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Hatrioria Descriptiva

Cl registro ció lo potante do ir.venei.6n que 

sa so lic ita  tisna por ofajnto garantizar la explotación ex 

elusiva en todo e l territorio  nacional y sus posesiones 

do un ©6todo de preparación de un.roBctíuo en fase solida 

pare uso en ol radioinmunoensayo de antígeno y anticuer­

pos y da realización del rsdioinraunoensayo, conformo so 

describo a continuación y se represarla qrsfiesmenío ári 

loa adjuntos dibujos, a títu lo  do ejemplo.

Csts invención so relaciona con un reactivo 

y un método psrs SU uso en le  determinación de enligónos, 

anticuerpos, enzimas y otras proteínas y polipsptidosy hor. 

monas y sustancias similares dotadas de actividad biológica.

T.n loa anos recientes so he creado una serie 

de ensayos pora diagnósticos clín icos que coplean m tsria- 

les denominados radioisótopos. Estos ensayos han sido adajo 

tadoo a la doiarminación de pequeñas-concentraciones do vs 

rios componentes dol suoro sanguíneo y otros fluidos bioló 

gicos. Cn la técnica diagnóstica conocida por ratíioinmmo- 

enoayo (RIE), se mide e l antígeno por cu erecto sobro I b 

fija c ión  de una pequeña cantidad tío antígeno trazador ra­

diactivo a una cantidad predeterminada de anticuerpo cape 

c ífic a . Esta técnica RIE ha do incluir algún procedimiento 

para separar ol-trazador fijado s i anticuerpo dol trazador 

no fijado tres completarse la inmunorroeccifin, de manera 

que pueda determinarse I b radiactividad do las componentes 

separados mediante computo por centelleo»

Hasta ahora sb han desarrollado varios prcce 

dimiontoo pora'separar los componentes trazadoras Tíjados 

y sin f i ja r  en las técnicas RIE. Do acuerdo con un proce-



dimianto clásica, so consigue la adsorcián selectiva del 

componente trazador libro mediante e l uso de un adsorben 

te particular, tul como carbón vegetal, como se describe 

en lo patento estadounidense ns 3.442.019, o mediante el 

uso tío adsorbentes cristalinos inorgánicos tan forma co lo i 

dsl, tales como carbonato magnésico o s ílic e , segón so 

describe en las patentes do igual nacionalidad dos. 5.CG6.854 

2,721.528 y 3.77G.69B. Otro procedimiento conocido emplea 

resinas do cambio iónico dotadas do grupos amónicos cuato£ 

norias o sainos Fuertemente básicos, ta l como so describo 

en le patente do dicha nacionolidad ns 3.414.383, o bien 

empico la resina en una oaponja de poliuretano, como'se ex 

pono on lo patente, también estadounidense, n& 2.209.602. 

otros métodos emplean uno fijac ión  envalento del anticuer­

po o polímeros insoluoles un agua, talos como doxtranu y 

‘.•opfnidox (marco comercial tía ^horraseis AB, do t’paala, '*uj| 

c ía ), ta l cono se oxpono on la patento estadounidense n&

' .653,143; o una Fijación fín ico no específica o varios po. 

limeroo, cono oo menciona on lo patente estadounidense ni 

2.790.663; o bien un atrapamiento en un material sa lific a ­

do, ta l como ccrilamida, sogún so oxpono on la patenta es, 

lodounidanoo n"' 3.793.445.

.'socientemsnta, so lies informado acerca de un 

procedimiento que ocióles glinol po lietilón ico como agento 

precipitador para soparar ios componentes fijados y sin 

f i ja r  on técnicos i u C ;  Dssbuquois y Aurbach, 3, Clin. Jjj- 

drocrinol. ';etab. 23, 732 (1972); Harrefct y Cohén, Clin.,

Chora» 10. 1239 (1972); y Croighton y colaboradoras, p. .IM 

munol. 111. 1219 (1973). Cn oote procodimionto, e l g lloo l 

poliotilón ioa so astado a los materiales do ensayo después
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de la operación de fijación , mediante incubación durante 

cierto período ds tiempo. C1 g lico l polietiión ica preci­

pita entonces al componente radioidentificstío fijado al 

anticuerpo, respecto ai componente no fijada. Aunque esto 

procedimiento es ú til, implica numerosas operaciones y una 

enojosa manipulación de varios componentes por e l técnico 

ds laboratorio. A osts tóenles van asociados unos clovr.tíoa 

contaos no sspecíficos (antígono rsdioidcntificado no fi~  

jado al anticuerpo).

