) mas & mg de micobacterias de tubérﬁulos seca-
das (H37RA DIFCO). .

140 En un punto distinto del cuerpo, se le gdmiﬁiéﬁra—
ron a cada conejo, por via subcuténea, 0,5 ml de vacuna Gon-
tra la tos Perina,

Un mes después, se inyecta- por via ;ntradérﬁica una
me;cla constituida por SU‘{ de GCH—[S disueltos en 1 ml de so

145 lucion salina fisiologica mas 1 ml de adyuvante completd?de
Freund. |

Los animales fueron sangrados primero mediaﬁfe,pun—
tura de la vena marginalde la oreja una semana deSpuéé dé la
dltima inyeccidn mencionada. La sangre, recogida en un matraz

150 de Erlenmeyer, fué dejada cuajar man?eniendo el matraz incli-
nado a temperatura ambiente durante aproximadamente 4 horas,
y luego verticalmente, durante la noche, a 42 C, La sangre’
coagulada fué centrifugada la mafiana siguienée pafa separar
el suero, al cual se le afadio azida de sodio (1 -~1D.ﬂ00 pe

155 so/volumen), En este contsxto, las partes en peso y las partes
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en volumen tienen la misma relacion que los miligramos y los
mililitros.

Después, los animales fueron sangrados semanalmente,
Cuando el ﬁitulo del antisuero tendfa a bajar, los animales
recibian por via subcutanea una inyeccidn reforzadora consis-
tente en 50 X'GCH-/g disueltos en 1 ml de solucidn salina fi
s;ologlca.

Absorciaon de antisuero GCH*jﬁ con_GCH=-o{ .

Se afadieron 0,2 mg de GCH= & aiml de antlsuaro

aaaaa

~

termostato, y luééo, durante 24 haoras, a 42 C,
Se formo un precipitado que se centr1FUQo y se tiro.
El antisuero absorbido sobrenadante fue hallado al~
tamente especifico con respecto al GCH en presencia»dejcanti—

PR

dades comparables de HL.
En sl procedimiento de la presente invencién;éUeden

introducirse varios cambios y modificaciones sin apaffarée

del espiritu y del alcance de la misma, Las distintas, formas

de Tealizacign expuestas en la presente Memoria tienen el fin

de ilustrar ulteriormente la inVanién, pero no de limitarla.

Esta patante de 1nven010n se corresponds a la depo-
sitada en Italia con el nim, 51 585 A/72 y tiene prioridad de
fecha 17 de julio ds 1972 por acngarse a los bsneficios dal
articulo 21 -del v1ganta Estatuto sobre Propiedad Industrial y

del articulo 48 del Convenio de 1la Unidn de Parls.

)
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perandose posteriormente el antisuero,

REIVINDICACIONES

e e e D e T
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1). Procedimiento para la obtencidon de un antisusro especifi-
co para determinaciones redioinmunolagicas, caracterizado par
que antisuero de gonadotropina76 corionica humana, qus ha si-
do obtenido mediante inyeccidn de gonadotropina-y@ humana a

un animal adecuado, preferentemente de laboratofio y siquien-
do un plan de inmunizacion conveniente, es sometidoc a un pro-
ceso de absorcidn con gonadotrepima- & coridnica humana, recyu
2), Procedimiento de conformidad con la reivindicacion 1), ca=
racterizado porque el proceso de absorcion se realiza con uti-
lizacidn de cantidades variables des gonadotropina=- & corionica
humana, qus van corrientemente de 0,05 a 5 mg, y mas pﬁfﬁicu_
larmente con 0,1 a 0,4 miligramos por cada mililitro de antisue

0’ >
ro de gonadotropina-/5 corionica humana,

3). "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN ANTISUERD ESPECIFICU

PARA DETERMINACIONES RADIDINMUNDLUGICAS”

Esta Memoria consta de nueve hogas foliadas y mecang

grafiadas por un solo lado de sus caras,

Madrid, 11 de Julio de
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