PATENTE DE INUENCIOR

. & favor de
ISTITUTO FARMACOLOGICO SEROND Siip,f., de nacionalidad ftalfans,
ragidante on Via Casilina 125, Rome {ftalia) pors
"PROCEDINIENTD PARA LA DETERMINACION RADIOINWUNOLBGICA DE GONA
DOTROPINA GORIONICA HUBANA EN PRESENCIA DE HORMONA LUTEINIZAN~
TE".
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Memorde descriptive
Las tﬁcnim@_a inmunoldgicas du determinpelan do hove
monap se hasen en 12 capacided do ung detarminads holmonz pee
ra actuar como. antigono en une detorminads roancion intunolfie
nioa, ' | .
A base de aste priucipio, se hen t:maﬂu raciantensy
to unas tdonivesdo determinocidn radioinmunolbpica on las oum
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18 una tantidad desconocida da hormona sin radicactivar (fria)
que tiens que sex determingda, ®s incubsda, en pregancis de ung
conocida centidad de la misma hormona radiocscktivadgy, con ung

adacuads cantidad de un antisuero aspaeirico, Asi, una panti=

dad desconocide de hormona pusde ser daterminaga PAcilmente

madiante al contaje de radipactiudad del complejo antigenoe
anticuarpe por comparacion co& una curvas standsreg trazeda pre
viamente ampleando cantidades conocidas del antisusrp especie
fico, de hu;@nna sin radiocactivar y de hormona radisactivada,
habiendo consurride praporcionalmente (es decir, an proporcidn
g sus centidades raspectivas) tanto las héxmanas,ﬁin sediogetl
var tamo las radicactivadas sn la formscién de diche esmploje
antigeng=anticuerpo, Naturalmente, @l contaje de radicactivie
dad de dicho complejo antigenc-anticuerpe se inversamente prg
porcional @ la cantidad de hermana sin radisactivar sfiadide a
la nozcla de la resccidn, dejandoss invarisdas las gentidades
de aptisusro y ds hormona. radicactivada.

Desgraciadaments, las técnices do dotermimacitn ra-
dioinmunoidgica no han sido aplicables hasta aqui & lg deter~
minacion de la gonadatrapina cariauica humana (GEH) an prasmn
cia de cantidédasncnmparables de hurmnﬂa iudelinizente porque
g8 extromadamanta di?igi% uqtenar un qg?zauara‘eap@nificu po~-
ra cualquisra de dichas hormenas,

Por etra pearte, la necesidad éa medina saguras gue

permitan realizar dicha daterminacian asﬁa particularmante ad
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nitida oo sate campo, En sfecko, as sabida que tales medios
segurns, sntrs obras cowsas permitirlan reconocer répidaments
(§n~um plaza de punau’dias & portir de la concapoion) el ame
haraxn, y descubrir y controlar el aorviotercinoma ssl gomo
sualesquista otros tumores productoras da GCH.

Paz: cmaigtximnte. ad" dlammanta svidonte la enorme
ut1lided nliniea da tal antisuero aapaciriao sn 1o diagnosis
¥y en gl uantrnl de dichos tumoros, asf como en 1 determinacidn
pracoy dal gnbarazd,

Huy recisntemonte, Ross y aten(s), on "Btructure
setivity relationshipe of proteln end gnlypaptida-haﬁmunn&';
Parts 1 - Reporis-Proteedings of the Second International
Symposium Lisge, Soptember 28 w Ootober 1, 197§ phgs. 153.7;
M. Mgrgoviles amd ¥. C, Greenwood Editorgss publiceds por Exw
verpte Medica (1971), han ensayedo antisusros producides cone
tra las subunidadeso y 4 de GEH (llamadss rsspectivamante
8 continusoifn GEHe of y GCHe 4 ;)' an lag resgelones raddoine
munui&gian& ¥y comproberon que 8% antisuaro creado contra le
Gﬂﬂ»zﬂ tiono una mayor sspecificidad, |

Pog ura wxpuaicinn graflﬁa en ls gual, antre okres
curvag, puston verse dos curves de inhibicinn da la resccidn
redioinmunoligica antro suery anbieGCHs 5 y GCngﬁ radioncti
vada, construldas usands GOH y respectivemente Hi pltuitaris
humans, puade advertirss que 1es dos curvas da inhibicion men

cionadas diffisran an su inclinscion.
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8in ewbargo, desde ¢l punta de vigta cusntitative,
las dos curvas son eesi goincidentes, cuando manas an ls qua
concigrng & las parles correspondientes g bajos nivelss do

hotoons ein radieactivar Caa decir, hasta apxcxima&amante

- 250300 n Ud./ml).