De' acuerdo con la presente invención, -«j-riife 

rancia de la técnica anterior, se emplea g lico l poliotilo, 

nico en un reactivo on Paso solida y un notorio de ruuloin 

muño ensayo, do panera quo sólo so requiere Q3ie único raso 

tivo y no ha de efectuarse ninguna reacción de precipita­

ción, inicialraonte implicada con si anticuerpo oapcicífico, 

por e l técnico de laboratorio después de le reconstitu­

ción dol reactivo en fose solida. Ls invención u tiliz ., un̂  

combinación do un anticuerpo ospocífico y/o un gntígeno raí 

dioidentificario y e l g lico l po lictilen ico , jun;.o con un 

vehículo de globulina gamma neutralizado a un adecuado p¡* 

en un sistema on fase sólido lio fil iz o d o . ~3te producto 

lia filiza d o  pusde suministraros al laboratorio clínica pa 

rs su uso en un ensayo RIE conveniente y renido que solo 

requiere la reconstitución y adición dsl suero objeto ce

ensayo de un paciento.

Una principal ventaja tíe la presente inven­

ción es una reducción en e l número de operaciones necesa 

rias para el RIE por e l técnico de laboratorio, incluyen 

do la eliminación de la edición tía un agento separador y 

su u lterior tratamiento al final de la inaunorrescción.



otra notable ventaja de asta invención es la reducción 

al minino c!o la desnaturalización tiúl anticuerpo, porque 

na hay Pljsción de loa lugaraa activos dol anticuerpo, 

cono acurro con la fijación  covalento, iónica o no espe­

c ífica  da los polímeros. 5a incremento así la fiabilidad 

dol RIE por una reducción en e l número do erroroo suecos, 

tib ies tío producirse on numerosas operaciones de trsnsfq, 

renda can pipote o par desnaturalización dal anticuerpo, 

ta l como ocurre cagón los procedimientos anteriores.

5e ha comprobado también que ni sisteme en 

faca sólida de esta invención simula más eproximodamonta 

una fase ds solución homogénea que otros sistemas en fu— 

so solide. Esta sistema proporcione así, deseablemente, 

uno gran área superficial sin pérdida de ou heterogenei­

dad, pera una reacción con perdido mínima tío actividad 

dol anticuerpo.

Cl único reactivo en faso sólida l i e f i l i z a -  

do está asimismo particularmente bien adaptado paro un 

transporta conveniente, por cuanto que implico un matoriol 

menas fácilmente perturbado y un menor número do reactivo3 

quo hasta ahora.

En los adjuntos dibujos: 

ta figura 1 os una curvo patrón quo muestra 

los cantaos radiactivos por minuto cío sntígono Tijado ( t i  

rexina), trazados en función rio lo concentración do t iro -  

xina (en unidades ordinarios do porcentaje microgrsnieo), 

on un ejemplo representativo del sistema de reactivo en 

fase aólida RIE aquí definido.

La figura 2 muestra I 03 tres aistomes de reas 

tivos RIE representativos, A, D y C dol Ejemplo 1, en los
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que se han linealizado las curvas patrones (de l tipo de 

la  figure i )  mediante transformación lo g ita l.

En general, se establecen tres sistemas en 

fase sólida l io f i l iz a d o s  de acuerdo can la presente in­

vención* En una versión, se ostablece un anticuerpo es­

pec ífico  en combinación con e l g l ic o l p o lie tilén ico  y e l 

vehículo de globulina gamma» En una segunda versión, se 

establece un antígeno radioidantificado en combinación 

con e l g l ic o l  p a iis t ilén ico  y e l vehículo de globulina 

gamma» En una tercera versión, se establecen un anticuar 

po específica  y un antígeno radioidentificado, en combi­

nación con o l g l ic o l  p o lie tilón ico  y a l vehículo de glo­

bulina gamma»

En Xas versiones preferidas de la  invención, 

e l antígeno radioidentificado so dispono on e l flu ida re 

constituyente» Estas versiones presentan la ventaja adi­

cional respecto a la  técnica anterior de que so incremon 

ta la  precisión del ensayo RIE en virtud dol mayor volu­

men dol que se suministra e l antígeno radioidentificado»

