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Pamoria Deseriotive

rl rogistro de la patente de invencién gue

sa solisita tiene por objcte gerantizer la explotacidn ox

clusive en todo el territorio nascignel y sus aosesi

?

Q
o

es

s . de un odtods de preperscifn de un.roactive en fade sélida
pars uso en sl radiclnmunosnsayo de arntfigens y anticuer-
pes y de realizscifn del redicinmungenszyo, cenforme se
goseribe a continuacifn y se representa gréficamenie‘éﬁ :
loo edjuntos dibujos, a titule de ejemplo.

10 gste invencién ss relscions cofi um reactius
y un nbtodo psra su usg en 1e tetercinacidn de sntigonos,
anticuerpos, enzimss y otres protoinos vy nolipbptidosy kox
monas y sustanciss simileres doiandas de acgtividad hihiggica.

rn los oitos rocientes se be creado una enrie

15 de ensayas pars ¢isgndsticos clinicos que cuplean natoris-

3

les denominados rsdioisftapos. Dstos cnseyos hen side sdep

£,

tadoo a la deterninseidn de pequeﬁasranncentraéicnus do vg
rios componentes del sucro sanpuinoo y otros fliidou biold
gicos, En lz thenica disgndstics conocida por radiolnnunoe-
20 pneayo (Rif), se nide el entfgeno por su efpote sobrs la
Fijaciéh de una poguelia centidad de entipenc trezader re-
disctive @ una csntldad predeterminads de snticurrpp ospe
cf{ficn. Cstis tbenica RIC he de-inclulir algﬁn'prccadimiJnt:
pers separgr al trazador Tijedo sl sntlcumrpo del irazador
25 no Pijodo tres completarse 1z inmunorrescciéng de monere
gus pueds delerminerse 1z radisctividad de los componentes
gaparados medisnte cémputo por contelleo.
Hgsta shora se hen desarrollado varios procg
dimiontos pnrs separor los gonponentes trazasdoros Fi jados

30 y sin fijar en las técnicas UL, De acucrdo con un prOGEe-
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dimionto clésico, se consigua la zdsoreidn selective del
compohente trezador libre mediante cl uso de un sdsorben
te particuler, tol cemo sorbdn vegetal, come se describa
an lo patents sstadounidonss n? 3,442,019, o medisnte el
uao de ztdsorbenies cristalinos inorgénicos en forme colod

del, tales come curbencto megnésico o oflice, segln se

doscribe on las potenies de igusl necionalidad fose U.666.854

S.771.528 y 2.776.608, Otro procedinisnto conscldo omples
rosinas de cambio ifdnico dotadas de grupes amdnicos cuator
narlos o eninos Fusrtesoente bésicos, tal comg se describe
an lg patente de diche nucionslidod n¥ 3,414,383, o bien
emnloa la resina en una esponja de poliureteno, como o eX
pone en lz patenle, tambiln estadounidonse, n? 3.2006.602.
Ciros mbtogos enclesn ung £ijscifn cnvalante del anticugre
po ¢ poliomeros insolubles en cgua, talos como dextrane y
Laphudex {morcs concreizl ¢e Charnzeie 4B, de Lpsale, jug
cia), tsl como se oxpone on le patente vstodounidense n?

JO5E,14%; o une Fijocidn floics no espocifics a verics pp
limaraa, cotg so cophcions on leg potente ssiadounidense nd
2,700,663 o bien un alrapasdoento sn un nsterisl galifica-
do, tal comg cerilanlida, segln se expong an la petentoc el
tadounidanse nv 3.703.448,

sgeiegntemanta, so ha informado acerce de un

arocediniento que onsles glicol polintilénico coma zgente
asrecipitador porz seperar los componontes Pijados y sin
Fijar on ldeniges HID: Desbuguols y Aurbach, J, Ziin. E

drocrinol.istab, 23, 732 (1972); flarrett y Cohen, Clin.

cheme 18, 1739 (1972); y Crolghton y colaboradores, . If

mungl. 111, 1219 (1973). £n este procedimiento, el glicol

aolintildnico se afiade a los materioles do ensayo después
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de 1l oporacidn ce féjscidn, maediante inCubaéién duranta
eierto perfods de tiempa. £1 glicol polietilénico preci-
pita entonsss sl componente radicidentificada fijads &l
anticusrpa, resprctc sl componente no f1jsdo. Aunquo gole
srocedinients ea (tll, imanlice numeroses oporacliones y una
ano Josz manipulacidn de varies compohentes por ol téenico
de lsboratoric. & ests thonlce von esociados unos ol
contecs na aspecificos {antfgenc redioicentificade o Tiw
jado al anticusrpo).

