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La presente invencidn se refiere a un procedi
' miento de dosificacidn inmunoenzimdtica de progesterona.
El procedimiento segin la invencidn aprovecha

las ensefianzas de la técnica conocida en relacidn con

5 una dosificacidn que implica una competencia entre mo-
1léculas de progesterona libre, por un lado, y moléculas

de progesterona copuladas a una engzima, por otro lado,
frente a los mismos puntos anticuerpos antiprogesterona

@bl), y le precipitacidn de los Ab. por anti-gammaglobu

10  linas insolubilizadas (Abz).‘ !
El desarrollo de las dosificaciones inmunoen-
zimdticas es reciente. La fijacidn de una enzima a un
éntigano o & un anticuerpo se deseribid por primera vesz
_ para estudios histoldgicos / NAKANE P.K. and PIERCE G.B.
15 , Jr (1967). Enzyme-labeled antibodies. Preparation and
" application for the localization of entigens. J. Histo=-
chem. Cytochem. 14,929, AVRAMEAS S. (1969). Coupling of
enzymes to proteins with glutaraldehydes. Use of the
- gonjugates for the detection of antigens and antibodies.,

.20 7 Immunochemistry 6,4;7. La primera dosificacidn inmuno-

snzimdtica se refiere a la de la hormona gonadotropa co
ridnica (HCG) en la orina, en la que la HCG estd marca-
| da con peroxidasa y el anticuerpo copulado a celulosa
/ VAN WEEMEN B.K. and SCHUURS A.H.W.M. (1971). Immunoassay
' 25 ' tsing antigen-enzyme conjugates FEBS Letters 15,232~7.
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Los autores han empleado la téenica de polimerizacidn
del primer anticuerpo o la de la polimerizacidn del se
gundo anticuerpo.

Ia primera técnica mostraba una sensibilidad

5 del mismo orden que la obtenida por inhibicidn de 1la
hemoaglutinacidn. ILa segunda técnica era de 10 a 20 ve
ces mds sensible, pero no alcanzaba la sensibilidad
de la dosificacidn radioinmunoldgica.

La dosificacidn radioinmunoldsica se basa en

10 una dilucidn isotdvica en un medio de reaccidn aue obe
dece a la ley de accidn de masas.

Hay competencia entre las moléculas radiac-
tivas y las moléeculas del natrdn o de 1la muestra des-
‘conocida frente a los mismos puntos anticuerpos.

15 La primera dosificacidn inmunoenzimdtica de
una sustancia de bajo peéo molecular, la DNP ZENGVALL
E. and PERIMANN P. (1972) Enzyme~linked inmunosorbent
assay (ELISA). TII Quantitation of specific antibodies
by enzyme-labeled anti-immunoglobulin in antigen-coa~

20 ted tubes, The Journal of Immunology 109, 1?37; no mog
tré una sensibilidad importante, porque para obtener
un 50% de inhibicidn de 1 actividad enzimdtica habia
que afiadir 5.10"4 moles/litro de DNP.

3¢ han presentado otros sistemas inmunoenzi-

-~ 25 méticos para la morfina / RUBENSTEIN K.E., SCHNEIDER R.S,
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and UIMAN E.F. (1972) "Homogeneous" enzyme immunocssay;
& new immunochemical technique; B.B.R.C. 47,846 y los
estrdgenos VAN WEEMEN B.X. and SCHUURS A.H.W.M. (1972).
Immunoessay using hapten-enzyme conjugates. FEBS Letters
24,117. La sensibilidad de estas dosificaciones, aunque
es mayor, no alcanza la de la dosificacidn radioinmuno-
1dgica.

Las patentes francesas 73,17.181 y 71.46.179
se refieren a procedimienios de deteccidn y determina-
cidn de hapteno; en el primer documento citado, la na-
turaleza de la copulacidn del hapteno, sustancia de pe-
80 molecular elevado empleada para creer el anticuerpo,
difiere de la de la copulacidn conjugado hapteno;enzima.

