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DESCRIPCION

Método para la medida de ecuol en muestra biolégica mediante inmunoensayo, kit para la medida, y método para la
determinacion de la capacidad de un sujeto para producir ecuol

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para medir ecuol en una muestra biolégica mediante un método
inmunolégico, a un kit para la medida, y a un método para determinar la capacidad de un sujeto para producir ecuol.

Técnica antecedente

Se sabe ampliamente que las isoflavonas contenidas en habas de soja tienen el efecto (el efecto antiestrogénico) de
prevenir cancer de mama, cancer de préstata, y similar; asi como el efecto (el efecto semejante a estrogeno) de
aliviar los sintomas de la menopausia, enfermedades post-menopausicas tales como osteoporosis, hiperlipidemia,
hipertension, y similares.

Ademas de los efectos clinicos directos de las isoflavonas de habas de soja, informes recientes sugieren que el
ecuol, que es un metabolito activo de las isoflavonas de habas de soja, es la clave para la eficacia en aplicaciones
clinicas, en lugar de las isoflavonas de habas de soja. Especificamente, diversos informes sefialan que el ecuol es
eficaz frente a cancer de mama, cancer de prostata, sintomas de la menopausia, y osteoporosis post-menopausica.

Ademas, se ha dado a conocer que debido a que el ecuol es producido por bacterias intestinales, la cantidad de
produccion es diferente dependiendo de la flora intestinal, y de este modo varia entre diferentes individuos. En
consecuencia, es innegable que hay algunos individuos que no pueden experimentar un efecto antiestrogénico
deseado y un efecto semejante a estrogenos, incluso si ingieren productos procesados de habas de soja.

Cierto tiempo mas tarde, se aislaron e identificaron bacterias de acido lactico que producen eficientemente ecuol
(bibliografia de patente 1). Se espera que se logre una ingesta eficiente de ecuol en el cuerpo al ingerir oralmente
una preparacion de bacterias de acido lactico, y al permitir que las bacterias de acido lactico alcancen o colonicen el
intestino. En este momento, es posible confirmar si las bacterias de acido lactico han alcanzado o colonizado el
intestino midiendo ecuol, por ejemplo, en orina, sangre, heces, etc.

Los siguientes métodos son conocidos como métodos para medir ecuol: un método que usa un cromatégrafo de
liquidos-espectrometro de masas o un cromatdgrafo de gases-espectrometro de masas en el caso de muestras de
sangre, y un método que usa analisis instrumental tal como cromatografia de liquidos de altas prestaciones (HPLC),
etc., en el caso de muestras de orina. Sin embargo, se demanda un método de medida mas simple.

Ademas, con respecto a los métodos para medir ecuol mediante inmunoensayo, existe comercialmente Labmaster
TR-FIA Research Reagents for the Measurement of Equol, que usa fluoroinmunoensayo resuelto en el tiempo (NPL

1).

Mientras, se conoce la presencia de dos tipos de diastereoisomeros de ecuol, es decir, S-ecuol y R-ecuol. Entre
ellos, S-ecuol es el Unico metabolito producido a través de daidzeina (un precursor de ecuol) por bacterias
intestinales. Ademas, S-ecuol se une con un receptor de estrégenos de forma mucho mas fuerte (NPL 2).

Especificamente, S-ecuol es el ecuol que indica su presencia in vivo, y que esta contenido en muestras de sangre y
muestras de orina; de este modo es Util para medir especificamente S-ecuol.

Lista de citas
Bibliografia de patente
[PTL 1] Publicacién de Patente Japonesa Sin Examinar n® 2006-296434
Bibliografias no de patente
[NPL 1] E. Brouwers, et al. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 2003, Vol. 84, p. 577-588
[NPL 2] K. D. R. Setchell, et al. The American Journal of Clinical Nutrition, 2005, Vol. 81, p. 1072-1079
Sumario de la invencion
Problema técnico

Un objeto de la presente invencion es desarrollar un método para medir especifica y exactamente S-ecuol, en un
método para medir ecuol mediante un método inmunoldgico, es decir, inmunoensayo. Otro objeto de la presente
invencion es desarrollar un kit capaz de medir especifica y exactamente S-ecuol cuando se mide la concentracion de
ecuol mediante un método inmunoldgico. Todavia otro objeto de la presente invencion es desarrollar un método para
determinar la capacidad de un sujeto para producir ecuol.
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Solucién técnica

Los factores que afectan enormemente al comportamiento de un inmunoensayo incluyen la identidad o similitud
entre una sustancia diana en una muestra y una sustancia patrén usada para determinar la concentracion a partir de
una reaccion de la sustancia diana con su pareja de union; o entre una sustancia diana en una muestra y una
sustancia competitiva usada en una reaccién de competicion.

En consecuencia, se usé S-ecuol como sustancia patréon para preparar una curva patrén para obtener valores
medidos. Como resultado, se mejoro6 la exactitud de los valores medidos.

Ademas, se us6é S-ecuol marcado como un agente reaccionante competidor en un inmunoensayo que usa
inmunorreaccién competitiva. Como resultado, se suprimieron las reacciones no especificas, y se expandio el
intervalo de medida exacta, en comparacion a cuando se us6 una mezcla de S-ecuol y R-ecuol.

La presente invencion se logra como resultado de estudios adicionales basados en los hallazgos anteriores.
Especificamente, la presente invencion comprende lo siguiente:

Apartado 1. Un método para medir ecuol en una muestra biolégica mediante un método inmunolégico, que
comprende usar S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno
patron usado para la preparacion de una curva patrén, y un antigeno marcado que compite con ecuol en una
muestra biologica.

Apartado 2. El método segun el Apartado 1, que comprende usar, como anticuerpo primario, un anticuerpo
anti-ecuol cuya reactividad cruzada con daidzeina es 10% o menos; la reactividad cruzada con genisteina es
10% o menos; la reactividad cruzada con gliciteina es 10% o menos; la reactividad cruzada con
dihidrodaidzeina es 20% o menos; y la reactividad cruzada con deshidroecuol es 20% o menos, cuando la
reactividad cruzada con S-ecuol se supone que es 100%.

Apartado 3. El método segun el Apartado 1, en el que una sustancia marcadora en el antigeno marcado es al
menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en enzimas, radioisétopos, colorantes, materiales
fluorescentes, latex, y coloides metalicos.

Apartado 4. El método segun el Apartado 1, en el que el método inmunolégico es al menos un tipo
seleccionado del grupo que consiste en ELISA, radioinmunoensayo, y ensayo inmunocromatografico.

Apartado 5. El método segun el Apartado 1, en el que la muestra biolégica es al menos un miembro
seleccionado del grupo que consiste en orina y sangre.

Apartado 6. El método segun el Apartado 1, en el que un conjugado de ecuol en la muestra biolégica se mide
sin estar desconjugado.

Apartado 7. Un kit para medir ecuol en una muestra biolégica mediante un método inmunoldégico, que
comprende S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno patron
usado para la preparacion de una curva patron, y un antigeno marcado que compite con ecuol en una
muestra.

Apartado 8. El kit seguin el Apartado 7, que comprende ademas, como anticuerpo primario, un anticuerpo
anti-ecuol cuya reactividad cruzada con daidzeina es 10% o menos; la reactividad cruzada con genisteina es
10% o menos; la reactividad cruzada con gliciteina es 10% o menos; la reactividad cruzada con
dihidrodaidzeina es 20% o menos; y la reactividad cruzada con deshidroecuol es 20% o menos, cuando la
reactividad cruzada con S-ecuol se supone que es 100%.

Apartado 9. El kit segun el Apartado 7, en el que el método inmunoldégico es al menos un tipo seleccionado
del grupo que consiste en ELISA, radioinmunoensayo, y ensayo inmunocromatografico.

Apartado 10. El kit segun el Apartado 7, en el que la muestra biolégica es al menos un miembro seleccionado
del grupo que consiste en orina y sangre.

Apartado 11. Un método para determinar la capacidad de un sujeto para producir ecuol, que comprende las
etapas de

(1) medir ecuol en una muestra biolégica derivada de un sujeto que ha ingerido isoflavona de haba de
soja, mediante un método inmunolégico que usa S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del
grupo que consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patrén, y un
antigeno marcado que compite con ecuol en la muestra biolégica; y

(2) determinar la capacidad del sujeto para producir ecuol en base al valor medido de ecuol obtenido
en la etapa (1).
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Apartado 12. El método de determinacion segun el Apartado 11, en el que, en la etapa (1), un conjugado de
ecuol en la muestra biolégica se mide sin estar desconjugado.

Efectos ventajosos de la invencion

Con la implementacion del método de medida de la presente invencién, es posible suprimir reacciones no
especificas y obtener resultados de medida exactos en un método para medir ecuol en una muestra biolégica
mediante inmunoensayo. Adicionalmente, el método se puede implementar simplemente ademas con el uso del kit
de la presente invencion. Ademas, segun el método de determinacion de la presente invencion se puede determinar
de forma exacta y simple si un sujeto tiene una capacidad productora de ecuol.

Adicionalmente, la concentracion de ecuol medida por la presente invencién indica una elevada correlacion con la
concentracion medida mediante HPLC. Ademas, la presente invencién tarda solamente alrededor de 3 horas en
detectar la concentracion, y puede medir rapidamente la concentracion de ecuol, en comparacion con HPLC, que
tarda 72 horas, o alrededor de 2 semanas en el caso de un trabajo de comision. Adicionalmente, el kit de la presente
invencion cuesta mucho menos que la HPLC, aunque puede proporcionar el mismo nivel de sensibilidad de
deteccién que la HPLC.

Ademas, segun la presente invencion, la presencia y el nivel de la capacidad de un sujeto para producir ecuol se
puede determinar de forma exacta, simple y rapidamente con una elevada especificidad. Por lo tanto, en base a los
resultados de medida y a los resultados de la determinacién, es posible comprender el posible comienzo de
enfermedades y el nivel de sintomas de las enfermedades (por ejemplo, cancer de mama, cancer de prostata, y
sintomas de la menopausia; asi como osteoporosis post-menopausica, hiperlipidemia, hipertension, etc.) asociadas
con la falta de la capacidad productora de ecuol. En consecuencia, estas enfermedades se pueden prevenir y
mejorar apropiadamente.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] La Fig. 1 es un diagrama de correlacién que muestra los resultados medidos mediante HPLC y en el
Ejemplo 1. En el diagrama, el eje vertical indica valores obtenidos mediante ELISA, y el eje horizontal indica
valores obtenidos mediante HPLC. En cada caso, la unidad es ng/ml.

[Fig. 2] La Fig. 2 es un diagrama de correlacion de resultados medidos mediante HPLC y en el Ejemplo 2. En
el diagrama, el eje vertical indica valores obtenidos mediante ELISA, y el eje horizontal indica valores
obtenidos mediante HPLC. En cada caso, la unidad es ng/ml.

[Fig. 3] La Fig. 3 es un diagrama de correlacion de resultados medidos mediante HPLC y en el Ejemplo 3. En
el diagrama, el eje vertical indica valores obtenidos mediante ELISA, y el eje horizontal indica valores
obtenidos mediante HPLC. En cada caso, la unidad es ng/ml.

[Fig. 4] La Fig. 4 es un diagrama de correlacion de resultados medidos mediante HPLC y en el Ejemplo
Comparativo. En el diagrama, el eje vertical indica valores obtenidos mediante ELISA, y el eje horizontal
indica valores obtenidos mediante HPLC. En cada caso, la unidad es ng/ml.

[Fig. 5] La Fig. 5 es un diagrama modelo de ELISA competitivo.

[Fig. 6] La Fig. 6 es un diagrama de correlacion de resultados en relacion con la concentracion de ecuol
medida mediante LC/MS/MS, y mediante un inmunoensayo de la presente invencion descrito en el Ejemplo
de Ensayo 3.