De] scuerdn con ls presonls invancibn, o-difg

—

rencis de la técnica enterior, se enplea glicsl polist

fdv
'»-4
e

&

nico en un reactiva on fase sdlids vy un nfitodo de ridivin

munoensayo, do Qanera gue s§lo se reguicre oste lnieco roog

oor el téenico de lsboratorio despufs c¢e la recanatilu-
cidn del resetive en fose sdlida. Lz invencifin utilize unz

combinacidn de un anticuerpo ospeeifico y/o un zntigenc rg

dioidentificado y el glicol polictilénico, junto con un

vehiculs de nglobéling gamma neutra}iz%do & un adesuado pH
en un oistems on Fase sdlids liofilizadn. Iste productc
ligfillzade pusde suminisirsrze al loboratoria clinice na
re su USe en un gnsayn RIE cenveniente y rfzido sue sfile
requiers ls racanstitucidn v adieién del suero cobjeto ce
onsayn de un psclento.

Unz principel ventajs de ls presente invef=
cifn es una reduccidn en el nlmcro de opersclonss necesg
rias para sl RIL por el técnico de laborstorio, incluysh
do 1z eliminzcidn de lz cdicidn de un agents separader Y

sy ulterior tratemiento al finsl de ls inaunorreaccifn.
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Stra notable vontsjas de esto invoneidn co la reducelén
2l miniro do le dosnoturslizecidn del onticuerpoy porgue
no hey Pijocién de los lugares activos del enticuerpo,
camo oturre con la fijscidn covalenta, idnica o no ospo-
cifica <o los polimcros. Se Lncroments asf la Piobilided
dol RIE por ung reduccidn en al ndmore de crrores suscopR
titbles deo prnduéirse gn numargsas gperscionss de transfg
rencla can pipoets o por desnaburelizscidn del anticunrpb,
tal como ocurre seoln los procodimicntos anterioras.r

S¢ hz comprobade tombifin que ol sistemy en
Faca sflide de esta inveneifn simule mfs eproximedomenta
ung fase de solucidn homogfnes gue otros sistemas on fuw
se sBlide. fsto sisteme proporcione asi, dosaablgmcnté{
gns yran ares superficisl sin nfrdide ¢e su heterogenci-
dad, pers una rozceidn con plrdids ninima de sctividsd
tol snticunrpos

r1 Onicp roactive on Paso sflide liofilizae
do eatd asimismo perticularmente bien adapltado perz un
transporto convenignie, por cusnto que implice un motorisl
wonos facilments perturbade vy un menor nimero de rosctives
gug hasta chora.

In log adjuntos dibujoss

La figurs 1 es una curve patrdn quo mucstra
los conlgos redinsctivos por minuts de ant{gono Mijode (i
roxina), trazedos en funcifn de ls concentrscién do tiro-
xinza {en unidodes ordinsrias de porcentaje mlcrogrémico),
en un cjomplo representative del sistems da roactivo on
fase oflide RIL aqui definido. '
La figura 2 mucstra los tres sistomes de reag

tives RIE resreosentatives, A, Dy C del Ljemplo 1, en los
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que se hen linealizado las curvas patrones (del tipo de
la figurs 1) mediante transformacidn logital,

' £n gensral, se estsblecen tres sistemas an
Pase sdlide liofilizados de scuerdo con la firesents in=
vencidn, En una versidn, se sstablecs un anticuerpo es-
pecifico sn combinacidn con el glicol polistilénico y sl
veh{culs de globulina gemmae., En una segunds uersi&n[ 58
establece un sntigeno radicidentificado en cambinaciﬁﬁ
con el glicol polistilénico y el vehiculo de globulihﬁ
ganma. En una tercars versidn, se estableocen un anticuer
po especi{fico y un antigeno radiocidentificado, en combi-
nacidn con el glicol polietilénico y el vehiculo de glo=
bulina gammae e

£n las versiones preferidas de ls invencidn,

sl ant{gano rodioidentificado se dispone en el fliida rg
constituyenta. Estss versiones presentan las ventsja adi-
clonal respecto a ls técnice antarior de gue se incremepn
ta la precisifn del snsayo RIE en virtud del mayor volu=
men del que se suministra sl ant{geno radioidentificada.
De scusrdo gon procedimientos anteriores que no permiten
la reconstitucidn de un reactive en foso =8lida, el anti
geno radicidentificedo ha do efisdirse en cantidad muy pg
quefis, sisndo as{ wmayor la probazbilided de error que de
aguardo can el presents procedimiento.