De acuerdo con procedimientos anteriores que no permiten 

la  reconstitución de un reactivo en fase sólida, e l antí 

geno radioidentificado ha do añadirse en cantidad muy pe. 

quena, siendo así mayor la  probabilidad de error que de 

acuerdo can e l  presente procedimiento»

En las versiones proferidas de la invención, 

se disponen aproximadamente tres partes en volumen de una 

solución a l 0,01 -  5;' da vehículo do globulina gamma y 

unas cinco parteo on volumen de una solución a l 5 - 50, 

do g l ic o l  p o lie t ilén ic o , en combinación con una parte apr£ 

ximadamente, en volumen, de una solución del anticuerpo



específico que ha de ser determinado» para f i j a r  aproxi­

madamente dal 10;' a i 90¿ del antígeno adecuado radioideji 

t ificad o  en una cantidad aproximada de I0pg a I0ng (pg» 

picogramaj ng*nanograma) o  aproximadamente una parte en 

volumen de una solución del antígeno radioidentificada 

en une cantidad aproximada do 10pg a 10ng ó una combina­

ción con una parto» aproximadamente» en volumen de una 

solución del antígeno radioidentificada y de otra  del an 

ticusrpo específico »

El polímero da g l ic o l  p o lle t i l in ic o  usado 

en esta invención tiene generalmente un poso molecular 

de 200 a 10*000 aproximadamente, y preferiblemente da 

4*000 e 6*000» también aproximadamente* Puede inoorporex 

se convenientemente en e l  sistema en fase sólida de asta 

invención mediante mezclado anterior» para formar una sg, 

lución acuosa que contenga dal 0 a l 50;' aproximadamente 

(poso/valonan) de g l ic o l  p o lie t ilsn ico  y preferiblemente 

un 30/' de este polímero» aproximadamente.

Pueden usarse varias fuentos conocidas de 

globulina gamma para obtener e l vehículo da dicha globu­

lina  usado en asta invención» siendo una fuente p re fe r i­

da la fracción de plasma humano Oohn I I »  que aa rica  en 

IgC* Otras fuentes adecuadas son e l suero fraccionado con 

sulfata amónico y la  fracción do globulina gamma bovina* 

Para su incorporación en e l  sistema en fase sólida de es­

ta invención» la  globulina gamma se diluye preferiblemen­

te  en una solución noutralizadore acuosa que tange un pH 

de 4 a 10 aproximadamente y una concentración aproximada 

del 0»01 a i 5¿ (peso/volumen) y preferiblemente del 3,2/i, 

aproximadamente*
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El anticuerpo oopocífico pare e l antígeno a 

ensayar se diluye para permitir uno ideal asociación es- 

tequioraétrico con e l antígono objeto de ensayo» o fin  de 

proporcionar una óptima sensibilidad en ol ensayo. Ejem­

plos do tales antígonos que puedan ensayaras de acuerdo 

con la presento invención, son la  tiroxina, ls  tr iiod o ti 

Tonina» la  digoxina y la digitoxina» Esta dilución so 

efectóa preferiblemente con material noutralizsdor simi­

lar al empleado para d ilu ir e l vehículo da globulina gen 

ma anteriormente expuesto.

Los anteriores ejemplos do antígonos no son 

lim itativos, sino que sa indican solamente a afectos i  lúa 

trativos» PequeHas noloculss, tolos como eatoraicissy dro­

gas y psptidos» puedan adaptarse fácilmente a su empleo 

en esta invención, ssí como pequeñas y grandes proteínas, 

virus, ócidoa nucleicos» por ejomplo sngiotcnsionos I y 

I I ,  aldostorona, hormona estimulante dol tiro ides (H5T) y 

globulina fijadora da tiroxina (GfT), y otros compuestas, 

te l como resultará evidente para s i  experto en I b  materia.