La diferencia en la naturaleza de la copula-
cidn puede deberse a:-

a) un enlace o un puente de naturaleza quimi-

ca diferente, )

b) haptenos de naturaleza qufmica diferente

que presentan una afinidad inmunoldgica,
¢) copulacidn en otra posieidn de la molécu-
la de hapteno.
“Asf, en la dosificaecidn de 1la progesterona
es preciso que los sistemas de determinacidn en gque la
progesterona~ll-succinilfosfatasa alcaline estd combi-

nada con la antiprogesterona-ll-gucecinil~seroalbimina
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bovina sean de cuatro a diez veces menos sensibles a la
progesterona que los sistemas progesterona-ll-succinile
. fosfatasa alcalina/antiprogesterona-l2-suceinil-seroal-
blimine bovina (pdg. 10, lfneas 11 a 20).

5 Fl principio en gue se basa esta patente cstd
en contradiccidn con la dosificacidn seglin la invencidn,
aue emplea la misma copulacidn hapteno-sustoncia de peso
molecular elevado y hapteno-enzima.

La segunda patente citada no descrihe 1la dosi-
10 ficacidn de la progesterona segin la presente invencidn.
 El procedimiento de dosificacidn inmunoenzim?
tica de progesterona segidin la invencidn permite obiencr
una curve de dosis—respuesta'cuya sensibilidad es ecuivn
lente a2 la de la dosificacidn radioinmunoldgice, pero sin
15 presentar log inconvenientes que acompafian a este tino de
dosificacidn: coste elevado de fabricacidn del material
(contadores de radiomctividad, lfquidos de centelleo,
sustancies radiactivas), inconvenienies de las sustan-
cias radiactives (degradacidn del antigeno o del anti-
20 cuerpo radiactivo, perfodo del elemento), y problemas
de sanidad y legislacidn.
Ia excelente mensibilidad de la dosificacidn
se obtiene graciass pzrticularmente al empleo de un an~

25 ticuerpo antiprogesteronn especifico.
Fa sabido al nreparar un snticuerno de hap=-
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teno copulando el hapteno a una sustancia de peso mo
lecular elevado, que en general es una protefna, in-
yectando este producto de copulacidn a2 un animal, y
aislando los anticuerpos de manera cldsica,. Fn 1a
invencidn se emplea este medio adaptdndolo a las ne
cesidades particulares de un procedimiento muy sen-~
sible de dosificacidn inmunoenzimdtiea.

Fl procedimiento de dosificacidn inmunoen-
zimdtica de la progesterona, gue recurre a reacciones
que compiten en medio liguido de las moléculas de la
progesterona citada, llamadas Ag, y moléculas de pro
gesterona copuladas a una enzima, la beta-D-galacto-
gidasa, moléculas llamadas Ag-G%, frente a puntos
iguales de un anticuerpo especi{fico constituido nor
suero antiprogesterona, llamado Abl, Yy 2 una precipi
tacidn de los complejos solubles obtenidos ror medio
de un segundo anticuerpo insoluble llamado Ab2, reac
cidn que conduce a un residuo o sedimento aque contig
ne todas las poblaciones de énticuerpos ¥y aun liqui
do gue sobrenada que contiene las fracciones de Aé v
de Ag-GZ7 que no han reaccionado con Abl, se caracte-~
riza por emplear un mismo derivado de progesterons,
a sabér, el ll-alfa-~-hemisuccinato de progesterona,
paras el acoplamiento con la betawgalactosidasa ¥y na-
re la produccidn del sutero antipropesterona,

18010075 - 6 -~



Segin la presente invencidn, la copulacidn
de la progesterona se efectda con ayuda de un gruno
funcional constituido por el radieal hemisuccinato
al nivel del carbono 11, lo aque permite obtener un

5 inmundgeno cuya inyeccidn en el animal causa la for
macidn de anticuerpos particularmente especificos.
Este elevada especificidad permite una dosificacidn
inmuneldgica de la progesterona plasmdtica sin cro-

, matografia previa de los extractos.

10 . El procediniento de dosificacidn inmunoen
zimdtioca puesto & punto requiere la interaccidn de
4 tipos de moldeculas: un antfgeno (o hapteno) (Ag)
constituido porlla progesterona; un antisuero (Abl)
correspondiente elshorado a partir de 1l-U-hemisucw

15 oiﬁatorde progesterona; un ent{geno marcado por una
engima, es decir ll-&i-hemisuccinato de progesterona
marcado man-galactosidasa (Ag~GZ); y Tinalmente
un antisuero precipitante, insolubilizado_(ﬂbz). Al
final de la reaccidn se obtiene un sedimento que con

20 tiene todas las poblaciones de anticuerpos y un 1i-
quido que so¢brenada que contiene las fracciones de Ag
v Ag-GZ oue no hsn reaccionado con Abl.