En lss versiones praoferidas de la invencidn,
se disponen aproximedamente tres psrtes en volumen de una
solucidn sl 8,01 « 5% de vehiculo ds globulina ganma y
unas cinco partes eon volumen de una solucién sl 5 - SO,
de glicol polietilénico, en combinscidn cen unz parte aprg

ximadamente, @n volumen, deo una solucidn del anticuerpo
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vapacifico qus ha de ser doterminado, para fijar aproxie
madsmente del 10/ al 90< del snt{peno edecusdo radiocidepn
tificado en una cantidad sproximsda de lﬂpg a lﬂng {pg=
picagramsj ngsnanogrsms) o aproximadaments uns parte on
volumen de una solucién del ant{genc radioidentificada
en une centidad eproximeds de 10,, s 10,, 4 una combinge
cidn con une parte, esproximadsments, on volumen de una.
solucidn del antigeno radioidentificedo y de otrs dgllqg
ticusrpo aespacifico. o

£l poli{mera de glicol polietilénico uaéﬁd'
en sota invencifn tisne goneralmente un peso moleculesr
de 200 s 10,000 eproximadamenta, y prafariblnmnnteydg
4,000 & 6,000, tembién aproximadanenta. Pueds inporpzrep
ss convenientemgnte en al sistems on fasg sflide ds aste
invencidn mediante mezclado anterior, pars formar una sg
lucidn scuosa que contenga dal S sl 50 aproximadaments
{poso/valumen) de glicol polietildnico y preferibloments
un 307 da este polimsro, sproximadamente,

Puaden usarse veriss fusnios conocidas de
globulina gemms peare obtenor el vehiculo de diches globue
lina ussdo en esta invencifn, siendo uns fuente preferi-
da la fraccidn de plasma humano Cobn 11, que s rics an
I19G. Otras fusntos adecusdas son sl suerc freccionedo con
sulfato emlnico y la fraccidn do globuline gsmme bovina.
Para su incorporscidn on ol sistems on fose sGlids do ss=
ta invencién, le globulina gemma se diluye preferiblemen~
te en una solucidn noutralizadore scuosa gue tengs un pH
de 4 a 10 sproximadamenig y une concentracién sproximada
dal 0,01 al 5. (peso/volumen) y prePeriblemente del 3,2%,

aproximsdamanta,
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£l anticuerpo espocifico pare el antigeno a
gnsayar se diluye pers permitir uns idesl ssocipeifn es-
togquionmétrice con el antigeno objete de snsayo, o fin de
proporcionst una Sptimaz sensibilidsd en el enssyo. ©jome
plos de talss ant{genas gue pueden ensaycrss de scuerco
con la presente invencidn, son la tiroxina, 1z triiodoti
ronins, la digoxins y la digitexina. Esta dilucidn se -
afectls preforiblemente con materisl noutralizedor ginie
lar el empleado pers ¢iluir sl vehiculeo de gloheline gap
ma snteriormonte sxpuesto.

Los anterisres ejemplos de antigenos nc son
limitativos, sino gue se indican sclamente a afactos'ilqg
trativos, Pagquefas colésulass, toles como estoroldes, droe
ges y aéptidos, pusdon adaptarsc fhcilmente a su ompleo
en esta invencidn, es{ coms poguefias y granies protuines,
virus, fcidos nucleicos, por sjemplo engiotensiones Iy
11, aldosteronaz, hormons estisulsnie del tiroides (HET) v
globuling Tijedors de tiroxina (GFT), y otros compuestos,
tal como resuliard svidenio pora ol cxperts en ls materis.