Los antíganos radioidentificados que pueden

usarse pera los específicos anticuerpos antes citados con, 
125 125por ojomplo, la I-tirox ins, I-triiodotiron ina, 

^ l-d ig o x in s  y ^ I-d ig ito x in a . Todos estos antígenor, ra 

díoidentlficados son comorciaimonte obteniblos. Giros ra­

dioisótopos que puedan emplearse para preparar enligónos

rsdioidqntificados adecuados para su empleo en esta inven
131 3 14 57 ,cíón, son, por ejemplo, I ,  H, C y Co. 51 antígono

125se iden tifica  preferiblemente con I 5 cualquier otro 

radioisótopo paro una actividad específica de 1 a 1.C: 0 

microcuries por mlcrogrsmo aproximadamente (ycuriea/pn)
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de entígeno. El antígeno radioldentificado se diluya tam 

bien preferiblemente en material neu tra lizada  sim ilar 

a l empleado para d ilu ir  e l  vehículo da globulina gamma 

anteriormente expuesto. Cata dilución dependa do la  act¿ 

vidad específica  in ic ia l  y da laa desintegraciones desea 

des por minuto (dpm), requeridas para rea liza r un conten 

y sensibilidad óptimos del ensayo.

Ejemplos de neutralizadores que pueden em­

plearse para la  citada dilución son los barbitales, t r is ,  

fosfatos y boratos que posean e l citado pH de 4 a 10 apr& 

ximadamente. Un noutralizador preferido es e l barb ite l 

que comprenda un 0,08;.' molar de barb ita l sódico y un 0,1/- 

(pooo/volumen) de albúmina de suero bovino, con pH de 8,4.

Cuando se emplean loe antígenos de tiro rin a  

o triiodotiron ina» e l  neutralizedor contiena también oro- 

foribleraante 8-anilinonafteleno-1»Bulfonato amónico o só­

dico o e l ácido lib re  (AM9) como desscoplador del antígo- 

no respecto a la  globulina fijadora  de la  tiroxina (GFT), 

Este material desscoplador se usa en o l neutralizedor on 

una concentración del 0,1 a l 0,9S¿ y preferiblemente del 

0,35;í (peso/volumen), aproximadamente. Los antígenos de 

tiroxina y triiodotiron ina  se iden tifican  preferiblemsnte 

tamblan con radioisótopo a una actividad específica  de 50 

a 100 pcurio3/pg de antígeno, aproximadamente»

La l io f i i iz a c ió n  de cualquiera de las tros 

anteriores sistemas de reactivos RIE puede efectuarse por 

cualquier técnica do l io f i i iz a c ió n  convencional y se roa- 

l iz a  preferiblemente en tubos de ensayo clásicos de v id rio  

o p lá s tico , que pueden usarse luego directamente en los 

procedimisntos de ensayo RIE por e l  técnico de laboratorio .
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El procedimiento do ensayo niE variará según 

saa e l aistéma en fase sólida l io f i l iz a d o  empleado, da los 

tres referidos* Así, cuando e l sistema en fase sólida RIE 

contenga un anticuerpo específico , la solución reconsti­

tuyente deberá contenar e l antígono radioidentificado, en 

tanto que cuando e l sistema an fsso sólida RIE contenga 

antígano radioidentificado, la  solución reconstituyente 

deberá contener e l anticuerpo específico* Cuando e l s is ­

tema en fase sólida RIE contenga anticuerpo específico y 

antígono radioidentificado, ls  solución reconstituyente 

podrá ser agua destilada* Pueden usarse aproximadamonto 

1.000 m icrelitros (p l) do solución reconstituyente pór 0,15 

gramos aproximadamente del sistema en fase sólida l i o f i l i ­

zado RIE, por tubo* Puede emplearse cualquier tamafíe da tu 

bo convencional, siendo p re fe r ib le  sin embargo e l del2x75mm( 

Después de la  reconstitución, se añade a l sis, 

tema en fase sólida RIE reconstituido e l suero del pacien­

te  u otro desconocido, preferiblemente en una cantidad 

aproximada de 25 a 200 jal» La cantidad da suero dependa on 

general dal ensayo que se emplee* Para la  tiroxina, se u ti 

lizan  preferiblemente 25 pl de suero* Cuando so emplean 

más de 200 p l aproximadamente de suero del paciente en e l 

procedimiento de ensayo, será generalmente innecesario usar 

globulina gamma en e l  reactivo en fase sólida, pues ya se 

encuentra su fic iente globulina gamma presente en la  mues­

tra del paciente* La mezcla del sistema en fgse sólida RIE 

reconstituido y da suero del paciente se incuba luego du­

rante 30 a SO minutos aproximadamente, a unos 37&C, so an 

f r ía  a temperatura ambiente y se centrifuga. 5a decanta o 

aspira e l material sobrenadante y se cuenta la ra d is e t iv i-
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dad en o l restante precipitado, con un contador da cent*