[Fig. 7] La Fig. 7 muestra la concentracion de daidzeina en orina medida usando HPLC.
[Fig. 8] La Fig. 8 muestra graficas de EQL ELISA frente a Log de la relacion E/D.
Descripcion de realizaciones
La presente invencién se describe a continuacion.
1. Método para medir ecuol en muestra biolégica mediante método inmunoldgico

El método de la presente invenciéon para medir ecuol en una muestra biolégica mediante un método inmunoldgico
(en lo sucesivo denominado algunas veces aqui como “inmunoensayo”) comprende el uso de S-ecuol como al
menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion de una
curva patron, y un antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra biolégica. El inmunoensayo de la
presente invencion se describe mas abajo.

Antigeno inmunizante para preparar anticuerpo frente a S-ecuol
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El ecuol, es decir, la sustancia diana de la presente invencion, es un hapteno de bajo peso molecular. Por lo tanto, el
ecuol por si mismo no posee inmunogenicidad. En consecuencia, a fin de obtener un anticuerpo usado para
inmunoensayo, es preferible preparar un antigeno inmunizante sintetizando un complejo en el que el ecuol esté
unido a un portador antigénico.

Aunque el portador antigénico no esta limitado a ningin tipo en tanto que se pueda preparar el antigeno
inmunizante, es preferible un material polimérico (que tenga un peso molecular de 10.000 o mas, preferiblemente
50.000 a 1.000.000), siendo particularmente preferible una proteina. Ejemplos preferibles de proteinas incluyen, pero
no se limitan a, anticuerpos, seroalbdimina bovina (BSA), caseina, gelatina, ferritina, etc.

Ademas, el método para unir el hapteno al portador antigénico no esta limitado, en tanto que el hapteno y el portador
antigénico se puedan unir juntos. Un método preferible es un enlazamiento covalente.

En el caso de un enlazamiento covalente, por ejemplo cuando se usa una proteina como portador antigénico, un
grupo succinimida que se ha introducido en el hapteno se hace reaccionar con la proteina o un grupo amino de la
glicoproteina mediante el método de éster activado por N-hidroxisuccinimida; y el hapteno se puede unir de ese
modo al portador antigénico. En este caso, como otros métodos, se ejemplifica el método de dialdehido glutarico, y
similar.

Ademas, en el enlazamiento entre el hapteno y el portador antigénico, se introduce un compuesto espaciador en el
hapteno antes de enlazar el hapteno al portador antigénico, a fin de expandir la distancia entre el hapteno y el
portador antigénico. De esta manera, es posible alterar la afinidad por el anticuerpo, y la especificidad del
anticuerpo.

Se puede usar cualquier compuesto espaciador en tanto que el hapteno y el portador antigénico se puedan unir via
el compuesto espaciador, y la afinidad por el anticuerpo y la especificidad del anticuerpo se puedan alterar mediante
el compuesto espaciador. Sus ejemplos incluyen éter carboximetilico (CME), éter carboxipropilico (CPE), éter
carboxibutilico (CBE), éter carboxifenilico (CPhE), y similares, siendo preferible CME.

Los ejemplos de uniones entre el hapteno y el portador antigénico via un compuesto espaciador incluyen ecuol-
CME-proteina descrita mas tarde, ecuol-CPE-proteina, ecuol-CBE-proteina, ecuol-CPhE-proteina, y similares. La
ecuol-CME-proteina se prepara de la manera descrita en un Ejemplo descrito mas tarde. Otros agentes
inmunizantes que tienen un compuesto espaciador se pueden preparar adecuadamente por una persona experta en
la técnica segun el tipo de compuesto espaciador usado.

Hapteno marcado

Un hapteno marcado para detectar la presencia de un anticuerpo se puede preparar de la misma manera descrita
anteriormente, usando una sustancia marcadora en lugar del portador antigénico. La afinidad por el anticuerpo a
detectar se puede ajustar introduciendo un compuesto espaciador entre el hapteno y la sustancia marcadora.

Como sustancia marcadora se puede usar cualquier sustancia marcadora conocida, en tanto que no inhiba una
reaccion antigeno-anticuerpo. Los ejemplos de sustancias marcadoras incluyen enzimas, radioisétopos, colorantes,
materiales fluorescentes, latex, coloides metalicos, europio, acridinio, y similares. Una sustancia marcadora
preferible se selecciona del grupo que consiste en enzimas, radioisétopos, colorantes, materiales fluorescentes,
latex, y coloides metalicos. Ademas, los ejemplos de enzimas incluyen peroxidasas, fosfatasa alcalina, luciferasa, y
similares; los ejemplos de radiois6topos incluyen 129) y similares; los ejemplos de colorantes incluyen colorantes a
base de cianina y similares; los ejemplos de materiales fluorescentes incluyen FITC, cy3, cy5, y similares; los
ejemplos de latex incluyen latex de poliestireno, latex magnéticos, y similares; y los ejemplos de coloides metalicos
incluyen oro, plata, platino, y similares. De estas sustancias marcadoras, los ejemplos preferibles incluyen enzimas;
ejemplos preferibles adicionales incluyen peroxidasas; y ejemplos particularmente preferibles incluyen peroxidasa de
rabano picante, debido a la ventaja de que pueden simplificar una detecciéon muy sensible.

Ademas, ejemplos de compuestos espaciadores usados para unir el hapteno a la sustancia marcadora incluyen éter
carboximetilico (CME), éter carboxipropilico (CPE), éter carboxibutilico (CBE), éter carboxifenilico (CPhE), y
similares, siendo preferible CPE.

Anticuerpo: Anticuerpo primario

El anticuerpo primario usado en la presente invencién no esta limitado a ningun tipo en tanto que se pueda unir
especificamente a ecuol. Se pueden usar anticuerpos policlonales o monoclonales. Ademas, como anticuerpo
primario se puede usar un fragmento del anticuerpo, en tanto que mantenga la especificidad por el ecuol.
Adicionalmente, como anticuerpo primario también se puede usar un antisuero.

El anticuerpo primario usado para inmunoensayo se puede preparar llevando a cabo un método conocido. Por
ejemplo, el anticuerpo primario se puede preparar mediante el método descrito mas abajo; sin embargo, el método
de preparacion no esta limitado al siguiente ejemplo.
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Especificamente, un anticuerpo policlonal se puede preparar de la siguiente manera: un antigeno inmunizante en el
que el ecuol esta unido a un portador antigénico se mezcla con adyuvante completo de Freund para preparar un
agente inmunizante; el agente inmunizante preparado se inyecta con frecuencia subcutanea y/o intradérmicamente
varias veces en animales tales como conejos, cabras, caballos, ovejas, cobayas, pollos, etc., obteniendo de ese
modo un antisuero; y el antisuero se purifica, se diluye, o similar. Los ejemplos de agentes inmunizantes incluyen
aquellos descritos anteriormente; y el uso de un adyuvante es deseable, aunque no esencial. El antisuero se puede
recoger segun un método conocido con anterioridad para la preparacion. El anticuerpo primario usado en la presente
invencion es preferiblemente un antisuero de conejo.

Un anticuerpo monoclonal se puede preparar de la siguiente manera: un antigeno inmunizante en el que ecuol esta
unido a un portador antigénico se mezcla con adyuvante completo de Freund para preparar un agente inmunizante;
el agente inmunizante preparado se inyecta con frecuencia subcutanea y/o intradérmicamente varias veces en
animales tales como ratones, ratas, etc.; el antigeno inmunizante solo se inyecta entonces intravenosamente o
intraperitonealmente; las células del bazo preparadas a partir del bazo extirpado varios dias mas tarde se fusionan
con células de mieloma; y las células fusionadas se cultivan selectivamente.

Las células fusionadas que se han hecho crecer se cultivan para producir clones, y se selecciona una estirpe celular
que produce anticuerpos IgG que se unen especificamente a ecuol. El sobrenadante de cultivo obtenido mediante
cultivo de la estirpe celular seleccionada se purifica, se diluye, o similar. De ese modo, se puede preparar un
anticuerpo monoclonal para ser usado para la medida. Como en el caso de un anticuerpo policlonal, los ejemplos de
agentes inmunizantes incluyen los descritos anteriormente; y el uso de un adyuvante es deseable, aunque no
esencial.

El anticuerpo primario usado en la presente invencion tiene deseablemente una elevada especificidad por S-ecuol, y
una baja reactividad cruzada con otras isoflavonas que tienen una estructura similar. En particular, debido a que
daidzeina, dihidrodaidzeina, y deshidroecuol son factores que conducen a deteccidon errénea de ecuol en una
muestra bioldgica, es deseable usar un anticuerpo primario que tenga una baja reactividad cruzada con estos
compuestos. Especificamente, cuando la reactividad cruzada del anticuerpo primario usado en la presente invencién
con S-ecuol se supone que es 100%, su reactividad cruzada con daidzeina, genisteina, gliciteina, dihidrodaidzeina,
y deshidroecuol cae de forma deseable en los siguientes intervalos:

la reactividad cruzada con daidzeina: 10% o menos, preferiblemente 1% o menos, ademas preferiblemente
0,1% o menos;

la reactividad cruzada con genisteina: 10% o menos, preferiblemente 1% o menos, ademas preferiblemente
0,1% o menos;

la reactividad cruzada con gliciteina: 10% o menos, preferiblemente 1% o menos, ademas preferiblemente
0,1% o menos;

la reactividad cruzada con dihidrodaidzeina: 20% o menos, preferiblemente 5% o menos, ademas
preferiblemente 1,1% o menos; y

la reactividad cruzada con deshidroecuol: 20% o menos, preferiblemente 5% o menos, ademas
preferiblemente 1% o menos.

La reactividad cruzada anterior se puede explicar segun lo siguiente. Especificamente, la reactividad cruzada
anterior indica una relacion (%) de la concentracion (IC2) de S-ecuol no marcado a la que la reaccion de union de S-
ecuol marcado al anticuerpo anti-ecuol puede ser inhibida en un 20%, a la concentracion (IC2o) de cada isoflavona y
similar a la que la reaccion de unién de S-ecuol marcado al anticuerpo anti-ecuol puede ser inhibida en un 20%. Mas
especificamente, en la reacciéon competitiva entre S-ecuol marcado y S-ecuol no marcado, se determina la
concentracion de S-ecuol no marcado a la que la unién de S-ecuol marcado al anticuerpo es 80, suponiendo que la
union de S-ecuol marcado solo al anticuerpo es 100. De forma similar, cada isoflavona no marcada y similar se hace
reaccionar competitivamente con S-ecuol marcado, y se determina la concentracion de cada isoflavona y similar a la
que la union de S-ecuol marcado al anticuerpo es 80.

La relacion asi determinada (expresada en porcentaje) entre la concentracion (IC2) del S-ecuol no marcado vy la
concentracion (ICx) de cada isoflavona y similar se denomina como la reactividad cruzada. Esta se representa
mediante la siguiente férmula:

Reactividad cruzada (%) = (IC2 de S-ecuol/IC2o de cada isoflavona, etc.) x 100

Aqui, la tasa de reactividad cruzada se determina mediante ELISA competitivo, usando S-ecuol como el antigeno
patron usado para la preparacion de una curva patréon, asi como el antigeno marcado que compite con ecuol en una
muestra biologica.

Ademas, la concentracién de S-ecuol marcado usada para la determinaciéon de la tasa de reactividad cruzada se
puede ajustar adecuadamente a las condiciones en las que el antigeno se puede medir con sensibilidad elevada
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mediante ELISA competitivo. Los ejemplos de sustancias marcadoras incluyen las enzimas mencionadas
anteriormente.

Mas especificamente, por ejemplo, la tasa de reactividad cruzada se determina segun el mismo procedimiento como
en el Ejemplo de Ensayo 2 descrito mas tarde.

Es posible detectar ecuol en una muestra biolégica con mayor sensibilidad usando un anticuerpo primario que tiene
la especificidad descrita anteriormente, y usando S-ecuol como el antigeno patron y/o el antigeno marcado que
compite con ecuol en la muestra bioldgica.

Anticuerpo: Anticuerpo secundario

Un anticuerpo secundario usado en la presente invencidon es un anticuerpo que se une especificamente al
anticuerpo primario. El anticuerpo secundario se puede preparar segin un método conocido.