Los sntinenos rediocidentificedes gue pucden
ussrse pars los ospecificos anticuerpos anlss citasdos eon,

ne
1‘Jl-tirux1na, 1251-triiodntironina,

125I

por ajemplo, la

125

ledigoxine ¥ ~digitoxins, Tados estes sntigenc: rg

dioidentificados son comercialmente obienibles. Ciros To-
dioisftopos que pucdon omplesrse purs prepurer antigenos
redioidentificades sdecundos para su empleo eb ssta inven

1311, SH, e y 57Co. £l sntiaseno

126

cifn, sony por ejemplo,
se identifica preferitlemente con I & cualguier otro
rodicisdtopo pers una actividad espoeffica de 1 & 1.0 0

microcuries por microgramo oproxisedamente {peuriss/po)
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de sntfgano. El sntigeno radicidentificado se diluye tem
bisn preferiblemente on material neutralizador similar
al emplesdo pers diluir el vohiculo de globulines gamma
anteriormente expussto. Esta dilucién depsnds de ls acti
vidad eepsci{fica inicisl y ds las desiniegraciones desag
das por minuto (dpm), requeridss para reslizar un conteo
y sensibilidad dptimos del eneayo.

Ejemplos de neutralizadores que puedan en=
plesrss pars .la citada dilucidn son los barbitales, tris,
fosfatas y boratos gqus posasn gl citado pH de 4 & lﬁ‘ap:g
ximedemente. Un noutralizsdor preferido es el barbital
que comprends un O, 08, moler de barbitsl eddico y dh'0,1ﬁ
(posn/volumen) de albimina da suero bovino, con pH de Byd,

Cusndo se emplssn los antigencs de tirozins
o triicdotironina, el nsutrelizador contisne tambiéﬁ'ora-
foriblemsnte 8-snilinansfteleno=-i=culfonate smdnico o sbe
dico o el fcido libre (ANJ) como desacopladar del entigo=
no rospecto a ls globulins Pijedora de 1s tiroxina (GFT)e
fstg material desscoplador se usa en gl neutralizador an
une concentracidén del 0,1 al 0,957 y prefariblgmente del
0,35 (peso/volumen), sproximadamsnte. Los ent{ganos de
tiroxina y triiodotironina ce jidentificen preferiblemente
tambisn con radioisftopo 8 uns sctividad especi{fica de S0
a 100 pcurins/pg de ent{geno, sproximadamente.

Le liofilizecifn de cualquiera de los tros
anteriores sistemas de reactivos RIE puede efectuarse por
suslquier téenica de 1iofilizacifn convencional y se roae
1iza preferiblsments en tubos do ensayo clésicos de vidrio
o pléstico, que pucden usarss luego directaments sn los

procedinisntos de ensayo RIE por el técnico de laboratorios.
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El procedimiento de ensaye RIE veriars sogln
sga ol sistdma on Pase sdlids liofilizado ompleada, de los
tras roferidos. Asi, cusndo ol sistema en fase sélida RIE
contengs un anticusrpo sspecifico, le solucidn reconsti-
tuyente deber contencr el sntfgeno radicidentificado, en
tanto gue cuando el sisteme an fasa sdlida RIE contenga
ant{geno redicidentificado, le solucidn reconstituysnts
deberd contensr ol anticuerpo espacifico. Cuando sl sié-
tema on fese sdlida RIE contenga anticusrpo espescifico y
antfgenc radicidentificade, ls solucidn raconstituyenfe
podrd sor agus destilada, Puesden usarse aproximadamente
1.080 microlitros (pl) de solucidn reconstituyente per 0,15
qrsmos abroximadamante dol sistema en fess sdlidas liofili-
zado RIE, por tubo. Pusds cmplaarse cuzlquior tamafic de ty
bo convencional, siendo preferible sin embargo el de 12x75mm,

Despufs de la reconstitucidn, ss afiade al sig
temz en Fase sflida RIE reconstitufdo el suerc del pacien~
te u otro desconocido, preferiblements en una cantidad
sproximada de 25 a 200 pl. La cantidsd de suero depende en
goneral del enssyo quo se smples. Psra la tiroxina, se uti
lizan preferiblemente 25 pl de suers. Cuando se emplean
més de 200 pl aproximadamente de suerc del pacients sn sl
procedimiento de ensayo, serd gonereslmente innecesario usar
globulinag gamma en al reactive en fass sélida, pues ya se
gncuentra suficiente globuline gamme presente sn la nues-
tra del pacients. Le mezcls del sistems on fgse sdlids RIE
reconstitufdo v de suero del peciente se incuba luego du=
rante 30 a 60 minutos aproximedaments, a unos 379C, se an
frie a temperatura ambients y sas centrifuga., Se decanta o

aspira sl material sobrensdente y es cuenta ls redisctivi--
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dad en ol restante precipitedo, con un contador de centg
ileo o espectrdmotro gemma.