Ileo  o espectrómetro gamma»

3e realizan patronee de control paralélame]!

te con lea muestras desconocidas y se prepara a pa rtir 

da e llo s  una curva patrón» Estos patrones de control cor] 

tienen concentraciones predeterminadas del antígeno o sn 

ticuerpo objeto de ensayo. Por ejemplo, puede usarse ,una 

seria graduada da cinco patronea do control en una cant¿. 

dad de 25 p l coda uno de e llo s , que contengan respectiva 

mente 0, 2,5, 5, 10 y 20/. micrográmieos (>'. pg) de U roxi, 

na, para preparar una curva patrón paro lo  tiroxina* Lúa 

go ae determina la concentración da tiroxina en la  mues­

tra  desconocida, trazando los valores obtenidos para la

misma en Xa curva patrón»

Los cálculos realizados se basen en la  mot£

dologís c lásica . Loo contaos en e l tubo que contiene au£ 

ro Ubre de antígeno (patrón de control con cero antíge­

no) se establecen en un 10055 (definidas como B „), Al in ­

crementarse e l antígeno an a l patrón, disminuyen los con 

teos (defin idos como 0) on o l precipitado y ta lea conteas 

se dividen por loo existentes en o l tubo coro, para dar 

vslorsa B/B0. Estos valorea puoden trazarse contra e l , pg 

de antígeno on papel gráfico l in e a l.  En la  figura 1 so 

ilu s tra  una curva patrón típids# En la  figura 2 se usa la  

transformación lo g ita i de 8/B0 y e l logaritmo de concen­

tración de antígeno pera convertir la  curva aigmoide en 

uns linos recta.

En algunos casos puede sor deseable estable­

cer un patrón da control no específico que no contonga 

ningún anticuerpo específico en e l raactive en fase salida
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RIE o en la solución reconstituyante. Esto patrón do con­

tro l puedo U3arso pera detorminar e l antígono radiaidsntj^ 

ficada no específicamente atrapado u ocluido on e l re3cti, 

vo on Taso sólida» En estos casos, so determina al verda­

dero trazador do fijación  sustrayendo los contaos no espe: 

a ífieos de todas las muestras»

Eos siguientes ojsmpios ilustran adicionol- 

menta la invención, aunque so comprenderá que la invención 

no as lim ita a talos ejemplos»

Etemplo 1

5a prepara un reactivo an Pasa sólida para su 

uso en el radioinraunoensayo do anticuerpo do tiroxina, a 

partir de los siguientes reactivos acuosos:

(a) Neutralizador de barbital -  barbital só­

dico 0,08 melar, pH B,4»

(b) Oarbital-ASB -  barbital sódico 0,02 molar, 

0,1? (psso/vol.) de albúmina de suero bovino (A3B), pH 8,4.

(c) ANS -  0,35;' (psso/vol.) do ácido 0-anilino 

-1-nsftaleno sulfónico (fiNS) en la anterior solución do bar 

bital-flSB.

(d) IoC -  3,2;: (peso/vol.) do fracción de pías, 

ma humano Cofín I I  an la anterior solución do barbital-A3B»

(a) Anticuerpo específico - Anticuerpo para 

tiroxina, diluido can la anterior solución da barbital-ASB 

para f i ja r  aproximadamente un 401- de tiroxina radioidenti*» 

ficada»
125

( f )  Antlneno redioidantificado -  I-tiroxina, 

diluida con la anterior solución da barbital-ASB aproxima­

damente a 150 pg (aproximadamente 40.000 emp) por mi*
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(g ) G lico l p o lle tllón lco  -  3Q¿ g l ic o l  po lla* 

tilán ico  (paao/voluraon) con un porcentaje molar da 6.GQQ 

aproximadamente, en agua deatllada#

Luego 3o prepara una solución do vehículo de 

globulina ganuna mezclando una parto en volumen do cada una 

do las tro3 antoriorso soluciones de (b) barbifcal-AbS, (c ) 

AH3 y (d) IgG.