Cuando se usa un anticuerpo de conejo o un antisuero de conejo como el anticuerpo primario, preferiblemente se
puede usar un anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo como el anticuerpo secundario.

Ademas, se puede usar la unién de biotina-avidina/estreptavidina. En este caso, por ejemplo, se puede preparar un
anticuerpo primario biotinilado para que una la biotina a avidina/estreptavidina inmovilizada sobre una fase sélida.

Antigeno patrén, y antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra biolégica

Ademas, en la presente invencion, cuando se mide ecuol en la muestra biolégica usando un anticuerpo preparado
mediante el método descrito anteriormente, es posible obtener un valor medido exacto usando S-ecuol como el
antigeno patron usado para la preparacion de una curva patron y/o el antigeno marcado que compite con ecuol en la
muestra. Especificamente, aunque S-ecuol se usa en la presente invencién como al menos uno del antigeno patréon
usado para la preparacion de una curva patrén y el antigeno marcado que compite con ecuol en la muestra, es
deseable usar S-ecuol tanto como el antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patréon como el
antigeno marcado que compite con ecuol en la muestra, en vistas a incrementar la exactitud de la medida de ecuol
en una muestra bioldgica.

Como sustancia marcadora en el antigeno marcado anterior, se puede usar cualquier sustancia marcadora conocida
hasta ahora, en tanto que no inhiba una reaccion antigeno-anticuerpo. Los ejemplos de sustancias marcadoras
incluyen enzimas, radioisétopos, colorantes, materiales fluorescentes, latex, coloides metalicos, europio, acridinio, y
similares. Una sustancia marcadora preferible se selecciona del grupo que consiste en enzimas, radioisétopos,
colorantes, materiales fluorescentes, latex, y coloides metalicos. Ademas, los ejemplos de enzimas incluyen
peroxidasas, fosfatasa alcalina, luciferasa, y similares; los ejemplos de radioisétopos incluyen 125, y similares; los
ejemplos de colorantes incluyen colorantes a base de cianina y similares; los ejemplos de materiales fluorescentes
incluyen FITC, cy3, cy5, y similares; los ejemplos de latex incluyen latex de poliestireno, latex magnéticos, y
similares; y los ejemplos de coloides metalicos incluyen oro, plata, platino, y similares. De estas sustancias
marcadoras, los ejemplos preferibles incluyen enzimas, ejemplos preferibles adicionales incluyen peroxidasas, y
ejemplos particularmente preferibles incluyen peroxidasa de rabano picante, debido a que pueden simplificar
ventajosamente una deteccion muy sensible.

Con el fin de unir el antigeno a la sustancia marcadora, y ajustar la afinidad y similar entre el antigeno y el
anticuerpo, se puede introducir un compuesto espaciador entre el antigeno y la sustancia marcadora. Ejemplos de
compuestos espaciadores usados para unir el antigeno (S-ecuol) a la sustancia marcadora incluyen éter
carboximetilico (CME), éter carboxipropilico (CPE), éter carboxibutilico (CBE), éter carboxifenilico (CPhE), y
similares, siendo preferible CPE.

Muestra bioldgica

La muestra bioldgica para la medida de ecuol no esta particularmente limitada a ningun tipo, en tanto que sea una
muestra que deriva de organismos vivos, incluyendo animales y plantas, y a partir de la que se puede medir ecuol.
Sus ejemplos incluyen orina, sangre (por ejemplo, suero y plasma sanguineo), heces, extractos tisulares, extractos
celulares, materias alimentarias, etc. Las muestras bioldgicas derivan preferiblemente de un ser humano; y son
preferiblemente ademas orina y sangre, y particularmente de forma preferible derivan de orina de un ser humano.

Ademas, la muestra biolégica usada para la medida de ecuol se puede diluir, si es necesario.
Enzima de pretratamiento (desconjugacion) de muestra bioldgica

El ecuol contenido en la muestra bioldgica esta presente habitualmente en forma de conjugado. En consecuencia, la
muestra bioldgica se puede someter a un pretratamiento para la desconjugacién del ecuol antes de ser usada en
una reaccion de antigeno-anticuerpo.

El procedimiento de desconjugacion se puede llevar a cabo usando enzimas tales como B-glufatasa (que contiene
glucuronidasa y sulfatasa), glucuronidasa, sulfatasa, etc. Mas especificamente, los ejemplos preferibles de
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disoluciones enzimaticas usadas para el procedimiento de desconjugacion incluyen una composicion que
comprende principalmente 6% de B-glufatasa y tampén de acido acético 0,1 M (pH 5,5).

Ademas, el procedimiento de desconjugacion se puede llevar a cabo antes de o simultdneamente con la reaccién de
antigeno-anticuerpo. Aunque las condiciones de reaccion del procedimiento de desconjugacion se ajustan
adecuadamente segun los tipos de la enzima, la muestra biolégica usada, y similar, el procedimiento de
desconjugacion se lleva a cabo habitualmente a 25°C hasta 56°C durante 5 minutos hasta 24 horas.

Diluyente para muestra biolégica y/o antigeno patrén

Un diluyente usado para dilucion de la muestra bioldgica y del antigeno patrén no esta limitado a ningun tipo, en
tanto que no afecte de forma adversa a la medida. Se puede usar un diluyente usado en un método inmunolégico
general. Los ejemplos preferibles de diluyentes usados en la presente invencion incluyen una disolucion mixta de
cloruro sadico y tampon de fosfato (pH 7,5) que contiene seroalbumina bovina, 100% de suero humano tratado con
carbon, etc. Ejemplos mas especificos de diluyentes incluyen una disolucion mixta de cloruro sédico 150 mM y
tampon de fosfato 0,1 M (pH 7,5) que contiene 1,0% de seroalbdmina bovina.

Método inmunoldgico para medir la concentracion de ecuol

Seguidamente, se describen a continuacion ejemplos especificos de métodos inmunoldgicos para medir ecuol. Sin
embargo, la naturaleza de la presente invencién no esta limitada a estos ejemplos.

En la presente invencion, un método inmunoldgico para medir ecuol no esta limitado a ningun tipo, en tanto que
pueda medir la concentracion de ecuol en una muestra biolégica mediante una reaccion de antigeno-anticuerpo en
la que se usan el antigeno y el anticuerpo. Sus ejemplos incluyen ELISA, radioinmunoensayo, ensayo
inmunocromatografico, etc.

Cuando se usa ELISA (ensayo inmunosorbente ligado a enzima) como el método inmunoldgico, el ecuol en una
muestra biolégica se puede medir segun una técnica de ELISA conocida hasta ahora, que puede ser cualquiera de
ELISA competitivo, ELISA de sandwich, y ELISA directo. Como tipo de ELISA, se prefiere el ELISA competitivo.
Como referencia, en la Fig. 5 se muestra un modelo de ELISA competitivo.

Por ejemplo, cuando se usa ELISA competitivo, la medida de ecuol en una muestra bioldgica mediante ELISA se
lleva a cabo, por ejemplo, segun lo siguiente: una muestra bioldgica, un antigeno marcado con enzima (antigeno
marcado), y un anticuerpo primario se afiaden a pocillos de una microplaca a la que previamente se ha inmovilizado
un anticuerpo secundario, y la reaccion se lleva a cabo para formar un complejo de anticuerpo secundario-
anticuerpo primario-ecuol. El anticuerpo primario se puede afiadir simultdnea o separadamente a la muestra
bioldgica y al antigeno marcado. Tras la reaccion, los pocillos se lavan con una disolucion de lavado, y se afiade un
sustrato para la enzima para la reaccion. Subsiguientemente, la reaccion se detiene mediante una disolucion de
parada de la reaccion, o similar, y se mide la absorbancia. Después, la concentracion de ecuol en la muestra se
calcula a partir de una curva patron generada midiendo el antigeno patron de la misma manera.

En este caso, se puede usar una microplaca conocida hasta ahora, y el tamafo y la forma de los pocillos no estan
limitados en tanto que se pueda llevar a cabo la reaccion anterior. Ademas, el anticuerpo secundario se puede
inmovilizar sobre los pocillos mediante un método conocido hasta ahora. De forma similar, como sustrato, se puede
usar un sustrato conocido hasta ahora que sea adecuado para la enzima.

Ademas, en el ensayo de ELISA competitivo, las cantidades afiadidas de anticuerpo primario, anticuerpo secundario
y antigeno marcado no estan limitadas, en tanto que el ecuol en la muestra biolégica se pueda medir de forma
exacta mediante el método pertinente; y se ajustan de forma adecuada segun las condiciones generales del ELISA.
Adicionalmente, en el caso de un método inmunoldgico distinto de ELISA, las cantidades afiadidas de anticuerpo
primario, anticuerpo secundario y antigeno marcado se ajustan adecuadamente de forma similar segun condiciones
conocidas hasta ahora.

Cada reaccion en el ELISA se puede llevar a cabo segun condiciones conocidas hasta ahora, y se ajusta
adecuadamente segun el tipo de muestras bioldgicas y el método de ELISA. Por ejemplo, en el caso de ELISA
competitivo, habitualmente se lleva a cabo una reaccién de antigeno-anticuerpo a 4°C hasta 37°C durante 5 minutos
hasta 24 horas para formar un complejo de anticuerpo secundario-anticuerpo primario-ecuol.

Mas especificamente, para la medida de ecuol en orina mediante ELISA (ELISA competitivo), se afiade un diluyente
a una muestra de orina para preparar una muestra de orina diluida; la muestra de orina diluida preparada, ecuol
marcado con peroxidasa de rabano picante, y antisuero de conejo anti-ecuol diluido (anticuerpo primario) se afiaden
a los pocillos de una microplaca a la que se ha inmovilizado previamente un anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo
(anticuerpo secundario); y la reaccion se lleva a cabo durante un cierto periodo de tiempo. Tras la reaccion, los
pocillos se lavan, y se afiade una disolucién de sustrato colorimétrico para permitir la reacciéon durante un cierto
periodo de tiempo. Después del cierto periodo de tiempo, la reaccion se detiene, y se mide la absorbancia. Después,
la concentracion de ecuol en la muestra se calcula a partir de una curva patron generada midiendo el antigeno
patrén de la misma manera.
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El tampdn (tampon de dilucion del antisuero) para diluir antisueros no esta limitado a ningun tipo, en tanto que pueda
diluir adecuadamente los antisueros y no afecte de forma adversa a la medida. Ejemplos preferibles de tampones de
dilucion del antisuero usados en la presente invencion incluyen una disolucion mixta que contiene cloruro de sodio,
seroalbumina bovina, tampon de fosfato (pH 7,5) que contiene Tween 20, etc. Mas especificamente, ejemplos de
tampones de dilucion del antisuero incluyen una disolucion mixta de cloruro de sodio 150 mM, 0,5% de seroalbumina
bovina, y 0,01% de tampdn de fosfato 0,1 M (pH 7,5) que contiene Tween 20. El tampdn de dilucion del antisuero
puede usarse no solamente en ELISA competitivo, sino también en diferentes tipos de ELISA distintos de ELISA
competitivo, asi como en diversos métodos inmunoldgicos. Obsérvese que Tween es una marca registrada.

La medida de ecuol en una muestra biolégica mediante RIA (radioinmunoensayo) también se puede llevar a cabo
segun un método conocido hasta ahora. La medida se puede llevar a cabo de la misma manera que en ELISA,
excepto que se usa como sustancia marcadora un radiois6topo. Lo siguiente es un ejemplo de RIA en el que se usa
orina como la muestra bioldgica y se usa 2% como el radioiso6topo.

Un diluyente se afiade a una muestra de orina para preparar una muestra de orina diluida; la muestra de orina
diluida preparada, S-ecuol marcado con 129 y el sobrenadante de cultivo celular productor de anticuerpo anti-ecuol
diluido se afiaden a los pocillos de una microplaca a los que se ha inmovilizado previamente un anticuerpo de cabra
anti-lgG de conejo; y la reaccion se lleva a cabo durante un cierto periodo de tiempo. Tras la reaccion, los pocillos se
lavan; se mide la radioactividad en los pocillos de la microplaca; y la concentracion de ecuol en la muestra se calcula
a partir de una curva patron generada midiendo el antigeno patrén de la misma manera.