5@ realizan pstrones de control peralslamen
ts con 1a§ mugstres desconocidas y se prapare @ partir
de sllgs una curva patrdn. Cstos patrones de control cof
tignen congentrscioncs predeterminadas del antfgenc o o0
ticuerpo objeto de enansyo. Por ajomplo, pusds usarse una
seris graduada de cinco putrnﬁss do control en uns canti
dad de 25 pl csda uno de @llos, que contengan raspeciivg
mante 05 2,5, 5, 10 y 20, microgrémicos (o pg) de Liroxi
na, para preparar una curva patr&n pasrs la tiroxina. Lug
go se dotermina le concentracidén de tiroxina sn la nues-
tra desconocida, trazsnda los vslores obtenidos pararla
nisms en la curve patrdn.

Los chloulos reslizados se bassn en Xs.metg
dologfs clésica. Loo conteos en el tubo que contiens sug
ro libra de entfgeno (patrdn de control con cero antige-
no) so sstablecen an un 10035 (definides como By)e AL in-.
cramentorse ol antfgens en al patrdn, disminuyen los con
tags (definidos como 8) en ol precipitado y teles contpos
se dividen por los existentes en ol tubo cero, pera dar
valores B/Bo. ratos valeres pusden trazarse contra el /. Mo
de ant{geno on pepel gréfico linoal, En ls figura 1 se
jluatrs una curva patrén tipids. En la figuras .2 &o usa la
transformacidn logital da B/Dy y sl logaritmo de concen~
tracifn do antfgeno pers eonvertir ls curva sigmoidae an
uns lines recta.

£n slgungs casos pueds sor desenble estoble~
cor un patrdn de control no especifico que no contenga

ning@in enticucrpo especifico en sl reactivo an fese sdlide-



10

is

20

25

30

—12-

RIE o sn la solucifn reconstituyente. £sie petrdn de con-
trol puede usarse pora determinar el antigono radicidenti
ficada no especi{ficamente atrapzdo u oclufdo én gl raascti
vp on fase sdlida. En ostoo cases, se dotsrmina gl verdaw
dero trazedor de fijacidn sustrayaendo los conteos no ospy
elficos de todas las muastras.
Los siguientos ojemplos ilustran adicisnal~

mente la invencidn, sungyo se compronderd qus la invgncidn

no se limitas a tales ejemplos.

Ejlamplo 1

Sa@ prepara un reactive en fase sﬁlida.péra su
usc en sl radioinmunoansayo éa ahticusrpo do tiroxina, a
partir de los siguientes resctivos acuosas:

(e) Heutrslizador de barbital - barbital of=
dico 0,08 molar, pH 8,4,

(b) Barbitgl-ASB - barbital sddico 0,68 molsr,
0,17 (peso/vol.) de alblmina de suerc bovino (A3B), pi 8,4

(e) ANS - 0,35 (peso/vol.) do fcido E-aniling

-i-naftalsno sulfdnice (ANS) en la anterior solucidén de bap

‘bital-ASB,

(d) Iog - 3,2 (peso/vol,) de Fraccién de plss
ma humano Cohn 11 an la anterior solucidn de berbital-A3B.

{a) Anticuerpo especifice - Anticuerpo para
tiroxina, dilufdo con la anterior solucién do barbital-a58
para PLjar aproximadamente un 407 de tiroxina radipidentie

ficada.
"

¢ . 126 _
(f) Antfgens redieidentificado - I-tiroxinag,
gilufds con la snterior solucidén do barbital-ASB aproxima=-

damente a 150 pg (sproximsdemente 404,000 cmp) por mle
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{9) Slicol polietilfnicg = 30, glicol poliae

tilénico (pasa/volunen) con un porcentaje molar de 6.000
aproximadamenis, on agus doatilada.