Seguidamente so preparan soluciones combina*

dao a pa rtir  de los anteriores reactivos para tres s is te ­

mas de ensayo RIE, como sigua;

Proporciones
on

Reactivo volumen

Sistema reactivo ( a) Vehículo de globulina gamma 3

Anticuarpo específico 1

G lico l p a lie tilén iaa 5

diotema reactiva (C) Vehículo de globulina gamma 3

Antígono radloldentificado 1

G lico l p o lio tilón lco S

¿i atenta reactivo (c ) Vehículo de g lob ilin o  gamma 3

Anticuerpo específico 1

Antígeno radioidontificodo 1

G lico l p o lio tilón lco 5

Los anteriores sistemas reactivos RIE prepa­

rados se pasan luego a tubos de ensayo plásticos de 12x75oa, 

usando 900 pl por tubo da Sistema Reactivo RIE ( a ) ó (n) ó 

1000 p l por tubo do Sistema Reactivo RIO ( c ) *  A continua­

ción se l io f i l i z a n  las solucionas en forma compactada se­

ca y sólida en loo tubos*

Loa anterioras reactivos en fase sólida se 

usan en pruebas de radioinmunoensayo como sigue*



-  14 -

Sistema reactivo (A)

(1) «nadir 1000 pl tío coactivo ( f ) ,  antíge­

no radiaidentiflcado,a cada tubo que contenga sista.ua rsse 

tivo  (A) l io f il iz s d a .

5 (2) Añadir 25 jjl de patrón da control o cue­

ro sanguíneo del paciente.

(3) Incubar durante 30 minutos a 37f--'C,

(4) Cnfriar a temperatura ambienta (2S"£ apro. 

ximadaraonts) y centrifugar a 3000 rpm durante 1Q minutos.

10 (5) Decantar la Fase líquida.

(6) Contar la radiactividad en el precipita­

do con un espectrómetro gamma.

La curva patrón obtenida se ilustra en ia Fi­

gura 2,

15
Sistema reactivo (D)

(1) Añadir 1000 ¡j1 do reactivo (e ) f anticuer­

po específico, a cada tubo que contonga sistema reactivo 

lia filiza d o  (b) •

20 (2) Añadir 25 pl do patrón do control o sue­

ro sanguíneo del paciente.

(3) Incubar durante 30 minutos a 37-C.

(4) enfriar a temperatura ambienta (25>‘ C apro, 

ximadamente) y centrifugar o 3000 rpm durante 10 minutos.

25 (5) Decantar la Fase líquida.

(6) Contar la radiactividad en el precipitado 

con un espectrómetro gamma.

La curva patrón obtenida sa ilustra en le f i ­

gura 2
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Sistema reactivo (C)

(1) Añadir 1000 p i da agua dactilada o cada 

tubo que contenga sistema reactivo (C) i io f i l iz a d o *

(2) Añadir 25 pl do patrón de control o sue­

ro sanguíneo del pacienta*

(3) Incubar durante 30 minutos a 37^C.

(4) Enfriar a temperatura ambiente (25^0 apra 

xillamante) y centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

(5) Decantar la fase líqu ida.

(6) Contar la radiactividad en a l precipitado 

con un espectrómetro gamma.

La curva patrón obtenida ae ilu s tra  on la fi,

gura 2*

Por cada uno do loa anterioras ensayos so rea 

lizon  patronos de control ( t a l  como ce ilu s tra  antoriormen 

t e ) ,  on los que so u tilizan  soluciono» da concentraciones 

predeterminadas da tiroxina en lugar del suero del paciento. 

Luego so determina la  noncentración do tiroxina en lo  nuo,o 

tra dol paciente mediante comparación con la curva patrón 

preparada a p a rtir  de los valoras trazados paro loa patro­

nes do control.

Ejemplo 2

3e rep ito a l Ejemplo 1, con la  excepción do
125que 3o u t il iz a  anticunrpo para triiodotiron ina  y I - t r i i j i

125
dotiranina on lugar dol anticuerpo para tirox ina  y I - t i -  

roxina, respectivamente, y ls  cantidad de suero usada paro
i

asta ensayo es de 200 p l.

Efemolo 3

3e rep ite o l Ejemplo 1, con la  excepción de



qus se emplea anticuerpo poro dígoxina y I-digoxir.a
125en lugar del anticuerpo para tiraxina y I-tiraxins, 

respectivamente.

125

Císmelo 4

ie  rápita e l Ejemplo 1, con la excepción da
125emplearse anticuerpo para digitoxina y I-d igiioxina en

125lugar dsl anticuerpo para tiroxina y I-tiroxina, res­

pectivamente.