La medida de ecuol en una muestra biolégica mediante un ensayo inmunocromatografico (inmunocromatografia)
también se puede llevar a cabo segun un procedimiento conocido hasta ahora. Lo siguiente es una técnica ejemplar
de un ensayo inmunocromatografico en el que se usa orina como la muestra bioldgica y se usa coloide de oro como
el radioisétopo. Especificamente, se afiade un anticuerpo monoclonal de ratén anti-ecuol marcado con coloide de
oro a una muestra de orina para preparar una muestra de orina diluida, y la muestra de orina diluida se afade gota a
gota a una almohadilla de muestras de una tira inmunocromatografica para permitir la reaccion durante un cierto
periodo de tiempo. Tras la reaccién, se mide la coloracion causada por la sustancia marcadora de coloide de oro en
un area de captura sobre la que se inmoviliza ecuol, y la concentracion de ecuol en la muestra se calcula a partir de
una curva patrén generada midiendo el antigeno patrén de la misma manera.

Ademas, un método para medir ecuol en una muestra biolégica usando un anticuerpo marcado es como sigue: ecuol
0 su analogo unido a un portador antigénico se inmoviliza a una fase solida, y se mezcla con un anticuerpo policlonal
de conejo anti-ecuol marcado con un material fluorescente y con una muestra bioldgica; el material fluorescente que
compite de ese modo con la sustancia diana en la muestra bioldgica y esta unido a la fase sélida se lava; la medida
se lleva a cabo subsiguientemente; y se calcula la concentracion de ecuol en la muestra a partir de una curva patrén
generada midiendo el antigeno patron de la misma manera.

Ademas, el ELISA de sandwich abierto es conocido como método para medir ecuol en una muestra biolégica
usando un fragmento de anticuerpo marcado. En este método de medida, el ecuol en una muestra se puede medir,
por ejemplo, usando un fragmento de unién a antigeno de cadena ligera y un fragmento de union a antigeno de
cadena pesada de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-ecuol; y formando un polimero en el que se inserta ecuol
en la muestra bioldgica.

Especificamente, el fragmento de union a antigeno de cadena ligera se inmoviliza sobre una fase soélida, y se mezcla
con un fragmento de unién a antigeno de cadena pesada marcado con fosfatasa alcalina y con una muestra
bioldgica; tras lavar, se mide la actividad de fosfatasa alcalina que esta unida a la fase soélida via ecuol en la muestra
bioldgica; y se calcula la concentracion de ecuol en la muestra a partir de una curva patron generada midiendo el
antigeno patrén de la misma manera.

Como alternativa, el fragmento de unién a antigeno de cadena ligera y el fragmento de unién a antigeno de cadena
pesada se pueden marcar con diferentes materiales fluorescentes para medir el fenédmeno de transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia causado por la formacion de un complejo via ecuol en una muestra
bioldgica; y la concentracion de ecuol en la muestra se puede calcular a partir de una curva patron generada
midiendo el antigeno patrén de la misma manera.

Una realizacion preferible de la presente invencion es ELISA como el método inmunoldgico; una realizacion
preferible adicional de la misma es ELISA competitivo; y una realizacién particularmente preferible de la misma es
ELISA competitivo que usa S-ecuol tanto como antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patron
como antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra.

2. Kit para medir la concentracion de ecuol en una muestra biolégica mediante método inmunoldgico

El kit de la presente invencion para medir la concentracion de ecuol en una muestra biolégica mediante un método
inmunolégico se caracteriza por que el kit incluye S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que
consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patrén, y un antigeno marcado que compite
con ecuol en la muestra. El kit de la presente invencién puede incluir ademas un anticuerpo primario que se une
especificamente a S-ecuol.
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Ademas, el kit de la presente invencion puede incluir, si es necesario, al menos un miembro seleccionado del grupo
que consiste en un diluyente para una muestra biolégica y/o antigeno patrén, una disolucién enzimatica para
desconjugaciéon de un conjugado de S-ecuol en la muestra, una placa a la que se inmoviliza un anticuerpo
secundario, y una disolucion de lavado.

El kit de la presente invencion puede incluir ademas un reactivo requerido adicionalmente segun el tipo del método
inmunolégico empleado. Por ejemplo, cuando el kit se usa en ELISA competitivo, el kit puede incluir ademas al
menos un miembro seleccionado del grupo que consiste en un sustrato para una sustancia marcadora en el
antigeno marcado, una disolucién de parada de la reaccion para detener la reaccion entre la sustancia marcadora y
el sustrato, y un disolvente para disolver el sustrato.

Ademas, cuando se usan antisueros en el kit de la presente invencién, el kit puede incluir un tampén de dilucién del
antisuero a usar para diluir los antisueros.

Cada reactivo que se puede incluir en el kit de la presente invencién se describe mas abajo.
Antigeno patron

Se puede usar de forma similar el antigeno patron descrito anteriormente. El antigeno patrén puede estar incluido en
forma de una disolucion en el kit. Por ejemplo, cuando se usa S-ecuol como antigeno patrén, S-ecuol puede estar en
forma de una disolucion patrén de ecuol que contiene S-ecuol, cloruro de sodio, y tampdn de fosfato (pH 7,5) que
contiene seroalbumina bovina. Los ejemplos de disoluciones patrén de ecuol incluyen una mezcla que contiene 810
ng/ml de S-ecuol, cloruro de sodio 150 mM, y tampon de fosfato 0,01 M (pH 7,5) que contiene 0,1% de seroalbdmina
bovina. Ademas, ejemplos de diferentes tipos de disoluciones patron de ecuol incluyen una disoluciéon mixta de S-
ecuol y suero humano tratado con carbon al 100%, y similares.

Antigeno marcado

Se puede usar de forma similar el antigeno marcado descrito anteriormente. Un ejemplo preferible es S-ecuol
marcado con peroxidasa, y un ejemplo particularmente preferible es S-ecuol marcado con peroxidasa de rabano
picante.

Sustrato para sustancia marcadora

Como sustrato para la sustancia marcadora se puede usar una sustancia conocida hasta ahora, y la sustancia se
usa en combinacién con una sustancia marcadora conocida hasta ahora. Por ejemplo, en el caso de peroxidasa de
rabano picante, los ejemplos del sustrato incluyen peroxido de hidrogeno. El sustrato se usa preferiblemente
después de ser disuelto en el disolvente mencionado mas tarde.

Disolvente

Si es necesario, se usa un disolvente a fin de disolver la sustancia. Como disolvente se puede usar cualquier tampoén
conocido hasta ahora, en tanto que pueda disolver de forma adecuada la sustancia y no afecte de forma adversa a
la medida. Sus ejemplos incluyen un tampon de citrato, un tampon de acido acético, y similares. El disolvente se
puede proporcionar en una forma que contiene el sustrato previamente.

Cuando el sustrato es el peroxido de hidrogeno descrito anteriormente, se usa como disoluciéon del sustrato una
disolucion obtenida disolviendo OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina) en el disolvente. Una realizacién adecuada
es una disolucién de sustrato que contiene disolucion de perdxido de hidrégeno al 0,05% y tampdn de citrato 50 mM
(pH 5,5) que contiene 2,2 mg/ml de OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina).

Anticuerpo: Anticuerpo primario

De forma similar se puede usar el anticuerpo primario descrito anteriormente. Preferiblemente, se usa un antisuero;
y mas preferiblemente, se usa un antisuero de conejo. El antisuero se usa tras ser diluido con el tampon de
disolucién del antisuero descrito mas tarde, si es necesario. El antisuero puede incluirse en el kit en el estado diluido
con el tampédn de dilucién del antisuero.

Anticuerpo: anticuerpo secundario

De forma similar, se puede usar el anticuerpo secundario descrito anteriormente. Cuando se usa un anticuerpo de
conejo o un antisuero de conejo como anticuerpo primario, preferiblemente se usa como anticuerpo secundario un
anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo. Ademas, cuando se emplea ELISA competitivo, el anticuerpo secundario se
inmoviliza preferiblemente a pocillos de una placa. Como microplaca se puede usar una microplaca conocida hasta
ahora, y la inmovilizacidn se puede llevar a cabo segun un método conocido hasta ahora.

Tampon de dilucién del antisuero
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El tampoén de diluciéon del antisuero se usa a fin de diluir el antisuero descrito anteriormente, si es necesario. El
tampon de dilucion del antisuero no esta limitado a ningun tipo, en tanto que pueda diluir adecuadamente el
antisuero y no afecte de forma adversa a la medida. De forma similar, se puede usar la diluciéon del antisuero
descrita anteriormente. El tampdn de diluciéon del antisuero puede estar incluido en el kit en el estado en el que el
antisuero esta diluido.

Disolucién enzimatica para pretratamiento (desconjugacion) de muestra biolégica

De forma similar, la disoluciébn enzimatica descrita anteriormente se puede usar para el pretratamiento
(desconjugacion) de la muestra biolégica.

Diluyente para muestra biolégica y/o antigeno patrén

De forma similar, se puede usar el diluyente descrito anteriormente, que se usa para la muestra bioldgica y el
antigeno patron.

Disolucion de parada de la reaccion para detener la reaccion entre la sustancia marcadora y el sustrato

La disolucion de parada de la reaccion para detener la reaccion entre la sustancia marcadora y el sustrato no esta
limitada a ningun tipo, en tanto que pueda detener la reaccion entre ellos y no afecte a los resultados de la medida.
Se puede usar una disolucion de parada de la reaccién conocida hasta ahora. Los ejemplos de disoluciones de
parada de la reaccion incluyen acido sulfurico, acido clorhidrico, acido nitrico, etc.

Disolucién de lavado

La disolucion de lavado se usa para eliminar muestras biolégicas en exceso, anticuerpos, etc., de los pocillos o
similares, después de que la reaccién de antigeno-anticuerpo ha terminado, y antes de que se dispense el sustrato.
La disolucion de lavado no esta limitada a ningun tipo, en tanto que pueda lavar adecuadamente y no afecte de
forma adversa a la medida. Se puede usar una disolucién de lavado conocida hasta ahora como tal, o diluyéndola
con agua pura o similar. Los ejemplos de disoluciones de lavado incluyen agua pura, disoluciones en las que un
tensioactivo se diluye con un tampodn, y similares.

Adicionalmente, el kit de la presente invenciéon también puede incluir un manual que describe protocolos para usar el
kit, una placa para dilucion, una cinta para cerrar herméticamente la placa, y similar. Ademas, se puede afadir un
colorante para coloracion a la disolucién descrita anteriormente incluida en el kit.

Los ejemplos de muestras biolégicas a determinar mediante el kit de la presente invencion incluyen los descritos
anteriormente. Ademas, los ejemplos de métodos inmunoldgicos llevados a cabo usando el kit también incluyen los
métodos descritos anteriormente, siendo preferible ELISA, y siendo particularmente preferible ELISA competitivo.

Las cantidades del anticuerpo, antigeno, disolucion, y similares, contenidos en el kit no estan limitadas en tanto que
se pueda medir la concentracion de ecuol en una muestra biolégica. Como se describe anteriormente, las
cantidades se ajustan adecuadamente segun las condiciones generales de ELISA y otros métodos inmunoldgicos.

3. Método para determinar la capacidad de un sujeto para producir ecuol

El método de la presente invencion para determinar la capacidad de un sujeto para producir ecuol (aqui en lo
sucesivo, denominado algunas veces como “método de determinacion”) comprende las etapas de (1) medir ecuol en
una muestra biolégica derivada de un sujeto que ingiri6 isoflavona de haba de soja, mediante un meétodo
inmunolégico que usa S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno
patrén usado para la preparacion de una curva patrén y un antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra
bioldgica, y (2) determinar la capacidad del sujeto para producir ecuol en base al valor medido de ecuol, que se
obtiene en la Etapa (1). A continuacion se describe cada etapa del método de determinacion de la presente
invencion.