La medide de la actividad enzimdtica se cfec-

tda ventajosamente en el sedimento.
.25 La puenta en prdetica del procedimiento re

18.10.75 -7
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quiere la preparacidn de los constituyentes. Ta en-
zima elegida, beta~D-galactosidasa, se purifica en

primer lugar a partir de una cepa constituyente de

E. Coli; las diferentes etapas de la purificacidn com

prenden, por ejemplo, la descongelacidn de las bacte
rias, su toma en dos volimenes del tampdn de purifi-
cacidn (10 ¥ ge tris acetato de pH 7,6, 10 mM de
MgCl,, 5 mM de Mg titriplex, 10 mM ge p—mercaptoetg
nol (@—SH) y 0,54 de NaCl), una trituracidn y una
pasada por ultrasonidos; despuds de la centrifuga-
cidn, se diluye dos veces el 1liquido que sobrenada
con el mismo tampdn, lo que causa la precipitacidn
de ciertas protefnas. Se centrifuga, se decanta, y
el 1fquido que sobrenada se precipita de nuevo con
sulfato de emonio al 33% de saturacidn. Este preci
pitado se pone en suspensidn con el mismo tampdn, se
dializa hasta la desaparicidn total del sulfato de
amonio, y la ﬁ-galactosidasa se purifica en una co-
lumna de DEAE~Sephadex en gradiente de molaridad.-A
continuacidn se mide la actividad enzimdtica,

TLa dosificacidn se efeetda vertiendo 2 ml
de una mezele de (}-galactosidasa en un tampdn "PM2"
congtituido por 70 ' de Na,HPO,, 30 mf ge Naif .20, ,
1M de MgS0,, 0,2 mh de MnSO, ¥ 2 ml de Mg titriplex,
ajustdndose el pH a 7, mds 7 m1/1 de (‘)-—SH eon 0,5 ml

18.10.75 -8 -



de ONPG (ortonitrofenil-p-D-galactésido) al 4%. Se
deja incubar al bafio Maria a 282C y se interrumpe la

reaccidn por medio de 1 ml de Na2003 1 ¥. E1 nimero

de unidades enzimdticas estd dado vor la fdrmule:

D.C. 420 nm x dil
Unidades enzimdticas = -

.t (mn)

siendo € = 5.1073

10
Si se efectda la incubaeidn =z 452C en "B,
(5~SH, el mimero de unidades enzimdticas se obtie%e
por»ﬁiviéién por un factor de correccidn igusl a 2,6.
El sustrato empleado para la medida de la
15 actividad animética es galactdsido de orto-nitrofe-
: nol. En presencia de (~galactosidasa, hay desprendi-
miento de orto-nitrofenol (de color amarillo) ¥y de fa
lactosa on cl medio de reaccidn. E1 desorendimiento
de orto-nitrofencl es funcidn de la cantidad de enzj
20 ma presénte en el medio. Paras una concentraciodon fijﬁ
da de sustrato, y un tiempo fijado de incubacidn, el
valor de la densidad Jdptica (debida a la intensidad
de la doloracidn) medica en el espectrofotdmetro va~
' rfa en funcidn de la mayor o menor cantidad ﬂe%-@mﬂ
~ 25 lactosidasa, '

18»10075 . . L 9 -
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Esto permite definir una unidad enzimdtica
como la cantidad de P-galactosidasa ocue hidroliza un
micromol de sustrato por unidad de tiempo (= un minu-
to). . :

Se efectda a continuacidn la conulacidn del
ll-t-hemisuccinato de progesterona a la P-galatosida
sa, purificada segin el nrocedimiento antedicho, por
medio de una carbodiimida "soluble". La reaccidn se
efectia en dos tiempos: la primera etapa, llamada “ac
tivacidn", consta de la reéaccidn de la carbodiimida
con el ll-B-hemisuccinato de progesterona, obtenidn-
dose asf una O-z2cilurea muy reactiva con los nucled-
filos:

R'N=0C=NR" N’R =C - NHR”
: |
) > ?
R-~C=0
ya
®
\OH

Lia segunda etapa consta de la reaccidn de
la O-acilurea obtenida con la (-galactosidasa y mds

concretamente de la copulacidn de manera covalente

18.10.75 - 10 -
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del hemisuccinato de progesterona, cuyo COOH se ha
activado por la carbodiimida, con los NH, de las 1i
sinas de la,@-galactosidasa.