Pueden idearse otros ejemplos y modificacio­

nes tía los anteriores por e l exporto en la mataría tras la 

lectura da la anterior descripción, sin apartarse del espí, 

ritu y ámbito da la invención, pretendiéndose que todoo 

esos ejemplos y modificacionas queden incluidos en les sd 

juntas reivindicaciones.

NOTA ÜE RCIVIMDICACIONES

3a reivindica como do propia y nueva inven­

ción, a favor de BAXTER LABGHATORI'¿3, IRC, con domicilio 

en Daerfield, I l l in o is  50015 (E£.UU), lo oapecificado an 

las siguientes reivindioacionos:

1.- nétodo do preparación dB un roactivo en 

fase sólida para uso en e l radioinmunoenoayo de antígenos 

y anticuerpos y tía realización del radioinmunoonsayo, ca­

racterizado en que la preparación del reactivo comprende 

el mezclado de (a) material seleccionado ontrB e l grupo 

consistente en anticuerpo específica y antígona radioidsn 

tificado , (b) g lic o l po lietilón ico dotado de un poso mole
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cular da 200 a 10#000 aproximadamente, y (e ) globulina 

genraa, en solución acuosa neutralizada a un pH da 4 a 

10 aproximadamente, l io f l l iz ln d o c e  seguidamente la  mezcla.

2«- Oétodo de preparación de un reactivo on 

fase sólida para uso on e l radiolnmunoensoyo da entígenos 

y anticuerpos y da realización del radioinmunoenaeyo, se- 

gón la reivindicación 1, caracterizado en que e l  gll.col 

p o lio tilon ico  tiene un peso molecular de 4000 a 6QGG apro 

ximademente,

3 .- '.’étoda da preparación da un reactivo on 

feso sólida pare uso en e l radioinraunoenasyo de enlíganos 

y anticuerpos y de realización  tiei radioinraunoanaayo, se» 

gón la reivindicación 1, caracterizada an que se mezclan 

trae partas do (c ) y cinco partes do (b) con une parte do 

anticuerpo ospecífico o antígeno radioidentificadb o con 

una parte de anticuerpo específico  y otra da dicho antígeno# 

4 «- .'íótodo do preparación do un reactivo on 

foso sólida para uao en o l radioinmunoenaeyo de antiguaos 

y anticuerpos y de realización  del radioinmunoeneayo, se- 

gón la  reivindicación 1, caracterizado en que a l antígano 

oa seleccionado entro a l grupo concluiente en tiroxina, 

triiodotiron ina , digoxina y digitoxina#

5#« nútodo de preparación do un reactivo on 

fase sólida para uso en a l redioinmunaensaya da antíganoa 

y anticuerpos y da realización  del radioinmunoeneayo, so- 

gun la reivindicación 1, caracterizado en que o l anticuo^ 

po as ospecífico para o l antígeno do la  reivindicación 4.

G#« lótodo do preparación de un‘reactivo on 

Faca sólida pera uso en e l radioinmunoonsayo da antigonoo 

y anticuerpos y da roallzación  del radioinmunoeneayo, se­



gún la reivindicación 1, caracterizado on que la radioi- 

dentificacion os I con una actividad específica de 1 a 

10Q0 peurios por pgramo da antígono» aproximadamente.

7*- tetado ds preparación da un reactive en 

fssa sólida para uso en ol radioinmunoensayo tío antígenos 

y anticuerpos y tío realización del radioinmunoenssyo, se** 

gún la reivindicación 1, caracterizado en quo e l neutral!, 

zador es de barbital, con pH 8,4.

8, -  ” 6tcdo do preparación da un reactivo en 

fase sólida pera uso en si rsdioinmunoonsayo de añtígenos 

y anticuerpos y do realización bal radioinmunoensayo, sc- 

gfin la reivindicación 7, caracterizado en quo s i neutreli 

Zador comprando aproximadamente barbital sódico 0,ü8 molar 

y un 0,1/- aproximadamente de albúmina de suaro bovino.

9 . - método ds preparación da un reactivo en 

fase sólida para uso en el rsdioinmunaansayo ds antígcnco 

y anticuerpos y de realización del radioinmunoonssyo, se­

gún la reivindicación 8, caracterizado en que ol neutreli, 

zador contieno adamas aproximadamente un 0,85/ de ácido 

O-anilino-1-naftaleno sulfónicc a su sal sódico o amónica.