Etapa (1)

En la Etapa (1), el ecuol en una muestra bioldgica derivada de un sujeto que ingirié isoflavona de haba de soja se
mide mediante un método inmunolégico usando S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que
consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patrén, y un antigeno marcado que compite
con ecuol en una muestra biologica.

La muestra biolégica usada en la Etapa (1) es una muestra bioldgica derivada de un sujeto que ingiri6 isoflavona de
haba de soja. El ecuol es un metabolito activo de isoflavona de haba de soja. Por lo tanto, en el caso de un sujeto
que no ha ingerido isoflavona de haba de soja, no se detectara ecuol; o el valor medido de ecuol sera muy bajo,
independientemente de la presencia de la capacidad del sujeto para producir ecuol. En consecuencia, es necesario
que el sujeto ingiera previamente isoflavona de haba de soja. La cantidad de isoflavona de haba de soja a ingerir por
el sujeto no esta particularmente limitada. La cantidad total de isoflavona de haba de soja es, por ejemplo, 20 a 70
mg, preferiblemente alrededor de 25 a 50 mg. Ademas, el periodo de tiempo en el que se ingiere la isoflavona de
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haba de soja no esta limitado particularmente tampoco. Por ejemplo, la isoflavona de haba de soja se ingiere todos
los dias durante 3 dias antes de recoger muestras bioldgicas, o 6 a 24 horas antes de recoger muestras bioldgicas,
preferiblemente 8 a 12 horas antes de recoger muestras bioldgicas. La isoflavona de haba de soja utilizable a ingerir
por el sujeto esta en forma de productos de haba de soja tales como leche de soja, comprimidos de isoflavona de
haba de soja, barritas de haba de soja, pasta de haba de soja fermentada, cuajada de haba de soja, habas de soja
cocidas, habas de soja verdes, habas negras, tempeh, etc.

La muestra bioldgica usada en la Etapa (1) puede ser cualquiera de orina, sangre (suero, plasma sanguineo), heces,
y similar, siendo preferibles orina y sangre, y siendo mas preferible orina.

La medida de ecuol mediante el método inmunoldgico en la Etapa (1) se lleva a cabo segun la seccion descrita
anteriormente titulada “1. Método para medir ecuol en muestra bioldgica mediante método inmunolégico”.

Etapa (2)

En la Etapa 2, la capacidad de un sujeto para producir ecuol se determina en base al valor medido de ecuol, que se
obtiene en la Etapa (1).

En la Etapa (2), se determina que un sujeto en el que se detecta ecuol en su muestra bioldgica en la Etapa (1) tiene
la capacidad para producir ecuol, y se determina que un sujeto en el que ecuol no se detecta en su muestra
bioldgica en la Etapa (1) no tiene la capacidad para producir ecuol.

Obsérvese que, en la Etapa (2), es preferible determinar si la concentracion medida de ecuol es menor que un valor
de corte a fin de suprimir la determinacion errénea cuando se determina la presencia de la capacidad productora de
ecuol. Especificamente, cuando la concentracion medida de ecuol en una muestra biolégica es menor que el valor
de corte, se determina que un sujeto de la muestra biolégica no tiene la capacidad para producir ecuol; y cuando la
concentracion medida de ecuol en una muestra bioldgica es igual o mayor que el valor de corte, se determina que un
sujeto de la muestra bioldgica tiene la capacidad para producir ecuol. El valor de corte se puede establecer segun lo
siguiente:

1. La concentracion de ecuol en una muestra biolégica se mide mediante el método inmunoldgico descrito
anteriormente.

2. Se mide la concentracion de daidzeina en la misma muestra biolégica. La medida se lleva a cabo usando
un método de medida existente (HPLC, GC-MS, o similar).

3. Para cada muestra bioldgica se calcula el log de la relacion de la concentracion de ecuol a la concentracion
de daidzeina. Debido a que el ecuol es un metabolito de daidzeina, es posible saber aproximadamente
cuanto ecuol se produce in vivo calculando el valor del logaritmo.

4. La concentracion de S-ecuol y la concentracion de daidzeina en la muestra bioldégica se miden mediante
HPLC.

5. En base al valor medido en 4 anteriormente, se calcula para cada muestra biolégica el log de la relacion de
la concentracion de ecuol a la concentracion de daidzeina.

6. Los log de las relaciones obtenidos en 3 anteriormente se comparan con el valor de referencia determinado
mediante los log de las relaciones obtenidos en 5 anteriormente, y los resultados obtenidos en 3
anteriormente se dividen entre grupos de produccion de ecuol y grupos no de produccion de ecuol.
Basandonos en esto, se determina la concentracion de ecuol a la que la tasa de determinacién errénea entre
no productores de ecuol y productores de ecuol es la mas baja, y esta concentracion se establece como el
valor de corte.

Con respecto a 6 anteriormente, especificamente, en el caso cuando los log de las relaciones calculados mediante
HPLC, por ejemplo, son menores que -1,75, se determina que los sujetos no son productores de ecuol, y cuando las
relaciones son -1,75 o mayores, se determina que los sujetos son productores de ecuol, este valor (-1,75) se usa
como el valor de referencia (por ejemplo, véase Setchell y Co, 2006). Entonces, los log de las relaciones obtenidos
en 3 anteriormente se comprueban frente al valor de referencia, y los sujetos se dividen en forma similar en no
productores de ecuol (si el valor es menor que -1,75) y productores de ecuol (si el valor es -1,75 o mayor).
Subsiguientemente, cada concentracion de ecuol medida en 1 anteriormente se comprueba frente a la clasificacion.
Usando como criterio la clasificacion anterior, se determina la concentracién de ecuol a la cual la tasa de
determinacion errénea entre no productores de ecuol y productores de ecuol es la mas baja; y esta concentracion se
establece como el valor de corte.

Ademas, en la Etapa (2), se puede determinar que un sujeto en el que se detecta una concentracion elevada de
ecuol a partir de su muestra biolégica en la Etapa (1) tiene una capacidad productora de ecuol elevada, y se puede
determinar que un sujeto en el que se detecta una concentracién baja de ecuol a partir de su muestra bioldgica en la
Etapa (1) tiene una capacidad productora de ecuol baja.
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Ejemplos

Se conoce la presencia de dos diastereoisomeros diferentes de ecuol, es decir, S-ecuol y R-ecuol. El primero, es
decir, S-ecuol, es el Unico tipo que esta presente in vivo. Por lo tanto, el método de medida es necesario para medir
especificamente de forma exacta S-ecuol. En consecuencia, se examiné un antigeno patrén y un antigeno marcado
que afecta a la medida mediante inmunoensayo competitivo.

A continuacion se describen los métodos de medida evaluados y sus resultados.

<Ejemplo de Ensayo 1>

Ejemplo 1

Medida mediante kit de medida que usa S-ecuol tanto como antigeno marcado como antigeno patrén
1. Muestra bioldgica

Como muestra bioldgica, se uso6 orina. El nimero de muestras biolégicas fue 5.

2. Preparacion de disolucion de antisuero de conejo anti-ecuol (anticuerpo primario)

Sintesis de antigeno inmunizante

Se disolvié ecuol (100 mg) en DMSO (400 pl), y se afiadieron bromoacetato de metilo (58 ul) y K.CO3 (140 mg) para
la reaccion a 25°C durante 4 horas. Después de terminar la reaccion, la mezcla se ajusté hasta acidez usando acido
clorhidrico, se extrajo usando acetato de etilo, se deshidrato, y entonces se evaporé hasta sequedad.

Subsiguientemente, la mezcla se desarrollé y se separd en una cromatografia de capa fina (1.05717, Merck, Japon)
usando cloroformo:metanol (19:1) como disolvente de desarrollo, y solamente se recogié una fraccion en la que se
introdujo una molécula de éster metilico de CME (carboximetiléter) en una molécula de ecuol.

Se afiadio hidroxido de sodio 8N al ecuol-éster metilico de CME recogido, y la mezcla se calent6 a 50°C durante 20
minutos. Tras calentar, la mezcla se ajust6 hasta acidez usando acido clorhidrico, se extrajo usando acetato de etilo,
y se evaporo hasta sequedad, obteniendo de ese modo ecuol-acido de CME.

Al ecuol-acido de CME asi obtenido (2 mg) se afiadieron N-hidroxisuccinimida (NHS) (1,5 mg) y carbodiimida soluble
en agua (WSC) (1,5 mg). La mezcla se disolvi6 en DMSO (20 pul) y se dej6 reaccionar a 25°C durante 1 hora,
obteniendo asi ecuol-CME-NHS.

Se afiadié ecuol-CME-NHS (disolucion en DMF 10 mg/ml) (10 ul) a una disolucion de BSA 20 mg/ml (250 pl, en la
que se disolvié seroalbumina bovina (20 mg) en tampdn de acido carbénico 50 mM (pH 9,7, 1 ml)) para la reaccion a
25°C durante 30 minutos. Tras terminar la reaccién, se elimind una sustancia sin reaccionar mediante filtracién en
gel, y la disolucién resultante se usé como una disolucion madre del antigeno de ecuol-CME-BSA.

Preparacion del antisuero

El antigeno inmunizante sintetizado ecuol-CME-BSA (2,5 mg/ml) y adyuvante completo de Freund se mezclaron en
cantidades iguales para preparar un agente inmunizante. El agente inmunizante se inyecté subcutaneamente (1 ml
por disparo, cada 3 semanas) en varios sitios en la espalda de conejos. La recogida de sangre se inicié 12 semanas
después del comienzo de la inmunizacion, y se recogié sangre cada 3 semanas. Después de que se recogio
parcialmente sangre 5 veces, se recogid sangre completa. La Tabla 1 muestra los titulos de anticuerpo de los
antisueros recolectados. Los antisueros obtenidos mediante recogida de sangre completa se diluyeron
adecuadamente con tampon de dilucion del antisuero, y se usaron en los siguientes ensayos.

Obsérvese que, aqui, el factor de dilucion maximo del antisuero individual en el que se pueden detectar anticuerpos
mediante un método conocido hasta ahora se consideré como el titulo del anticuerpo. La diluciéon se llevé a cabo
usando el tampdn de dilucién del antisuero descrito mas tarde.

[Tabla 1]

Titulo del anticuerpo de antisuero procedente de cada recogida de sangre

Antisuero Recogida de Recogida de Recogida de Recogida de Recogida de Recogida de
sangre 1 sangre 2 sangre 3 sangre 4 sangre 5 sangre 6
Recogida de

sangre completa

No. 11 49.000 80.000 130.000 160.000 200.000 280.000

13




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2563049 T3

3. Preparacion de anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (anticuerpo secundario) y placa de fase sdlida con
anticuerpo

Se afiadieron 10 ug/ml de disolucién de anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (100 pl) a cada pocillo de una
microplaca de 96 pocillos. Después de que la microplaca se dejé reposar a 4°C durante 2 noches, la disolucion de
anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo se elimind mediante succion.

Se afadio disolucién de seroalbumina bovina 0,5 mg/ml (300 pul) a cada pocillo de la placa de 96 pocillos de la que
se elimind por succioén la disolucion. Después de que la microplaca se dejo reposar a 4°C durante 18 horas, la
disolucion de seroalbumina bovina se elimind por succion, y el anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo se inmovilizé
a la placa mediante secado a vacio.

4. Preparacion de S-ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante (antigeno marcado que compite con ecuol en
muestra bioldgica)

Se disolvié S-ecuol (100 mg) en DMSO (400 pl), y se afiadieron acido 4-bromo-n-butilico (58 ul) y KoCO3 (140 mg)
para la reaccién a 25°C durante 4 horas. Después de terminar la reaccion, la mezcla se ajusto hasta acidez usando
acido clorhidrico, se extrajo usando acetato de etilo, se deshidratd, y entonces se evaporé hasta sequedad.