Los reactivos progesterona-galactosidasa
estdn en una relacidn Pro/GZ = 130.

En un modo de realizacidn particular de la
copulacidn, se fadieron 7.1070 moles de 11-Q-hemisuc

5

cinato de progesterona (0,1 ml) a 107 moles de carbo

diimida,HCl (0,01 ml), ajustdndose el vH a 4,7, se de
i inecubar durante 30 min. a temperatura ambiente, des
pués se afadieron 5,45.10"10 moles de Q-galactosidasa
(0,1 ml), que representan una actividad enzimdtica de
160.000 EU/mg, se ajustd el pH a 5,5, y se dejd incu-~
bar 12 horas a 49C, y después la reaccidn se intefrqm
pid por medio de 1 ml de tampén "M, ¥ se efectud
una didlisis frente a 2 litros de tampdn que conte-
nfan 5 g de dextrano sobre carbdn. La actividad enzi
mitica restante era de 142,000 EU/mg. E1 producto
obtenido me hizo nasar & continuacidn por une colum-

na de Sephadex G 25 (didm.= 1 em, V = 10 ml) para se

18010075 - 11-
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parar la progesterona unida a la beta-galactosidasa
(Pro=GZ) de la progesterona libre. .

. Se procede a continuacidn a la obtencidn del
suero antiprogesterona, lo que representa una etapa par
ticularmente importante, pues la especificidad de los

anticuerpos antiprogesterona determina la precisidn fi

" nal de la dosificacidn. Segdn 1l& presente invencidn,

.se copuld ll-Y-hemisuccinato de progesterona a la sero

albimina bovina (BSA) segin téenicas conocidas [Erlan—
ger B.F., BOREK F, BEISER S.M. and LIEBERMAN S. (1957).
Steroid protein conjugates J. Biol. Chem. 228, T713.

'VAITUKAITIS J., RABBINS J.B., NIESCHLAG E. and ROSS T.

(1971). A method for producing svecific antisera with
smaell doses of immunogen J. Clin,Endocr. 33,988/.

La copulacidn de la progesterona con ayuda
de un grupo funcional, el hemisuceinato, introducido.
al nivel del carbono 11, ha permitido obtener un inmu-
ndgeno cuya inyeccidn en un animal causa la formacidn

de anticuerpos particularmente especificos, como mues
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TABLA I

Esteroides Reacciones cruzadas %
Desoxicorticosterona 3
5-P—pregnan—3,20-diona 2,8
S=epregnan=-3,20-~-diona 2
6-@—hidroxinrogesterona 1,2

17-ct=hidroxiprogesterona 0,5
20«0=hidroxiprogesterona 0,4
Corticosterona 0,3
Testosterona 0,08
Cortisol 0,03
5-pregnenolona 0,03
Aldosterona 0,008
Estriol menos de {10"5

Estos resultados se obtuvieron segin el rin-

cipio siguiente:

Anticuernos antiprogesterons, unidos a la pro

gesterona marcade con tritie, son susceptibles (como con
secuencia de un éambio con urogesteronn frim, no marcada,

introducidae en el medio) de liberar progesterona radinc-
tiva y desplazar esnontédneamente 1la progesterona frias de

au lugar,

18.10.75
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El equilibrio aue se establece entre la can-
tidad de progesterona-anticuernos (Ac) no marcada y la
progesterona~-Ac marcada es funcidn de la progesterona
fria afiadida al medio. Por el contrario, si en lugar de
progesterona fria se afiade otro esteroide, tal como al-

dosterona, por ejemplo, habrd poco cambio entre la pro-

" gesterona radizctiva unida y la aldosterona del medio.

