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DESCRIPCION
Método de medicion inmunologica para el precursor del péptido liberador de gastrina
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de analisis en el que se utiliza plasma como muestra y la estabilidad
de la muestra se mejora notablemente en un sistema para la deteccion de ProGRP (pro-péptido liberador de
gastrina) mediante un inmunoanalisis.

Técnica anterior

Se ha conocido la utilidad de la relacion entre el cancer de pulmén y la concentracion de péptido liberador de
gastrina en sangre (GRP) como informaron también Yamaguchi et al. (véase el documento JP-A-6-98794 (expedido
como documento JP3210994B)). Sin embargo, el GRP es una sustancia fisioldgicamente activa y pierde su actividad
en un periodo de tiempo extremadamente corto en suero o plasma. Por lo tanto, era dificil de usar practicamente
como un inmunoanalisis. Yamaguchi et al. encontraron que la estabilidad del antigeno suficiente para soportar el uso
practico como un inmunoanalisis se puede lograr analizando especificamente, entre tres tipos de pro-péptidos
liberadores de gastrina (ProGRP), que son precursores de GRP, una secuencia de aminoacidos de los residuos 31-
98 (ProGRP 31-98) que no contiene una region fisiolégicamente activa (una secuencia de aminoacidos de los
residuos 1-27) y es una regidon comun a los tres tipos, y se encontré que es util para el diagnostico del cancer de
pulmén (véase el documento JP-A-6-98794 (expedido como JP3210994B)). De acuerdo con este método, ProGRP
puede existir de forma estable en suero o plasma igualmente hasta 6 horas, por lo tanto, se hizo posible ponerlo en
practica como un método de inmunoanalisis. Adicionalmente, dado que no se obtiene en particular una ventaja de la
utilizacion de plasma, el suero que se utiliza generalmente para el analisis de un marcador de cancer ha llegado a
ser utilizado como muestra.

Véase el documento JP-A-6-98794 (expedido como JP3210994B) HOLST J J ET AL, ELEVATED PLASMA
CONCENTRATIONS OF C-FLANKING GASTRIN-RELEASING PEPTIDE IN SMALL-CELL LUNG CANCER,
JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY, VOL. 7, NR. 12, PAGINA(S) 1831-1838, ISSN 0732-183X, XP009131797 [X]
1-4,6-8 par. 2, c. 1, pag. 1832 [I] 9-11 [Y] 5 describe un radioinmunoanalisis que mide GRP, PRO_GRP en plasma
de pacientes con canceres de pulmoén de células pequenas.

Descripcion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

Sin embargo, la estabilidad de ProGRP 31-98 es aun inferior a un antigeno general que se va a utilizar en un
inmunoanalisis. Un grado aceptable de disminucion en la actividad de ProGRP 31-98 en una muestra parece variar
dependiendo de su fabricante. Sin embargo, en el caso de Immucheck F-ProGRP disponible de Sysmex
Corporation, se permite que una muestra sea almacenada bajo refrigeracién durante un maximo de 3 horas, en el
caso de un kit de analisis de ProGRP Serumlabo (marca registrada) disponible de Fujirebio Inc., se permite que una
muestra sea almacenada bajo refrigeracion durante un maximo de aproximadamente 24 horas (una de ellas es un
agente de diagndstico que ya ha sido aprobado por el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar Social), y ambos
productos no permiten el almacenamiento a temperatura ambiente. Ademas, se interpretara que las estabilidades de
los mismos en plasma y suero son iguales, por lo tanto, solamente se ha puesto en uso practico un analisis que
utiliza suero. En caso de que se almacene una muestra de suero durante 3 horas a mas de 24 horas, es necesario
congelar la muestra. Por lo tanto, se requieren tareas de descongelacion de la muestra antes de su uso, que
eliminen la materia depositada generada por la congelacion y descongelacion mediante centrifugaciéon antes de su
analisis, y por consiguiente, tal estabilidad insuficiente de la muestra redujo significativamente la eficiencia de
trabajo. Ademas, muchos de los antigenos que incluyen marcadores de cancer tipicos tales como CEA, AFP y CA
19-9, que son analizados inmunolégicamente, puede existir en forma estable hasta después de 7 dias de
almacenamiento con refrigeracion. Por lo tanto, sélo en caso de que se lleve a cabo este analisis, se requieren
operacion y lugar de almacenamiento especiales, y por consiguiente, esto también se ha convertido en una causa
que reduce la eficiencia de la prueba en su conjunto.

Se ha interpretado que la razén por la que la estabilidad de la muestra de ProGRP 31-98 es baja se debe a que el
peso molecular de la misma es bajo. Adicionalmente, debido a que no se observé una diferencia significativa entre
los valores de analisis de ProGRP 31-98 en suero y plasma en el intervalo de hasta 6 horas, en el que sélo se
observo una ligera disminucion de la actividad del mismo incluso en suero, no se consideré que hubiera una
diferencia en estabilidades entre suero y plasma.