Subsiguientemente, la mezcla se desarrollé y se separé mediante cromatografia de capa fina (1.05717, Merck,
Japon) usando cloroformo:metanol (19:1) como agente de desarrollo; y solamente se recogié una fraccion en la que
se introdujo una molécula de éster metilico de CPE (carboxipropil éter) en una molécula de S-ecuol.

Se afiadid hidroxido de sodio 8N al S-ecuol-éster metilico de CPE recogido, y la mezcla se calenté a 50°C durante
20 minutos. Tras calentar, la mezcla se ajustd hasta acidez usando acido clorhidrico, se extrajo usando acetato de
etilo, y se evaporé hasta sequedad, obteniendo de ese modo S-ecuol-acido de CPE.

Se afiadieron N-hidroxisuccinimida (NHS) (1,5 mg) y carbodiimida soluble en agua (WSC) (1,5 mg) al S-ecuol-acido
de CPE asi obtenido (2 mg). La mezcla se disolvio en DMSO (20 pl) y se dejé reaccionar a 25°C durante 1 hora,
obteniendo asi S-ecuol-CPE-NHS.

S-ecuol-CPE-NHS (disolucién en DMF 10 mg/ml) (10 pl) se afiadié a una disolucion de HRP 20 mg/ml (250 pl, en la
que se disolvid peroxidasa de rabano picante (20 mg) en tampon de acido carbénico 50 mM (pH 9,7, 1 ml)) para la
reaccion a 25°C durante 30 minutos. Tras terminar la reaccion, se elimind una sustancia sin reaccionar mediante
filtracion en gel, y la disolucion resultante se usd como disolucion madre (disolucion de antigeno marcado) de
disolucién de S-ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante.

5. Antigeno patron

Como antigeno patron, se usd S-ecuol. Obsérvese que se us6 una disolucion patrén de ecuol en forma de una
disoluciéon mixta de S-ecuol (0, 30, 90, 270, u 810 ng/ml) y suero humano tratado con carbén al 100%.

6. Diluyente de muestra bioldgica y diluyente de antigeno patron

Como diluyente para la muestra bioldgica (muestra) y para el antigeno patrén, se usé suero humano tratado con
carbon al 100% (Seracon II: CD Intergen).

7. Composiciéon de tampon de dilucion del antisuero

Como tampodn de dilucién del antisuero, se us6 tampoén de fosfato 0,1 M (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 150
mM, 0,5% de seroalbdmina bovina, y 0,01% de Tween 20. Obsérvese que Tween es una marca registrada.

8. Composicion de la disolucion de lavado

Como disolucion de lavado, se usé tampén de fosfato 0,3 mM (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 100 mM y
0,025% de Tween 20.

9. Composicién de la disolucién de enzima

Como disolucion de enzima, se us6 tampon de acido acético 0,1 M (pH 5,5) que contiene 6% de B-glufatasa (Nippon
Biotest Laboratories).

10. Sustrato

Como sustrato (disolucion de sustrato), se us6 tampén de citrato 50 mM (pH 5,5) que contiene disolucion de
peréxido de hidroégeno al 0,05% y 2,2 mg/ml de OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina).

11. Disolucién de parada de la reaccion
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Como disolucion de parada de la reaccion, se usé acido sulfurico 3N.
12. Medida de ecuol usando una muestra biolégica

Se afiadio un diluyente (200 pl) a una muestra de orina (20 pl) para preparar una muestra de orina diluida 11 veces.
Una disolucion mixta (50 pl) de la muestra de orina diluida 11 veces (20 pl), enzima y antigeno marcado (la relacion
de disolucion de enzima a disolucion de antigeno marcado es 10:1) se afadié a los pocillos de una placa que
contienen anticuerpo de cabra inmovilizado anti-IgG de conejo. La placa se agitd, y después se dejo reposar a 25°C
durante 30 minutos. Subsiguientemente, se le afiadié la disolucion de antisuero de conejo anti-ecuol (50 pl), y la
mezcla se agitd y después se dejo reposar a 25°C durante 1 hora.

Después de que la disolucién de la reaccion se eliminé de los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra
anti-lgG de conejo, los pocillos se lavaron 3 veces usando la disolucién de lavado. Tras lavar, el sustrato (100 pl) se
afadio a los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra inmovilizado anti-IgG de conejo, y la placa se
dejo reposar a 25°C durante 30 minutos. Subsiguientemente, la disolucion de parada de la reaccion (100 pl) se
afiadioé a los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra inmovilizado anti-IgG de conejo, y se midi6 la
absorcion a la longitud de onda de 490 nm. Después, la concentracion de ecuol en la muestra se calculé a partir de
una curva patron generada a partir de una serie de diluciones (preparado usando un diluyente patrén) del antigeno
patrén, que se midié de la misma manera.

Ejemplo 2
Medida mediante kit de medida usando S-ecuol como antigeno marcado

El Ejemplo 2 se llevo a cabo de la misma manera como en el Ejemplo 1, excepto que el “antigeno patron” en el
Ejemplo 1 se cambi6 de S-ecuol a ecuol (una mezcla de S-ecuol y R-ecuol).

Ejemplo 3
Medida mediante kit de medida usando S-ecuol como antigeno patron

El Ejemplo 3 se llevo a cabo de la misma manera como en el Ejemplo 1, excepto que el S-ecuol en la “preparacion
de S-ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante” en el Ejemplo 1 se cambio a ecuol (una mezcla de S-ecuol y
R-ecuol), como se describe mas abajo.

Preparacién de ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante

Se disolvié ecuol (100 mg) en DMSO (400 i), y se afadieron acido 4-bromo-n-butilico (58 ul) y K2CO3 (140 mg)
para la reaccion a 25°C durante 4 horas. Tras terminar la reaccion, la mezcla se ajusté hasta acidez usando acido
clorhidrico, se extrajo usando acetato de etilo, se deshidratd, y después se evaporé hasta sequedad.

Subsiguientemente, la mezcla se desarrollé y se separd en una cromatografia de capa fina (1.05717, Merck, Japon)
usando cloroformo:metanol (19:1) como agente de desarrollo; y solamente se recogié una fracciéon en la que se
introdujo una molécula de éster metilico de CPE (carboxipropil éter) en una molécula de ecuol.

Se afiadié hidroxido de sodio 8N al ecuol-éster metilico de CPE recogido, y la mezcla se calenté a 50°C durante 20
minutos. Tras calentar, la mezcla se ajust6 hasta acidez usando acido clorhidrico, se extrajo usando acetato de etilo,
y se evaporo hasta sequedad, obteniendo de ese modo ecuol-acido de CPE.

Al ecuol-acido de CPE asi obtenido (2 mg) se afiadieron N-hidroxisuccinimida (NHS) (1,5 mg) y carbodiimida soluble
en agua (WSC) (1,5 mg). La mezcla se disolvi6 en DMSO (20 pul) y se dej6 reaccionar a 25°C durante 1 hora,
obteniendo asi ecuol-CPE-NHS.

Se afiadié ecuol-CPE-NHS (disolucion en DMF 10 mg/ml) (10 pl) a una disolucién de HRP 20 mg/ml (250 pl, en la
que se disolvid peroxidasa de rabano picante (20 mg) en tampon de acido carbénico 50 mM (pH 9,7, 1 ml)) para la
reaccion a 25°C durante 30 minutos. Tras terminar la reaccion, se elimind una sustancia sin reaccionar mediante
filtracion en gel, y la disolucidn resultante se usé como una disolucion madre de disolucién de ecuol marcado con
peroxidasa de rabano picante.

Ejemplo Comparativo
Medida mediante kit de medida usando ecuol tanto como antigeno marcado como antigeno patron

El Ejemplo Comparativo se realizd de la misma manera como en el Ejemplo 1, excepto que el S-ecuol como el
“antigeno patron” en el Ejemplo 1 se cambi6 al ecuol descrito en el Ejemplo 2; y el S-ecuol en la “preparacion de S-
ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante” se cambio al ecuol descrito en el Ejemplo 3.

Ejemplo 4
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Comparacion de valores medidos frente a HPLC (muestra de panel)

Cinco muestras de orina, en las que la concentracion de ecuol es conocida mediante HPLC, se midieron segun el
Ejemplo 1, Ejemplo 2, Ejemplo 3 y el Ejemplo Comparativo. La Tabla 2 muestra sus resultados. La Tabla 3 muestra
la relacion de cada valor medido, suponiendo que el valor medido mediante HPLC es 100%.

[Tabla 2]

Valores medidos de 5 muestras de orina (ng/ml)

HPLC Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo Comparativo
Muestra de orina A 507 541 659 808 418
Muestra de orina B 1.775 1.703 2175 1.844 906
Muestra de orina C 4.008 3.961 5.044 5.353 2.385
Muestra de orina D 8.360 7.436 9.332 7.691 3.251
Muestra de orina E 12.540 11.447 13.230 12.315 4.877
[Tabla 3]

Relacién (%) de valores medidos de 5 muestras de orina a valores medidos mediante HPLC

Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3 Ejemplo Comparativo
Muestra de orina A 107 130 159 82
Muestra de orina B 96 123 104 51
Muestra de orina C 99 126 134 60
Muestra de orina D 89 112 92 39
Muestra de orina E 91 106 98 39

Mientras que la relacion de los resultados medidos a partir del Ejemplo Comparativo a los resultados medidos a
partir de HPLC esta en el intervalo de 39% a 82%, las relaciones obtenidas de los Ejemplos 1, 2, y 3 estan en los
intervalos de 89% a 107%, 106% a 130%, y 92% a 159%, respectivamente. El uso de S-ecuol como el antigeno
patrén y/o el antigeno marcado estrechd la discrepancia entre los valores medidos obtenidos con y sin HPLC.

Ejemplo 5
Correlacion con HPLC (valor medido)

Cincuenta muestras de orina, en las que la concentracion de ecuol es conocida mediante HPLC, se midieron de la
misma manera descrita en el Ejemplo 1, Ejemplo 2, Ejemplo 3, y el Ejemplo Comparativo. Las correlaciones entre
los resultados a partir de estos Ejemplos y los resultados de medida a partir de HPLC se muestran respectivamente
en las Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, y Fig. 4. Se pidi6 a un sujeto que ingiriera isoflavona de haba de soja (26 mg de aglicona
de isoflavona) el dia antes de la medida, y como muestra de orina se uso la primera orina excretada en la mafiana.

Aunque los resultados de medida procedentes del Ejemplo Comparativo muestran una correlacion elevada
(coeficiente de correlacion r = 0,973), la pendiente de la ecuacion de regresion es 0,664, es decir, casi la mitad del
valor medido obtenido mediante HPLC.

Por otro lado, el resultado de medida del Ejemplo 1 muestra una correlacion elevada (coeficiente de correlacion r =
0,974), y la pendiente de la ecuacion de regresion es 1,067, es decir, comparable al valor medido obtenido mediante
HPLC. Por lo tanto, se determind que la exactitud estaba mas incrementada en el Ejemplo 1 que en el Ejemplo
Comparativo.

Obsérvese que los resultados de medida procedentes del Ejemplo 2 muestran una correlacion elevada (coeficiente
de correlacion r = 0,987), y que la pendiente de la ecuacion de regresion es 1,594, es decir, mayor que el valor
medido obtenido mediante HPLC.
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Obsérvese que los resultados de medida procedentes del Ejemplo 3 muestran una correlacion elevada (coeficiente
de correlacion r = 0,973), y que la pendiente de la ecuacion de regresion es 1,712, es decir, mayor que el valor
medido obtenido mediante HPLC. La grafica (Fig. 3) muestra una gran variacion en los resultados de medida. Se
observa una discrepancia en los valores medidos, especialmente en los valores medidos en el intervalo elevado.

<Ejemplo de Ensayo 2>
Reactividad cruzada

En este Ejemplo de Ensayo, se examind la reactividad cruzada del anticuerpo primario para el caso en el que se
empled ELISA y se us6é S-ecuol tanto como el antigeno patrén como el antigeno marcado. Especificamente, la
reactividad cruzada se examiné segun lo siguiente.