Como los anticuerpos antiprogesterona son muy especifi-

cos de la progesterona, se unirdn muy debilmente a 1la

.aldosterona.

Por lo tanto, cuanto mds d€bil sea el intercam
bio entre el complejo inicial (progesterona-anticuerpos)

radiactivo y el compuesto afiadido &l medio, més pequefio

.Seré el tanto por cientn de la reaccidn cruzada,

Esta elevada espec1fic1dad permite, por ejem-
plo, une dosificacidn inmunolégica de la progesterona
plasmdtica sin cromatograffa previa de los extractos obh
tenidos tras una simple extraccidn por medio de wn disol
vente orgdnico.

Pinalmente se prepara el antisuero precipifan-

. te en dos etapas; su obtencidn propiamente dicha en pri-

mer lugar, y en Wltimo lugar la insolubilizacidn por po-
limerizacidn de los anticuerpos obtenidos. Para preparar
el suero anti-gamma-glotulinas de conejo, se inyecta, se

gin el procedimiento descrito anteriormente, en la pro-

18.10.75 - 14
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porcidn de 10 mg disueltos en 1 ml de suero fisioldgico
Yy 2 ml de "completo" de Freund por animal (cabra u oveja).
Las activaciones se efectuaron todos los meses por medio de
2,5 mg de antigeno por via intramuscular y subcutdnea, y
2 mg al dfa siguiente por via intravenosa. La cantidad
de anticuerpos por ml se determind por andlisis en miero
precipitacidn. Se emplearon tres antisueros, cada uno de
ellos con una concentracidn de 2 mg/ml (cabra), 13 mg/mi
(cabra) y 13,6 mg/ml (oveja). La insolubilizacidn de los
anticuerpos-antigammaglobulina de conejo se efectud por
medio de cloroformiato de etilo segidn el procedimiento
siguiente: se precipitan las gamma-globulinas afiadiendo
un volumen de sulfato de amonio saturado a dos voliumenes
de suero, se deja en agitacidn durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente, y se centrifuga durante 15 minutos.
Se toma de nuevo el precinitado, que se dirliza frente
a tampdn de fosfato de sodic (pi 6,3) hasta desaparicidn
del sulfato de amonio (que se comprueba con BaGl2 al 14).
El produecto obtenido, constituido por famma-globulinas y
otras protefnas, se hace pasar por una columna de DEAE
celulosa, y las gammaglobulinas, elufdas por medio de un
tampdn de fosfato de sodio (pH=6,3) se sacan de la colum
na y se obtienen en un estado muy puro.

0tro método consiste en emplear el suero de ca
bra o de oveja, que se dialipga directamente frente a tom

18,10.75 - 15 -
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pén de fosfato de sodio, ¥y se hace pasar, una vez dia-
lizado, por la co}umna de DEAE celulosa. La elucidn de
las gemma-globulinas se hace por medio del mismo tam—
pén de fosfato de sodio. Las gammaglobulinas obtenidas
estdn muy purificadas. Se pfepara una disolueidn de 50
mg/ml de gamma-globulinas, y despuds se afiade gota a
gota el cloroformiato de etilo, en relacidn de 0,04 ml
por ml de disolucidn. E1 pH se mantiene en 5,0. Desnués
de agitar durante 3 horas se centrifuga y se lava tres

veces con agua fisioldgica, antes de poner de nuevo el

precipitado en el tampdn. Finalmente, se homogeniza con

éyuda de una jeringa provista de una aguje muy fina.

Para determinar las cantidades de anticuerpos

polimerizados o emplear en la dosificaecidn, hay que de-

terminar el poder de unidn del anticuerpo polimerirzado;
con este fin, se incuban, a cada una de las diluciones
(1/1, 1/10, 1/20, 1/50) de anti-gemmaglobulinas polime-
rizadas, diluciones crecientes de suero antiprogestero-~
na que van de la 1/100 a la 1/10.000. Después de la cen
trifugacidn, se afiade 1fquido que sobrenada de cada tu-
bo de reaccidn la misma cantidad de progesterona con
tritio, con el fin de determinar la presencia eventual