Medios para resolver los problemas
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El ProGRP es una proteina que tiene un peso molecular de 8.000 a 10.000, y un dominio de una secuencia de
aminoacidos de los residuos 31-98 con el que se lleva a cabo un analisis en un inmunoanalisis de ProGRP 31-98
tiene un peso molecular de aproximadamente 7800. Se sabe que la estabilidad de la muestra de una molécula de
péptido que tiene un bajo peso molecular es baja como un hecho general, y se puede entender que no se haya
informado sobre un estudio que examine la causa de la baja estabilidad de la muestra de ProGRP. Sin embargo,
incluso en caso de que se vaya a utilizar como agente de inmunodiagnéstico uno de peso molecular bajo como la
insulina (peso molecular: 5800) o similares, existe una molécula de péptido que puede existir de manera estable en
suero o plasma durante mas de 5 dias en almacenamiento con refrigeracion, por lo tanto, el autor de la presente
invencion cree que debe haber algin tipo de mecanismo para la inestabilidad de la muestra, que es Unico para
ProGRP, ademas de su bajo peso molecular.

Los autores de la presente invencion pensaron que debido a que la molécula de ProGRP per se puede existir de
forma estable en el almacenamiento con refrigeracion durante mas de aproximadamente 1 semana, no es atribuible
Unicamente al propio ProGRP que se vuelva inestable en una muestra, y puede haber una sustancia que esté
presente en la sangre y lo vuelva inestable. Ademas, el autor de la presente invencion cree que debido a que una
porcién de GRP que es una region fisiolégicamente activa (una secuencia de aminoacidos de los residuos 1 a 27) no
esta ya contenida en ProGRP 31-98, puede haber una posibilidad de que algun tipo de reaccién que no sea una
reaccion que se produce in vivo provoque la inestabilidad de la muestra Unica de ProGRP.

Como se ha descrito en un libro normalizado, cuando la sangre sale del cuerpo, se activan mas de 10 sustancias
denominadas factores de coagulacion de la sangre y factores fibrinoliticos, y estas sustancias respectivas inducen la
degradacién o activacion de moléculas precursoras de los factores de coagulacion de la sangre, y por ultimo,
inducen la activacion de la trombina generada por la degradacion de la protrombina y la formacion de fibrina
generada por la reaccion de degradacion del fibrinégeno por trombina para coagular de esta manera la sangre, que
es un hecho bien conocido. Un componente liquido obtenido mediante la eliminacidon de una porcién coagulada en
este momento da como resultados el suero. La mayoria de los activadores de tales factores de coagulacion de la
sangre son proteasas, incluyendo la trombina y existen en el suero. En el plasma, no se causa la activacion de la
trombina, y adicionalmente, no se causa la activacion de varios factores de coagulacion de la sangre, aunque esto
depende del anticoagulante. Es decir, en el suero, existen activadores y degradadores de los factores de
coagulacion de la sangre y factores fibrinoliticos a un nivel superior en el suero que en vivo o en el plasma. Por lo
tanto, los autores de la presente invencién suponen que puede haber una relacién entre tal sustancia que existe en
el suero y no existe o existe solamente a un nivel bajo in vivo y la inestabilidad de ProGRP 31-98.

De acuerdo con esta suposicion, el autor de la presente invencidon examind una disminucion en la actividad de la
trombina, que es un activador de un factor de coagulacion de la sangre, mediante la adicién a una solucién de
ProGRP, y observé una disminucién significativa en la actividad de ProGRP en la solucién con la adicién de
trombina. De acuerdo con ello, se encontré que la trombina, que es un activador de un factor de coagulacién de la
sangre, es una de las causas de la disminucion en la actividad de ProGRP.

El autor de la presente invencion examiné la estabilidad de ProGRP mediante el uso de plasma como una muestra
con el uso de la propiedad de que existen activadores de los factores de coagulacion de la sangre a un nivel alto en
el suero y no existen o existen soélo a un nivel bajo in vivo o en el plasma, y lograron mejorar notablemente la
estabilidad de la muestra de ProGRP, por lo tanto se ha completado la presente invencion. Es posible recoger
plasma de la sangre de una manera similar al suero, y el plasma se puede recoger de la sangre de una manera
sustancialmente similar a la del suero, y se puede utilizar en un inmunoanalisis sin ningun problema. Sin embargo,
de acuerdo con la presente invencion, mediante la adicién de un inhibidor o un inactivador de tal activador de un
factor de coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico a una muestra de suero, se puede obtener un efecto
similar.

[Constitucion de la invencion]

La presente invencién proporciona, basandose en los hallazgos mencionados anteriormente, un método para
analizar ProGRP en una muestra de suero, comprendiendo el método afiadir a una muestra de suero que contiene
ProGRP obtenido de un sujeto, un inhibidor o un activador de un activador de un factor de coagulacion de la sangre
o un factor fibrinolitico; y analizar la muestra de suero para determinar la region ProGRP 31-38.