10*- 'íófeodo de preparación ds un reactivo en 

fase sólida para uso on e l radioinmunoenssyo de ántígenos 

y anticuerpos y tíe realización PeI radicinniunoonseyo, ca­

gón las anterioras reivindicaciones, carsetarizado on que 

c i radioinmunoenssyo comprende la reconstitución del rase, 

tivo en fase sólida obtenido según las reivindicaciones 

anteriores con diluontc acuoso y la u lterior adición del 

suero del pacíante, incubación a 37 ce aproximadamente, con 

trifugación, separación de la fase líquida y canteo de la 

radiactividad del restante precipitada.



11. - r.¿todo do preparación do un reactivo sn 

fcao sólida para uso on e l retiiainmunoonsayo do amíganos 

y anticuerpos y de realización del radioinraunoonaayo, ee- 

3fin la reivindicación 1C, caracterizado en quo el g iico l 

eo lietilón ico  tiene un peso molecular do 402 a SC5C opr¿
*v

ximadoraonte*

12. - í^ótoda de preparación do un reactivo en 

foso sólida para uso en o l radioinraunoonsayo do enlíganos 

y anticuerpos y do realización dol rsdioinmunaoo3ayo, se- 

afin la reivindicación 10» caracterizado on quo so mezclan 

tros partea de (c) y cinco partes do (b) con una porto do 

anticuerpo específico o entígeno ratíioidontificade o una 

parto do cada uno do o lios .

12.- "=ótodo do preparación tío un reactivo on 

raso sólido pera uso on el radioinraunoonsayo do ar.ílíjenos 

y anticuerpos y tío realización Ual radioinmunoons^yc» se­

gún lo reivindicación 10, caracterizado en que e l rntíge- 

no es seleccionado entre el grupa consistente en Uroxino, 

triiodotironina, digoxina y digitoxino. 2

14. -  ¡"Jótodo do proporación do un reactivo on 

fa;o sólida pera uso en e l radioinraunoonsayo do amíganos 

y anticuerpos y do realización dol radioinraunoonsayo, so- 

gfin la reivindicación 10, caracterizado on quo ol anticuox 

po es específico para o l antígono de la reivindicación 1a*

15, -  i.íótoda do preparación de un reactivo on 

foso sólida pera uao on o l radioinounoenoayo de antígonos 

y anticuerpos y tío realización dol radioinraunoonsayo» so— 

gfin la roivindicoción 1C» caracterizado on qúo la rsd ioi- 

dentificacién os I con uno actividad específica do 1 a 

IC.'O jjcurios por pgrerao do antígono» aproximadamente.
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16. - '"atado da preparación do un roactivo an 

fasa sólida para uso en el redioinnunoensayo cié antígonos 

y anticuerpos y de realización del radioinmunaansayo, se­

gún la reivindicación 10, caracterizado en que e l neutra- 

lizador os do barbital, con un pH de 0,4.

17. - "ótodo de preparación de un roectivo en

Psoe sólida para uso en e l rsd íoir-munoensayo do antíoonos 

y anticuerpos y de realización del radioinmunoensayo, se­

gún la reivindicación 15, caracterizado en quo e l neutra- 

lizarior comprendo aproximadamente barfaital sódica u,u8 no. 

la r y un ü,i;' aproximadamente ds albúmina do suero bovino.

IB .- *1atodo do preparación de un reactiva an. 

fase sólida para usa en al radioinmunoensayo de entínenos 

y anticuerpos y de realización dol radioinRunosnssyo, se­

gún la reivindicación 17, caracterizado en quo si neutra­

lizado r contiene stíeroSs un 0,35. aproximadamente de acido 

8-anilino-1-naPtalono sulPónico o su 3ñl sódica o amonics.

13,-"35ETODG DE PREPARACION DE UN REACTIVO CU 

FASE SOLIDA PARA USO ES EL RADIO INfílUU OEM CAVO DE AUTIGCNOj 

Y ANTICUERPOS Y DE RCALI2 ACION DEL R A DICIU K U Tí Q E f í 0 A Y 0 ".

Tal y como se deja doscrito ©*'> la memoria prj» 

cadente que consta de veinte hojas mecanografiadas por una 

sola cora y planos de Porras y tsraaOo reglamentarios.
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