de anticuerpos antiprogesterona., Como ejemplo ilustrati

- vo se puede describir el procedimiento experimental si-

Fuiente: me mezelan 0,2 ml de suerp antlprogesterona y

18.10.75 - 16 -
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0,2 ml de anti-gammaglobulinas polimerizadas; se deja
incubar 30 minutos a 492C y se centrifuga 10 minutos a
5000 r.p.m.; se afiaden al lfouido aue sobrenada 50.000
cpm. de 3H—progesterona (0,1 ml), se deja incubar duran
te 30 minutos a temperatura ambiente, v desoués 30 mi-
nutos en hielo en fusidn; se sevaran por medio de 1 ml
de dextrano sobre carbdn, tras 10 minutos de contacto
se centrifuga, y después se procede al recuento de 1a
radiactividad en el 1liquido aue sobrenada. Los resul-
tados obtenidos se expresan graficamente (fipura 1); na
re una dilucidn de antisuero dada, se empleard una con-
centracidn suficiente de anti—gammaglobulin&;polimerigg
das para que se una a ellas todo el primer anticuerpo;
asi, por ejemplo, para una dilucidn de antiprogestero-
na a 1/5000, habrd gue emplear una dilucidn al 1/10 de
anti-gammaglobulinas polimerizadas.

La presente invencién vproporciona, por lo tan
to, un procedimiento de dosificacidn inmunoenzimdtica de
progesterona, aue comprende una reaccidén inmunoldgica
propiamente dicha, en la aue el extracto o el patrdn
de progesterona se afiade al suero antiprogesterona y
al producto del acovlamiento progesterona»@-palactosidﬂ
sa, y después una inmunoprecipitacidn vor medio de un -
enticuerpo insolubilizado; la actividad enzimdtica se
determina ventajosamente en el sedimento. '

18'10075 - 17 =
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Parae poner en prdetica el procedimiento de
la invencidn, se emplea preferiblemente un conjunto de
reactivos compuesto esencialmente de:
- anticuerpos antiprogesterona (en forma con-
centrada o liofilizada),
~ complejo de progesterona unida a la (-galac
tosidasa,
- anticuerpo precipitante (Abz),
= un sustrato de la enzima, tal como ONPG,
- un tampdén, tal como tampén‘?Mz",
- un juego de patromes de progesterona a dife
rentes concentraciones.
La dosificacidn enzimdtica se efectia preferi
blemente a 452C, pero puede tener lugar también a 289C.
Como ejemplo, se ha procedido a la dosifica-
cidn de progesterona en un medio bioldgico, plasma de
ratas gestantes, y se ha efectuado un estudio compara-
tivo con la dosificaecidn radioinmunoldgica, '
La sangre de la vena yugular de ratas gestan-
tes, con adicidn de heparina, se centrifuga durante 20
min,a 5000 r.p.m. y se decanta el plasma. Un volumen
plasmdtico .de 0,1 ml se pone en un tubo cdnico de cen-
trifuge normalizado (V=15 ml) y se incuba 2 horas a
602C pare reducir la uni3n de la progesterona a las pro
tefnas vectoras. La extraccidn se efectda con 10 ml de

18010075 - 18 -



dter de petrdleo despuds de agitar durante 2 min. en
el vdrtice. La fase de &ter de petrdleo se separa y

se evapora hasta seouedad en un tuvo idéntico. Fl ex-

tracto seco se toma de nuevo en 0,5 m) de tampdn "PN?"
5 y se deja 15 min a 459C. Se hacen diluciones a 1/2 yna
1/5 y se toman fracciones de 0,1 ml vor duplicado parn
efectuar las dosificaciones inmunoenzimdtica y radioin
munoldgica. En las mismas condiciones se trata 0,1 ml

de plasma de rata macho o de tampdn "PH," nara apreciar
10 la influencis del material especifico (élasma y Aisol-
vente). Un estudio preliminar mostrd, tras la adicidn

de progesterona radiasctiva el plasma, cue la extraccidn

con €ter de petrdleo era constantemente superior al 95:.