1. Muestra

Cada una de las isoflavonas y similares mostradas en la Tabla 4 descrita mas tarde se disolvié en suero humano
tratado con carbén al 100%, y la disolucion resultante se usé como muestra.

2. Anticuerpo primario

Se us6 un antisuero de conejo anti-ecuol como el anticuerpo primario, como en el Ejemplo 1. El antisuero se diluyo
adecuadamente con el tampdn de dilucidn del antisuero descrito mas tarde, y se uso en el ensayo.

3. Anticuerpo secundario

Se us6 un anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo como anticuerpo secundario, como en el Ejemplo 1. El anticuerpo
se inmovilizé a una fase sélida como en el Ejemplo 1, preparando asi una placa que contiene anticuerpo de cabra
inmovilizado anti-lgG de conejo.

4. Antigeno marcado que compite con ecuol en muestra biologica
Se uso6 S-ecuol marcado con peroxidasa de rabano picante como antigeno marcado, como en el Ejemplo 1.
5. Antigeno patron

Se us6 S-ecuol como antigeno patrén, como en el Ejemplo 1. Obsérvese que se usé una disolucion patrén de ecuol
en forma de una disoluciéon mixta de S-ecuol (0, 30, 90, 270, u 810 ng/ml) y suero humano tratado con carbon al
100%.

6. Diluyente para muestra y antigeno patron

Se us6 suero humano tratado con carbon al 100% (Seracon Il: CD Intergen) como diluyente para la muestra y para
el antigeno patrén.

7. Tampén de dilucién del antisuero

Como tampon de dilucion del antisuero, se usé tampén de fosfato 0,1 M (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 150
mM, 0,5% de seroalbumina bovina, y 0,01% de Tween 20.

8. Disolucién de lavado

Como disolucion de lavado, se usé tampén de fosfato 0,3 mM (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 100 mM y
0,025% de Tween 20.

9. Disolucién de enzima

Como disolucion de enzima, se us6 tampon de acido acético 0,1 M (pH 5,5) que contiene 6% de B-glufatasa (Nippon
Biotest Laboratories).

10. Sustrato

Como sustrato (disolucion de sustrato), se us6 tampén de citrato 50 mM (pH 5,5) que contiene disolucion de
peréxido de hidroégeno al 0,05% y 2,2 mg/ml de OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina).

11. Disolucién de parada de la reaccion
Como disolucion de parada de la reaccion, se usé acido sulfurico 3N.

12. Procedimiento para examinar la reactividad cruzada
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Se preparo una serie de diluciones de concentracion para cada una de las isoflavonas y similares, y para S-ecuol sin
marcar. La adsorcion por cada una de las isoflavonas y similares, y la adsorcién por S-ecuol sin marcar, en la
reaccion competitiva, se midieron desde cuando las concentraciones de estas sustancias fueron 0 hasta cuando las
concentraciones de estas sustancias se anadieron en cantidades en exceso. Cada uno de los valores medidos asi
obtenidos se comprobd frente a una curva patron obtenida a partir de la serie de diluciones del antigeno patrén (S-
ecuol), para comparar la inhibicion de la reaccidon en base a cada valor calculado. De ese modo, se determind la
concentracion (ICy) de cada una de las isoflavonas y similares, asi como la concentracion (ICx) de S-ecuol sin
marcar, a las que la reaccién de unién de S-ecuol marcado al anticuerpo anti-ecuol es inhibida en un 20%.

La reaccién competitiva se llevd a cabo usando ELISA competitivo mediante un procedimiento similar a aquel en el
Ejemplo 1. Ademas, como sustancia marcadora, se uso peroxidasa de rabano picante.

La relacion (expresada en porcentaje) de la concentracion asi obtenida de cada una de las isoflavonas y similares a
la concentracién asi obtenida de S-ecuol sin marcar se consideré como la reactividad cruzada. Esto se representa
mediante la siguiente férmula:

Reactividad cruzada (%) = (IC2 de S-ecuol/ICyo de cada isoflavona, etc.) x 100

La Tabla 4 muestra los resultados.

[Tabla 4]

Isoflavonas y similares Tasa de reactividad cruzada
S-Ecuol 100,00%
R-Ecuol 13,24%
Daidzeina 0,08%
Genisteina 0,05%
Gliciteina 0,03%
Glicitina 0,02%
Estradiol 0,01%
Daidzina 0,06%
Genistina 0,06%
Biochanina A 0,11%
Formononetina 0,21%
Dihidrodaizeina 1,03%
Apigenina 0,00%
Luteolina 0,00%
Deshidroecuol 0,33%

Segun los resultados, cuando la reactividad cruzada del anticuerpo primario con S-ecuol se supone que es 100%, su
reactividad cruzada con R-ecuol es 13,24%, su reactividad cruzada con daidzeina antes de ser metabolizada es
0,08%, su reactividad cruzada con dihidrodaidzeina es 1,03%, su reactividad cruzada con deshidroecuol es 0,33%, y
su reactividad cruzada con daidzeina es 0,06%. Los resultados muestran que el anticuerpo primario también tiene
una reactividad cruzada significativamente baja con otras diversas sustancias. Esto significa que S-ecuol se puede
detectar y medir especificamente mediante el método de la presente invencion, y adicionalmente mediante el kit de
la presente invencion.

Ademas, por ejemplo, cuando se usa Labmaster Equol TR-FIA, que es un kit conocido hasta ahora fabricado por
Labmaster, la tasa de reactividad cruzada con daidzeina es 0,8% (véase http://labmaster.fi/products/tr-fia-kitS-equol-
tr-fia.htm), y la reactividad cruzada del kit es 10 veces tan alta como la del presente kit. Ademas, cuando se usa
Labmaster Equol TR-FIA, la tasa de reactividad cruzada con deshidroecuol es 42,3%, y la tasa de reactividad
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cruzada con dihidrodaidzeina es 4,0%. De este modo, se considera que el presente kit muestra especificidad
significativamente mayor, en comparacion con un kit conocido hasta ahora.

Ademas, en el pasado, un articulo (Duncan C.S. Talbot, et al. Clinical Chemistry 53: 748-756, 2007) que trata sobre
la investigacion que usa un anticuerpo monoclonal dio a conocer que la tasa de reactividad cruzada con daidzeina
fue <0,04%. Esto indica que aunque la presente invencion usa un antisuero como el anticuerpo primario, muestra
especificidad que es equivalente a la del anticuerpo monoclonal.

<Ejemplo de Ensayo 3>
Correlacion con cromatografia de liquidos/espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS)

En este Ejemplo de Ensayo, se examiné la correlacion con un método de LC/MS/MS para el caso cuando se empled
ELISA competitivo, y cuando se usdé S-ecuol tanto como el antigeno patron como el antigeno marcado.
Especificamente, la correlacion se examiné segun lo siguiente.

1. Muestra bioldgica
Como muestras bioldgicas, se usaron sueros de 10 hombres antes y después de que ingirieran isoflavona.
2. Anticuerpo primario

Como anticuerpo primario, se us6 el mismo antisuero de conejo anti-ecuol que el usado en el Ejemplo 1. El antisuero
se diluy6é adecuadamente con el tampon de dilucion del antisuero descrito mas tarde, y se uso en el ensayo.

3. Anticuerpo secundario

Como anticuerpo secundario, se us6 el mismo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo que el usado en el Ejemplo 1.
El anticuerpo se inmoviliz6 a una fase sdélida como en el Ejemplo 1, preparando asi una placa que contiene
anticuerpo de cabra inmovilizado anti-IgG de conejo.

4. Antigeno marcado que compite con ecuol en muestra biologica

Como el antigeno marcado, se us6 la misma disolucidon de antigeno marcado de S-ecuol marcado con peroxidasa
de rabano picante que la usada en el Ejemplo 1.

5. Antigeno patron

Se us6 S-ecuol como antigeno patron como en el Ejemplo 1. Obsérvese que se diluyd adecuadamente S-ecuol 810
ng/ml con el diluyente del antigeno patrén, y la disolucién resultante se usé como una disolucion patrén de ecuol.

6. Diluyente del antigeno patron
Como diluyente para el antigeno patrén, se us6 suero humano tratado con carbén al 100%.
7. Tampén de dilucién del antisuero

Como tampén de dilucion del antisuero, se usé tampdn de fosfato 0,1 M (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 150
mM, 0,5% de seroalbumina bovina, y 0,01% de Tween 20.

8. Disolucién de lavado

Como disolucion de lavado, se usé tampén de fosfato 0,3 mM (pH 7,5) que contiene cloruro de sodio 100 mM y
0,025% de Tween 20.

9. Disolucién de enzima

Como disolucion de enzima, se us6 tampon de acido acético 0,1 M (pH 5,5) que contiene 6% de B-glufatasa (Nippon
Biotest Laboratories).

10. Sustrato

Como sustrato (disolucion de sustrato), se us6 tampén de citrato 50 mM (pH 5,5) que contiene disolucion de
peréxido de hidrégeno al 0,05% y 2,2 mg/ml de OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina).

11. Disolucién de parada de la reaccion
Como disolucion de parada de la reaccion, se usé acido sulfurico 3N.

12. Procedimiento para medir la concentracion de ecuol
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Una disoluciéon mixta (50 pl) de muestra de suero (20 ul), enzima, y antigeno marcado (la relacion de disolucién de
enzima a disolucion de antigeno marcado es 10:1) se afiadi6 a los pocillos de una placa que contienen anticuerpo de
cabra inmovilizado anti-lgG de conejo, y la placa se agité y después se dejé reposar a 25°C durante 30 minutos.
Subsiguientemente, se le afiadié la disolucion de antisuero de conejo anti-ecuol (50 pl), y la mezcla se agité y
después se dejo reposar a 25°C durante 1 hora.

Después de que la disolucién de la reaccion se eliminé de los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra
inmovilizado anti-lgG de conejo, los pocillos se lavaron 3 veces usando la disolucién de lavado. Tras lavar, se afiadio
el sustrato (100 wl) a los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra inmovilizado anti-IgG de conejo, y la
placa se dejo reposar a 25°C durante 30 minutos. Subsiguientemente, la disolucion de parada de la reaccion (100 pl)
se afadid a los pocillos de la placa que contienen anticuerpo de cabra inmovilizado anti-lgG de conejo, y se midi6 la
absorcion a la longitud de onda de 490 nm. Después, la concentracion de ecuol en la muestra se calculé a partir de
una curva patron generada a partir de una serie de diluciones (preparada usando un diluyente patrén) del antigeno
patrén, que se midié de la misma manera.

Ademas, la concentracion de ecuol en la misma muestra biolégica se midi®6 usando una cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS). Se compararon los resultados asi obtenidos. La Tabla 5y
la Fig. 6 muestran las correlaciones de los resultados.

[Tabla 5]
LCMSMS (ng/ml) ELISA (ng/ml)
Muestra de suero 1 3,5 1,0
Muestra de suero 2 2,8 2,0
Muestra de suero 3 21,0 7,8
Muestra de suero 4 35,6 17,9
Muestra de suero 5 50,9 19,0
Muestra de suero 6 49,5 22,8
Muestra de suero 7 63,9 24,9
Muestra de suero 8 55,9 19,2
Muestra de suero 9 78,7 30,2
Muestra de suero 10 121,9 56,3
Coeficiente de correlacion 0,984

La Tabla 5 muestra que los valores absolutos de los resultados de medida de las muestras de suero obtenidos en el
Ejemplo 4 son menores (menos de la mitad) que los obtenidos mediante LC/MS/MS. Sin embargo, la Tabla 5
muestra un coeficiente de correlacion elevado (0,984).

<Ejemplo de Ensayo 4>
Determinacion 1 de productor de S-ecuol/no productor de S-ecuol (ajuste del valor de corte)
En el presente ejemplo de ensayo, el valor de corte se ajusto de la siguiente manera.

Se solicitd a un sujeto que ingiriera isoflavona de haba de soja (alrededor de 25 mg de aglicona de isoflavona)
durante la comida de la tarde el dia antes de la medida, y la primera orina excretada en la mafiana al menos 6 horas
tras la ingestion se usé como la muestra de orina. El numero de sujetos fue 244 (76 hombres y 168 mujeres), y el
numero de muestras bioldgicas fue 432.