‘ A nste rogpschto, debs advertirse que los bajos ni«
yelns de hormona antsriormenie menclonados son prscisamsnte
ios niveles @ los cuslss ee necosita una disprininacion one
tre la hormona GCH v HL, ya qus loe niveles Pisinlogicos da
Ht an la orina pusden slsverss a lo sume a 150 m U, I./ml. Par
saneiguiente, la técnica screada por Rous ¥ otro(s) no pusds
Hor upada como procedimisnto standard ds determingci&n do GCH
gn presgncia d9 cantidades comparablas da HL, |

‘Tal como g8 usa mgui, "m U.X," eignifice una milé-
sima parte ds la Unided Internaglonal adopbtade pob. la Organi
zagi&n fundisl de la Selud (Worid Regith Organization) o base
ds 1o imporhente preparagidn de referancis que os el "Sagundo
Skandard Internacional para GCHP, cuanﬁoééa traba da 6CH o de
Ia "Sagunda pxsyaraci&n Internacional §a~ﬁa?érencia amﬁ", équ
do se trata do RL. Ambas prapawac;nnaa,dé rw?axancia manniona~
dag puadan uhiégg;sa dal uaparzamanta de Standards Biologicos
ga Iz Organizecidn Bundial de l&~5alud, tnglatarta,

Tsl coms e usa aqui, "santidedss comparablas da HL®
ﬁignifaca cantidades do ests hopmonz (oxpresads.on términos da
w UsI,/nl) hasta 10 vecss asproximsdaments las de GEH.

o
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Sl e provonts SnvenciSng o he tomprohids fuu,
Buands w0 usE G WnbLouors GOHe/S que he eide previesanty e
sovbicn con GOBwo( o Yabk turvsy do Ind3bicibey vemitantan son
Bs rutpacky & BOH p HE son talow que oy voquinten gentlcadoy Gy
Hil. cusads eshos 10 waces mupnrlores e lue pantidedes du SOM
paze consbquin WA grade eoulveies 4o rbibieidn an 1n ranos
‘s idn . mmiwmﬁgm. | iy
' Lta Jovencion armwat&m,’ wh grenscinionts pets e
80 dotorniontdn tetivhroensifiica de G0 en srowancis de ssable
duday cumpevsbies da M, o ok Sust un enklegorg B0 S mhmg
bido con B0He X ade o siotons 08w 4 rodletkiveds o5 awsdn pa
¥ diebinnult Lo horsoos COH do Se M. Yl witoda wu partiomm
Laromaty gddouadn pare une cosmiobacidn procor del uobuvasn,
83 Lon Elompior aipuiontes epaebenn qub ok sntlzuarg
do Ya prosanto fnuonoidn 8o copax b disueininar entre GO8
¥ Wy ‘
I weblsgery :;mu-/ qus habfe side atisasbide sae
i GCF b / sonln 3n prosonts favancidn Fed Mku&dn £l § - 200U
" oon untapd de Posfebo 0,00 8 g un i 743, que costends
o normal de sonejo { $21000), potrancetoto mmmm e k)
tendisning {0,004 B) y aitdieton oo susre boving (0,98 %),
lﬁm&mﬁa ok aben Leapin guy, Bt onbatgu, S St
405 tonls o1 eompo o sonofo, o propateron dos sepies de ecluclg
now de concantrncionen graduslaente variedam, gus contaniyme
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prepsracion GCH del comercis (Roussel, 3200 U,I,/mg} y Tes~

pactivamonte unz proparacidn urinarlaz de HL {100 U,T./mgds
tng pteparacién-da»ﬁCﬁ;g? » gue habia side padiace

tivada con 1251 de acusrde con ol m3todo de eloraming-T des~

erite on Gresnwoed y otro(s), Bischem, J. B3, 114 (1863}, Fué

diluidp convenisntemente con ol misma Sempdn usede para preps
zar las soluciones de GCH y ﬁL antariormonte mencionadas.

Se incubo durante 24 horas a 379 ., oon ung parta
slicuota de cada ung de lap soluclonss do GCH o HL una canti
dad Pifn do antisuerp GCszg giluida. A tada una da las meze
clas de incubaniun, so lo afisdio una c&ntidad corcaspondisnte
a 18.880 contajes por minuto do GCHt/g radiactivados. S8 cone
$4nud lo incubacidn a 378 €, durants 24 horas y ee affadif sug
ra anti-gama-globuling de cosejo an une centidsd suficiente
para precipitar el complejo antigencwanticuerpo fornadn, Dese
putis -de una ulbaerior incubacidn de 24 horas a 370 G,, oo aepg
*4 por centrifugacidn sl precipitado de lo sobrenpdanta tirdn
doge este Oltimo, Por Pln, ss hizo =) contaje de ls radiacti-
vidad duol precipitedo, o

Se' ﬁéaz& una curve da iwhzbEcinn,para cada ufa de laB‘J
dos hotmonas,’ ﬁn:dichaa curves; 34 rmdﬁaaﬁividad dol precipita-
do fud marcada cantra la concantracmnn.da la hormona, Por lw

camp@ﬁaciéé.-anﬁra las dos curvss asi ghtenidas, pudp abosrvar- -

.86 que se nocesitaban 45 m U, F./ml de GCH ¥ 523 o U, I/nl de

#L respectivamente para obtsnsr una inhibicién del 50 % do &ax
ragceion entra el antiauaru,ECH-/é'y ECH%/é radiactivada,
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Eaﬁé EJemplo musstra que aﬁ napgsitan cantidaden
da HL més de 10 wocas supsriores & las pontidadas de CEN few