Lucyo sa praepara uns solucidn de vehfculo de
globulina gamma mozelando ung parta en veluman de cada unas
de las Lres sntoriorss sclucionss da (t) barbitalensd, (c)
ats y (d) InG. -

Soguldaments se preparan soluclones caﬁbina-
dac o partir do los antprlores raactivca'para tres sistoe

nes de ocnsayo LK, como sigue:

ﬁroéofcianeu
---@n
Rogactl vo lutgn

Slatens reactive (i) Vebiculo de glebullna gamma 3
Anticusrpo wspecifico 1

Glicol polictilénice 5

Sistema reactivo (C) Vehiculo de globulina gamama 3
antineno rodloidentificado 1

Glicol polistilénico 5

sivtema resctivo () Vehfculo de globbling gemma 3
finticuarpos espaci{fico 1
ant{geno rodicidentificsdo 1
Glicol poliotilénico

&3]

Les snterlorcs sistemas reoactivos RIE propae:
redos se passn luego a tubos de ensayo plésticos deo 12x75mm,
usando 90C pl por tubo da Sistems Rosctive RIE (A) & (i) &
10C0 pl por tubo de 5istems Resctivo RIE (C). A continua-
cidn ge 1liofilizan las solucionus en forme compactada See
ca y sdlida en los tubos. i

Los snteoriores rosctivos en fase sflids co

usan en prucbes de radicinmunoensayo como cigue.
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3istema resctivg (#)

(1) Afadir 1020 pl de resctive (f), antige-
no radicidentificsdo,s cada tubo que contenga sistoms reag
tive (a) liofilizada.

(2) Afizdir 25 pl de petrén de control o sue-
ro sanguinso del paciente.

(3} Incubar durante %0 minutos a 378C, -

(4) tnfriar a temperatura ambients (25°L aprg
ximadsmgnte) y sentrifugar 2 3000 rpm durante 10 minutas,

{5) Secantazr lg Fese lfguida,

(6) Contar la racdizctividad en el procinito-
do con un espoctrimetro ganma,

La curva patxdn obtenida se ilustra en la Fi-

gura 2,

S5istems resctivo SBI

(1) Adadir 1090 pl de rocectivo (e), anticucr-
po sspec{fico, a ceda tubo gue conlenga sistema resctivo
liofilizada (8).

(2) afadir 25 pl de pstrdn do control o suc-
ro sanguinco del pacisnta.

(3) Incubar durante o0 ninutos a 377C.

(4) tnfriar a temperntura ambisnte (257 aprg
ximadamente) y centrifugsr e 3000 rpm durante 10 minutos.

' (3) Dacaniar la fass liquida.

{6) Contar ls radiactivided en el precipitado
con un espectrémetro ganma.

Ls curva patrdn ohtenida se ilustra on lg Ti-

gurs 2,
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(1) Aadir 1000 pl da agua dautilada.a cada
tubo que contengs sistewma resctive () liofilizado.

(2) aRadir 25 pl do patrdn de control o sue=
ro sanguinao del pacienta.

{2) Incubar dussnte 30 minutos 8 374C.

(4) tnfrisr & temperaturs anbisnte (259C aprg
xidansnte) y contrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

(5) Oecentar lu Pase liquida. |

(6) Contar la rediactividad en el prab@ﬁitado
con un eopectrdmatre ganma. _

La curva paitrdn obienide se flusirs on la fi
gura 2.

7 for cods uno de los snioriores onsayos se rag
lizan patronss de control (tal como se iluctra antaricrmen
te), on los gue se utilizen soluclones de concentraciones
nrodeterninadas de tiroxina gn lugsr del suers del pacionto.
Lusgo se detormina la concentracién de tirexina en le nueg
tra dol pocionte mediante comparacidn con la curva patrén
proparada s pertir do los valores trazadss pars los pastro-

ngs da gontrol.

Elemplo 2
5¢ repita al Ejomple 1, con la excepcién de
qua so utiliza anticuarpo para trilodotironina y 1251-trii_q

.
dotironina an lugar del antlousrpo pare tiroxina y 12“I-ti-

roxina, rospactivemente, y ls centidad de susro usada parao

ogste snsayo es de 200 Pl'

Llgmplo 3

58 replte ol Ljemplo 1, con la axcapeidn da
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125

que se emplez anticuerpo pars digoxine y I-digoxina
25

on lugar del snticuerpo pars tiroxine y L I-tiroxina,

respectlvamente,

Llemplo 4

e roplie el Ejenple 1, con ls excapcidn de
amplearse snticuerpo pera digitoxinag y 1251-digitoxins Bi
lugzr del anticuerpo para tiroxins y 1251-tiraxina, Tes-
pectivamente,

Pueden ideasrss atros sjemplos y modificacio=
necs de los antsriores par el expesrio én ls materiz tras la
lectura de la anterior descripcidn, sin apartarae éél espi
ritu y Bmbito de la invencidn, protendiéndose que todos

e6os sjamplos y modificacionss gueden inclufdos on les sd

Jjuntas reivindiczcionss.