La Fig. 7 muestra los resultados de medida en relacion con la concentracion de daidzeina (DZN). La concentracion
de DZN se midié usando HPLC. Se detecté una cantidad suficiente de DZN en la primera orina excretada en la
mafiana por la ingestion de isoflavona el dia antes de la medida. En consecuencia, se decidid que es posible
determinar productores de S-ecuol y no productores de S-ecuol.

A continuacién, se midié6 mediante ELISA la concentracion (EQL ELISA) de ecuol (EQL) en la orina. El limite de
deteccion fue 330 ng/ml. Al mismo tiempo, el logaritmo de la relacion (Log de la relacién E/D) de la concentracion de
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EQL a la concentracion de DZN se calcul6 en base a los resultados de la HPLC. La Fig. 8 muestra graficas entre el
EQL ELISA y el Log de la relacién E/D. Obsérvese que el Log de la relacion E/D, un valor de -1,75 (Kenneth D.R.
Stechell y Sindey J. cole, J. Nutr. 136: 2188-2193, agosto de 2006) se us6 como el valor de referencia, y se
determiné que los sujetos con un valor de -1,75 o mayor son productores de ecuol; y se determind que los sujetos
con un valor menor que -1,75 son no productores de ecuol.

En base a lo anterior, se examind la concentracion de ecuol a la que la tasa de determinacién errénea entre no
productores de ecuol y productores de ecuol es la mas baja, es decir, el valor de corte. La Tabla 6 muestra los
resultados del examen. Obsérvese que, segun HPLC, el numero de muestras biolégicas que se determiné que eran
las productoras fue 377, y el niUmero de muestras bioldgicas que se determind que eran las no productoras fue 55.

[Tabla 6]
Valor de (1) (2) (3)
corte
(ng/ml) El nimero Tasa de El nimero Tasa de El nimero Tasa de
de determinacion de determinacion de determinacion
muestras errénea (%) muestras errénea (%) muestras errénea total (%)
330 23 41,8 2 0,5 25 42,3
400 16 29,1 4 1,1 20 30,2
450 14 25,5 5 1,3 19 26,8
500 11 20,0 8 2,1 19 22,1
550 9 16,4 11 2,9 20 19,3
600 8 14,5 15 4,0 23 18,5
650 5 9,1 17 4,5 22 13,6
700 4 7,3 20 5,3 24 12,6
750 3 55 25 6,6 28 12,1
800 2 3,6 29 7,7 31 11,3
850 2 3,6 31 8,2 33 11,9
900 2 3,6 35 9,3 37 12,9
950 1 1,8 39 10,3 40 12,2
1000 0 0,0 45 11,9 45 11,9

(1) Determinacion errénea en la que se determina que los no productores de ecuol son productores de ecuol
El numero de muestras sin capacidad productora de ecuol: 55

(2) Determinacion errénea en la que se determina que los productores de ecuol son no productores de ecuol
El numero de muestras con capacidad productora de ecuol: 377

(3) Determinacion erronea total

Numero total de muestras: 432

Segun la Tabla 6, la tasa de determinacion errénea entre productores de ecuol y no productores de ecuol fue la mas
baja cuando la concentracion de ecuol fue 800 ng/ml. En consecuencia, en este caso, el valor de corte se fijé en 800
ng/ml.

<Ejemplo de Ensayo 5>

Determinacion 2 de productor de S-ecuol/no productor de S-ecuol (ajuste del valor de corte)
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El valor de corte como criterio para determinar productores de S-ecuol y no productores de S-ecuol se fij6 de la
misma manera como en el Ejemplo de Ensayo 4.

Obsérvese que el numero de muestras bioldgicas en el inmunoensayo fue 713. Ademas, los valores indetectables se
trataron como “0”. La Tabla 7 muestra los resultados del examen.

[Tabla 7]

Valor de (1) (2) (3)

corte

(ng/ml) El nimero Tasa de El nimero Tasa de El nimero Tasa de

de determinacion de determinacion de determinacion
muestras errénea (%) muestras errénea (%) muestras errénea total (%)

330 63 18,9 1 0,3 64 19,2
400 45 13,6 3 0,8 48 14,4
450 35 10,7 4 1,1 39 11,7
500 29 8,6 7 1,9 36 10,4
550 22 6,5 10 2,7 32 9,2
600 18 5,3 14 3,7 32 9,0
650 13 3,8 16 4,3 29 8,1
700 11 3,3 19 5,1 30 8,3
750 9 2,7 24 6,4 33 9,0
800 6 1,8 28 7.4 34 9,2
850 5 1,5 30 8,0 35 9,5
900 4 1,2 34 9,0 38 10,2
950 3 0,9 38 10,1 41 11,0
1000 1 0,3 44 11,7 45 12,0
1050 1 0,3 47 12,5 48 12,8
1100 1 0,3 50 13,3 51 13,6
1150 1 0,3 50 13,3 51 13,6
1200 1 0,3 53 14,1 54 14,4
1250 1 0,0 54 14,4 55 14,4

(1) Determinacion erronea en la que se determina que los no productores de ecuol son productores de ecuol
El numero de muestras sin capacidad productora de ecuol: 337

(2) Determinacion erronea en la que se determina que los productores de ecuol son no productores de ecuol
El numero de muestras con capacidad productora de ecuol: 376

(3) Determinacion errénea total

Numero total de muestras: 713

Segun la Tabla 7, la tasa de determinacion errénea entre productores de ecuol y no productores de ecuol fue la mas
baja cuando la concentracion de ecuol fue 650 ng/ml. En consecuencia, en este caso, el valor de corte se fijo a 650
ng/ml.

<Ejemplo de Ensayo 6>
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Determinacion 3 de productor de S-ecuol/no productor de S-ecuol

El valor de corte como criterio para determinar entre productores de S-ecuol y no productores de S-ecuol se fijé de la
misma manera como en el Ejemplo de Ensayo 4.

Obsérvese que el numero de muestras bioldgicas en el inmunoensayo fue 118. La Tabla 8 muestra los resultados
del examen.

[Tabla 8]
Valor de (1) (2) (3)
corte
(ng/ml) El nimero Tasa de El nimero Tasa de El nimero Tasa de
de determinacion de determinacion de determinacion
muestras errénea (%) muestras errénea (%) muestras errénea total (%)
330 23 41,8 1 1,6 24 43,4
400 16 29,1 1 1,6 17 30,7
450 14 25,5 2 3,2 16 28,6
500 11 20,0 3 4,8 14 24,8
550 9 16,4 3 4,8 12 21,1
600 8 14,5 3 4,8 11 19,3
650 5 9,1 3 4,8 8 13,9
700 4 7,3 3 4,8 7 12,0
750 3 5,5 3 4,8 6 10,2
800 2 3,6 3 4,8 5 8,4
850 2 3,6 3 4,8 5 8,4
900 2 3,6 4 6,3 6 10,0
950 1 1,8 4 6,3 5 8,2
1000 0 0,0 4 6,3 4 6,3

(1) Determinacion errénea en la que se determina que los no productores de ecuol son productores de ecuol
El numero de muestras sin capacidad productora de ecuol: 55

(2) Determinacion erronea en la que se determina que los productores de ecuol son no productores de ecuol
El numero de muestras con capacidad productora de ecuol: 63

(3) Determinacion errénea total

Numero total de muestras: 118

Segun la Tabla 8, la tasa de determinacion errénea entre productores de ecuol y no productores de ecuol fue la mas
baja cuando la concentracion de ecuol fue 1.000 ng/ml. En consecuencia, en este caso, el valor de corte se fij6 en
1.000 ng/ml.

Aplicabilidad industrial

Cuando se ingieren productos procesados de haba de soja con la expectativa del efecto anti-estrogénico y del efecto
semejante a estrogeno, la presencia de estos efectos se determina midiendo la concentracion de ecuol en orina o
sangre. Sin embargo, un método que usa analisis instrumental tal como HPLC y similar para medir de forma exacta
el ecuol tarda mucho y requiere esfuerzo para procesar multiples muestras, y de este modo no es adecuado para
medidas diarias.
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Sin embargo, segun la presente invencion, el ecuol en orina y sangre se puede medir de forma rapida y exacta, y es
posible inferir los efectos de la ingestion de productos procesados de haba de soja, incluyendo la determinacion del
efecto de la administracion de preparaciones seguras de Lactobacillus que producen ecuol.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir ecuol en una muestra biolégica mediante un método inmunoldgico, que comprende usar S-
ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno patréon usado para la
preparacion de una curva patrén y un antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra bioldgica.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende usar, como anticuerpo primario, un anticuerpo anti-ecuol
cuya reactividad cruzada con daidzeina es 10% o menos; la reactividad cruzada con genisteina es 10% o menos; la
reactividad cruzada con gliciteina es 10% o menos; la reactividad cruzada con dihidrodaidzeina es 20% o menos; y
la reactividad cruzada con deshidroecuol es 20% o menos, cuando se supone que la reactividad cruzada con S-
ecuol es 100%.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que una sustancia marcadora en el antigeno marcado es al menos un
miembro seleccionado del grupo que consiste en enzimas, radioisétopos, colorantes, materiales fluorescentes, latex,
y coloides metalicos.

4. El método segun la reivindicacion 1, en el que el método inmunoldgico es al menos un tipo seleccionado del grupo
que consiste en ELISA, radioinmunoensayo, y ensayo inmunocromatografico.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra biolégica es al menos un miembro seleccionado del
grupo que consiste en orina y sangre.

6. El método segun la reivindicacion 1, en el que un conjugado de ecuol en la muestra biolégica se mide sin estar
desconjugado.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el método usa S-ecuol como antigeno patron
usado para la preparacion de una curva patréon y como antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra
bioldgica.

8. Un kit para medir ecuol en una muestra bioldgica mediante un método inmunolégico, que comprende S-ecuol
como al menos un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion
de una curva patrén y un antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra.

9. El kit segun la reivindicacion 8, que comprende ademas, como anticuerpo primario, un anticuerpo anti-ecuol cuya
reactividad cruzada con daidzeina es 10% o menos; la reactividad cruzada con genisteina es 10% o menos; la
reactividad cruzada con gliciteina es 10% o menos; la reactividad cruzada con dihidrodaidzeina es 20% o menos; y
la reactividad cruzada con deshidroecuol es 20% o menos, cuando la reactividad cruzada con S-ecuol se supone
que es 100%.

10. El kit segun la reivindicacion 8, en el que el método inmunolégico es al menos un tipo seleccionado del grupo
que consiste en ELISA, radioinmunoensayo, y ensayo inmunocromatografico.

11. El kit segun la reivindicacion 8, en el que la muestra bioldgica es al menos un miembro seleccionado del grupo
que consiste en orina y sangre.

12. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en el que el kit comprende S-ecuol como antigeno patréon
usado para la preparacion de una curva patrén, y como antigeno marcado que compite con ecuol en una muestra
bioldgica.

13. Un método para determinar una capacidad productora de ecuol de un sujeto, que comprende las etapas de

(1) medir ecuol en una muestra biolégica derivada de un sujeto que ha ingerido isoflavona de haba de soja,
mediante un método inmunolégico que usa S-ecuol como al menos un antigeno seleccionado del grupo que
consiste en un antigeno patrén usado para la preparacion de una curva patrén, y un antigeno marcado que
compite con ecuol en la muestra biolégica; y

(2) determinar una capacidad productora de ecuol del sujeto en base al valor medido de ecuol obtenido en la
etapa (1).

14. El método de determinacion segun la reivindicacion 13, en el que, en la etapa (1), un conjugado de ecuol en la
muestra bioldgica se mide sin estar desconjugado.
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Fig. 2

EJEMPLO 2
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Fig.

EJEMPLO 3
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Fig. 4
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Fig.
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ES 2563049 T3

Fig. 7
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Fig. 8

Deteccion de ELISA
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