Tas condiciones de la dAosifieacidn imnunoen

15. zimitica pueden resumirse como se ve en la Tabla . TI si

guiente: '
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TABLA II

Ab, (3ilucidn 1/5000)

Volumen (ml)

Condiciones ex

perimentales

0,1

Extracto a dosificar
o tipo

0,1

30 minutos
temperatura
del labora-
torio

Ag-GZ (80 unidades en-
zimdticas a 289C)

0,1

2 h. 30 min
temperatura
del labora-
torio

Ab, (dilucién 1/10)

0,1

30 minutos
temperatura
del laborato
rio

Como testigo experimental se emplea suero de

conejo normzl en lugar de Abl.

En la figura adjunta y en la Tabla III se mues

tre claramente que la senaibilidad de la téenieca inmu-

noenzimdtica (E.I.E.) es equivalente 2 la obtenida por

ehsayo redioinmunoldeico

18.10.75

(E.R.T.).
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RATAS GESTANTES

92
91
61
11
12
1
17
31
31
68
63
9
87
70
11b
9l1a
1la
1lla
20a
20b
16

18.10.75

TABLA IIT

E.R.I. (ng/ml)

E.I.E. (ng/ml)

30
29
35
40
36
46
44
30
30
32,5
25
13,8
16
13,6
27,5
14,4
12,6
12,5
30
24
15
10,5

uzln

37,5
31
32,5
38
34
a7
44
32
26
39
25
12,8
18
14
08
12,4
13
13
25
24
17
13



TABLA III (CONTINUACION)

MUJERES NO ENCINTA  E.R.I. (ng/ml) E.I.E. (ng/ml)
1 0,4 0,6
2 0,3 . 0,3
3 0,5 1
6 0,3 1,2
8 0,6 0,5
9 2,4 2,8

MUJERES_ENCINTA

18.10.75 - 22 =
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Esta solicitud, oue corresponde a la presen-
tada en Francia, con fecha 14 de Octubre de 1974, hajo
el N2 74 34.519, se acoge 2 los beneficios del articu-

lo 51 del vigente Estatulo sobre Provniedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn provnia y nuveva, oue
se presentan vara cue sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn, en Eepafia, son los que se recogen
en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un procedimiento de dosifiecacidn inmu-~
noenzimdtica de progesterona, que utiliza reacciones
competitivas en medio 1fouido de 1as moléoulas de pro-
gesterona citeds, moléculas denominadas Ag, y moléculas
de progesterona copuladas a una enzima,Qé—Dngalactosidg

se, moldculas denominadas Ag-GZ, frente a puntos ipguaw

- les de un anticuerpo constituido nor suero'antiprogeg

terona denominado Abl’ ¥ una precipitacidén de los comw

plejos solubles obtenidos por un segundo anticuerpo in

.18'10075 .-' 23 -
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soluble denominsdo Abz, reaceidn que conduce a un resi-
duo que contiene todas las poblaciones de anticuerpos y
a un 1iquido que sobrenads que contiene las fracciones
de Ag y de Ag-GZ que no han reaccionado con Abl, carac
terizado por emplear un mismo derivado de progesterona,
el 1ll-d-hemisuccinato de progesterona, para la copula-
cidn con la @-galactosidasa y vara la produccidn del
suero antiprogesterona.

28,- Un procedimiento segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque la [3-D-galnctosidasa se purifi
ca antes de la copulacidn con la progesterona.

38,- Un procedimiento segln la reivindicacidn
28, caracterizado porgue la copulacidn se efectda por me
dio de un agente tal como una carbodiimida soluble.

2.« Un procedimiento segﬁn cvalquiera de las

reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el an

- ticuerpo insoluble se ha insolubilizado por polimeriza-

cidn.
8.. Un procedimiento segin la reivindicacidn
42, caracterizado porque los anticuerpos se purifiéan
antes de la polimerizacidn.
62,- Un procedimiento segin cualauiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado poraque el an
ticuerpo insolﬁble es anti-gammaglobuline polimerizada.

N 78, Un procedimiento de dosifiocmcidn inmunoen

18.10.75 - 24 -



zimdtica de progesterona.

Tal y como se ha descrito en la Memoris que
antecede, representado en los dibujos que se acomnafian
y para los fines que se hen especificado.

Esta Memoris consta de veinticinco hojas enw
critas a mdauina por una sola cara.

28 0CT, 197

Madrid,

de Eliubury

18.10.75 - 25 w
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