HOTA DE REIVINDICACIDNES

g reivindica comuo do proplae y nueva invene
aifn, a Pavor de BAXTER LABORATORIZS, INHC, con domicilic
on Daerfield, Illinois 63015 (£E.UU), lo ospocificado en
las siguientes rpivindicaclonas:

 te= Método do prepsracidn de un rosctivo en
fose sflida pers uso on el radisinmunoensayo de antigenos

y enticuerpos y de realizscidn del radicinnuncensayo, ca=

racterizado sn qua la praperscidn del resctivo comprends

ol mezcledo de (a) moterisl seleccionade entre el grupo
consictante en anticucrpo especifico y sntigene radiciden

tificado, (b) glicol polistildnico dotodo de un peso molg
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culsr de 200 & 10.000 sproximsdavente, y {c) globulins
gamme, an colucidn acuoss neutrslizeda = un pH do 4 B
18 aproximsdemente, lloPilizéndose soguidsmente ls mezclae

24~ "Gtodo de preparacién de un resctivo on

fese sSlids para uso on el rsdicinmuncensaye de ent{genos

y snticuerpos v da realizscidn del radicinmunoensayn, sae-
gén le reivindicacidn 1, carsctorizado en quae vl glipsl
polistilénico tiamne un poso molecular de 4000 & 60CC aprg
xinadamgnte. 7

Je= &todo do preparscidn da un resctivo en
fsse sGlids pare use en el radioinmuncenssyo de ent{gsnos
y anticuerpes v da roaslizacidn dal radiuinmunuunséyb; D~
gin la reivindicscidn 1, caractorizads en qus oe me2clon
tros portes do (¢} y cinco partes de (b) con uns psrte dg
anticusrpo ospecf{fico o antfgeno radisidentificsds o con
una parte de anticuerpo aspecifico y otrs de diche ant{geno.

4,- “0todo do preperscidn do un reasctive sn
faso sflids pora uso en gl radioinoungonssys de ant{genas
y anticuerpos y de reslizscidn del redicinmunoensayo, sce
gn la reivindicacidn 1, caracterizedo en que el antf{gena
o8 selaccionado entro al grupo caoncistente on tiroxing,
triiodotirening, digoxina y digitoxina,

5.~ Mltods de preparscidn de un resctivo on
fase sflida purs usy on el redioinuunosnsaye da antfgonos
y anticuerpos y de realizscldn del radicinmuncensayo, see
glin la reivindicacién 1y carscterizado en que ol anticusp
po as especifico pera ol antfgsno de ls reivindicacidn 4.

fe= 8todo do propsrscidn de un rosctivo on
Fase sdlids pera uso on al radioinmunoensaye de sntigonos

y antlcuerpos y de roalizacidn del redioinmunosnseyo, so-
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afin la reivindiczcidn 1, ceracterizedo on que la radioi-
dentificacidn es 1251 can una activided especifice do 1 a
1080 Pcurias 50T pgrams de antfgeno, aproximecdomente.

7.~ 8togo de preparacidn de un reastive en
faso sélida para uso en ol radicinmuncensayo de antigenos
y snticuerpos y de reslizazeidn dal radioinmuncenszyo, see
gln la relvindiczcidn 1, carecterizsdo en gue cl nowlrali
zador og de barbital, con pH 8,4. )

8.~ “8todo de prepsrscifn de un resctive en

fase sdlida pora uso en el rsdioinaungensays de antigenas

y anticusrpos y de reslizacidn dal rsdioinmuncensayn, Soe-
gfin ls reivindicecidn 7, caracterizade en gue ol neutreli
zzdor compPende asproximadsments barbital sddice 0,38 molsr
y un 0,17 épraximadamente de slblmins de suers boving.

T.~ “Atode de prepsrascidn de un resctivo en
fese sblide pare usoc en ol rsdicinmuncensayo de antlgenos
¥ anticuerpda y de reslizecidn del radisinmunoenssyo, se-
aln la relvindicecidn 8, carscterizesdes en que ol neutreli
zador conticne sdemfe sproximademente un 0,75 7 de dcido
feaniling=1=naftaleno sulfdénice o su cal sddigo o ambnica.