_ tasariss pata nhboner un grade equivalente de Inhihicidn en

la reaccisn radioinmunoldgica.
Efomplo 2 u (

y Sa mspitiu gl proﬁsﬁkgkantn daserito en el Ejample
1 fare- égalizar dotarninadionas raﬂibiﬂmunnlogicss dintlares,
axcopto gue las solasicnes do GOM o AL deo las mezclas de dne

cubacidn Puaron sustituidaa ton nuostras de orina de mujeras

sk nmanstruacidn normal durants la fass leteal,

En ningln caso so observd un imposrtante grade (as
dacir, superfor &1 20 % sproximadasents) de fnhibicidn de Ia
roacelon radininmunplonics entra ol antisuero Gﬁﬂt/é'y GGH:/ﬁ
radisctivoda, '

Ejomple 3

S¢ repitld el procedimiento destrito en @l sjemple 1
pora reglizar determinasiones radioinmunalogicas nimilafas, 8x
copto que las doluciones de GCH o HL de law mezplas de incubgw
oifin Pusren sustituldas cor muestras de orina de»mujéfau on In
primera facs del ambarazo (de 6 & 12 dias despuda ds Is ovulae-
gion y ol goite). Las mussbras ensayadas revelarom grados da
inhibioian uamyrand&dné sotre ol 20 y al 70 38,

Efemplo 4
A una muostrs de nrina recogides durenta la Fass lue

taal del ¢lcle menstrual (nivel Pisiolopico da ML do 10 & 15 w
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- Uel./ml), so afadisron cantidsdes gredusiments variadas da

6CH comercial.,
En daterminaciones radioinmunoligicss realizadas

dz acuerdo con 8l procedimiento descrito an al Ejenpla 1, se

. ubesrvd un importants grado de inhibicifin pera cantidades de

GCH supariores & 2025 m U,I./ml.

A una nuestra de orina similer se affedieron centidg

 dos gradualments variadas de HL. Ho pudo obsepvarss un impor=

tanta grado de inhibicidn haste que se afedisron cantidades de
Ht. de cuando mence 200 m U1 /ml. |

En @l procedimients de la pressnte invencidn pusdsn
introducirss varies cambios y oodificsciones sin apsriarsse del
ﬁﬂpﬁritu y dsl aleznoe de 1z misme, Las distintas formas de
realizacidn gxpuestzs an ls presentie Memnrila tiensn sl Pin ds
fiustrar ylieriormente la invencion, pers no de limitarla,

) Ecta patonte da invencion &o cerrespande = la dopo-
pitada en ltalia con ol ndmere 5¢ 583 A/72 y tiene la priori-
ded da Pacha §7 ds julio de 1972 por stogerss B lus banaficios
dol aztfculu 21 del wigente Tetatutp sw#ra la FPropiadad Indus~
trial y del articuln 42 dal Cnuvanio de 4% Unidn de Paris,

‘\~ B
G

RETIT up 1 EAL

::cng:-:s'-: p-2=3~%. S~

1) Progedimiento para la determinscidn vadicinmunoldgica de

_gonadobropina coridnica humans en presencie de hormona luteini

zanka, en ung nuestra que contiene ganadoiropina gorignica hue

wang an prosencia de hasta 10 vedma aproximasdamente la mantidad
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on me Y,1./01 do horxmona luteinizante, carsctorizadn pot.apk;‘
suron ure sistems antisusro de gonadobropina~ coticnice humens,
shoorbida por gonadotropina- coridndca humana, més gonadotrg
pina~ corifnice humens radiactivada tadloinmmoldgicaments,

 dutermindndoes oI grado da inhibicion producide por diche musy

tra wn 29:;aa§¢§3§ &adia&nﬁﬁ%gfégina ontte los componentes de
qichaféggﬁhmai7dabida asanaialmanté}a iz gonadotropina corlont
oz hunana. |

2). Praﬁedimiwnta da conformidad con la rsivindicecidn 1), ca=
ractarizado por ol haché do gue cada mililitre do antlauatn.
de gorsdotropina~ coridnica humsna ha sido absorbide uon-ﬂ,f
3 m;d mixigaaéaa do gonadotropina~ coridnica humana.

%), Procutimfento de conformidad con la taiuindﬁngclén i), caw
ragkarizado por el hecho de que la inhibicidn es determinada
ranlizando una determinacidn radioinminologica de is muestra

y comparendo les resuliados con una nurma conocida,

" 4), Procedimisnto de conformided con la reivindicacign 1), ca-

racterizads porqus medishto la wtilizacidn de unag mugstee do
orina, ge cosprusha positivemente sl smbarszn cuando la inhibi
cion 8s superior al 20 % aproximsdamecte,

%)}, "PROCEDIMIENTD PARA LA DETERMINACION KAQIDINmPNOLQGICA DE
GONADOTROPINA CORJIONEICA HUMANA EN PRESENCIA DE MORMONA LUTEI-

NIZANTE®,
£ g



ta Memoria consta de diaz hejss Polisdas y mecanografiadas

par un solo lade da sus caras.

fiadrid, 15 do Septiembre de 1875
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