D.= Lftode de preparacidn de un rasctive en
Pssp sdlida pars uso an el radicinmunosncayo de antigenos
y anticuarpos y de realizecidn del radicinmunoeonseyo, so-
gln las aﬁterierus rolvindicasiones, corecterizado on gue
el rzdioinmuncensays compronde laz rpfenstitucidn del reag
tivo en Fase s8lide obtenido segln lss reivindicaciones
anteriores con diluente ecugso y la ulterior sdicifn del
suero del pacienie, incubocidn a 3700 aproximademente, coll
triPugacidn, senaracifn de lz fasze 1fquida y contec de lo

racisctividad del restente precipitado,.




[64]

10

Mem nétods de preporecidn de un resctivo en
Fese s6lida pars uso on el redioinmuncensaye de antigenos
y antigusrpes y de realizacidn del redioinuunoonusyo, se=
s6n le reivindicceidn 1C, carscterizsde en qua el glicol
aolietildnico tione un pesg moleculur de 400 e 6UTD aprg
ximaderonto, ) )

12.~ Stodo te preparscidn de un roactivo gn
fese odlide pors uso en el readicinmuncenssye da ant{gaenos
y anticuerpes y uo roolizecidn del radioinmunoensayn, So-
aln la ratvindicocidn 14, caersctoerizado oii que seo ngzalan
Lros peries ds (c) y cinco pertes da (b) con une porie do
anticuarpo especifico o sntigono radioidentificedo o una
porte de csde uno de ollos. 7

1.~ Shtodo de preparscifn de un rossiive en
fase sdlide pars use en el radicinnunoenseyo de ant {oenes
y anticuerpos y do realizecidn del radioinmuncansg?ﬁ. sg=
q6n 1o reivindicscidn 10, carscterizado on que cl ert{go-
no es spleccionado entre el grupe consistente on tiroxing,
triipdotironina, digoxina y digitoxina. -0

14.~ ftods de properscidn de un reaé%ivn o
fu.0 s8lids pera use on ol radicinmunccnsayo de entigsnon
y anticucrpos y do reslizacidn dal radiuinmunneﬁsayc} Q-
gln 1o roivindiceeidn 10, caractorizado an gquo ol enticusgp
no es especifico pars al entigeno do la raivindicacidn 12,

16.~ Lftado de preparacidn de un rpactivo en
fose odlide pura usc en gl radicinmunoensays de antigenos
y snticucrpos y de reslizacidn del rodicinmunoonsaya, 50-
gGn 1s reivindicaeidn 16, carsctorizado on guo la rodigie

1

128
wontificocidn ss I con uns actividesd oapocifica de 1 =

100 pouries por pgremo do sntigeno, oproximsdemanic.
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16.- “Btado de nropsracidn de unrraagtivo an
fass sdlida pars uso en el radicinmunoenssyo da antigenos
y anticusrpos y de realizscidn del radioinmunoansayo, se-
gln lo reivindicaeidn 10, carscterizado en gue sl nsutra-
iizador os dg barbitszl, con un pH de C,4.

17.~ “&tode de preparacifn de un reectivo en
fose sblidae pars uso sn sl radioinmunoensayo de antiaanas
y anticusrpos y de realizascidn del radiuinmunoenséya, Sge
glin la roivindicacidn 16, carscterizedo on qua el neutroe
lizador comprende sproximadsaenteo berbital sédicn'é;§8:g;
lar y un 0,1 sproximsdacente de slblmina de suero Lovino.

18.- “&todo do prepusrzcifn de un reactiva an
fasp zdlida pars usa en cl redicinmunoensayo de anit{genos
y snticusrpos y de raclizecidn dol radioinmunopnsayn, se=
gln la reivindicaeidn 17, csracterizado cn que al neutra-
lizader contiene =demfs un £,35  aproximedemgnie de Scido
B-aniling=1-naftaleno sulfdnico o su ssl sédisa ¢ emdnlce.

13.="2ETODG DE PREPARACION UL LN REALTIVED OB

7

Fast 3aLIDA DaBA USD EX £L RADIOINNMWRQECRGAYD L& ARTIGENGG

‘i

Y AHTICUERSDS Y OF RCALIZACIGH BEL REDIDIHLUNDENZAYD,

Tsl vy come se daje deserito en la momorle prg
cedents que consta de veinte hojes mecanoyrafisdas por ung
gsols cera y planss de forms y temafio raglamentarios,

#madeld, 4 de “arzo de 1578

Pehe da BAXTL ROORATORILS, IHC
Vietpr/Gil
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