Asimismo, la presente invencién proporciona un método para mejorar la estabilidad de ProGRP en una muestra de
suero que contiene ProGRP que comprende la etapa de anadir una muestra de suero que contiene ProGRP
obtenido de un sujeto, un inhibidor o un activador de un activador de un factor de coagulacion de la sangre o un
factor fibrinolitico.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona el uso de una composicidon, en donde dicha composicion
comprende un inhibidor o un activador de un activador de un factor de coagulacién de la sangre o un factor
fibrinolitico para estabilizar ProGRP en suero.
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De este modo, se puede lograr un método de analisis de ProGRP con un analisis mas conveniente y mas exacto
que un método convencional utilizando una muestra de suero en condiciones que las que no se active el factor de
coagulacion de la sangre, con lo que no se ocasiona la formacion de fibrina y no se produce la coagulacion de la
sangre.

Es decir, de acuerdo con la invencion, es posible obtener un efecto afiadiendo una sustancia que inactive el factor
de coagulacion al suero antes de recoger el suero, retirando un factor de coagulacion, o disminuyendo su actividad.

Es apropiado emplear la presente invencion en un método de inmunoanalisis, sin embargo, la presente invencion
también se puede emplear en un sistema de analisis para realizar un analisis ProGRP.

[Ventaja de la invencion]

De acuerdo con la presente invencion, una muestra de suero se puede almacenar de forma estable durante un largo
periodo de tiempo. El periodo de almacenamiento de la mismo en el almacenamiento con refrigeracion se puede
prolongar de 3 a 24 horas en un método convencional a aproximadamente 1 semana. Adicionalmente, también es
posible almacenar una muestra a temperatura ambiente.

De acuerdo con la presente invencién, no es necesario crioconservar una muestra de suero ni siquiera en el caso en
el que el tiempo de almacenamiento de la muestra sobrepase de 3 a 24 horas. Por lo tanto, no son necesarias las
labores de descongelacion de la muestra antes de su uso cuando se congela la muestra, que eliminan la materia
depositada generada por congelacion y descongelacion mediante centrifugacion, y por consiguiente, la eficiencia de
trabajo se puede mejorar significativamente. Adicionalmente, se hace posible almacenar una muestra durante 1
semana para lo cual muchos de los otros antigenos que se van a analizar inmunolégicamente se pueden almacenar
de forma estable en el almacenamiento con refrigeracion, por lo tanto, no se requiere una operacion de
almacenamiento y el lugar de almacenamiento especial de una muestra de suero para el analisis de ProGRP.

Adicionalmente, la presente invencion mejora la estabilidad a largo plazo de una muestra de suero en la
crioconservacion, y por otra parte, mejora su estabilidad a temperatura ambiente, por lo tanto, se pueden omitir los
trabajos de realizacion de la separacion o el almacenamiento del suero en condiciones de refrigeracion.
Adicionalmente, en la presente invencién, se puede suprimir la disminucién en la actividad durante la operacion a
temperatura ambiente que no se puede evitar durante el procedimiento de la operacion de recogida de sangre a la
finalizacion del analisis. Por lo tanto, se hace posible analizar los valores de ProGRP con mas precision.

Se considera que el grado de inestabilidad de ProGRP en suero varia entre los pacientes como una cuestion de
rutina. Por consiguiente, es concebible que en el caso de un método convencional utilizando suero como muestra,
mediante la disminucion de la actividad de antigeno ProGRP durante el proceso de separacion o almacenamiento de
suero, el suero muestre un valor negativo en el andlisis a pesar de que esencialmente tiene ProGRP
correspondiente a un valor positivo. Se considera que tal aparicion de resultados de la prueba falsos negativos para
la actividad del antigeno se puede evitar mediante el empleo de la presente invencion, y por lo tanto se puede
mejorar la sensibilidad de deteccién de cancer de pulmoén de células pequefias.

Dicho sea de paso, por lo que se refiere al procedimiento de analisis de ProGRP, existen diversos documentos, sin
embargo, por lo que se refiere a un ejemplo en el que se usa plasma como muestra, sélo existe un informe de
Yamaguchi et al. Sin embargo, este informe sdélo conduce a la conclusion de que el suero y el plasma son iguales en
términos de estabilidad de la muestra, y no sugiere en absoluto la superior utilidad del plasma en oposicion al suero
tratado. Adicionalmente, se muestran a continuacion documentos que describen los estudios de estabilidad
implicados en otras sustancias entre el suero y el plasma, sin embargo, resulta obvio que no sugieren en absoluto el
método de analisis de la presente invencion.

Yamaguchi et al. (Patente Japonesa Num. 3210994) encontraron una relacion entre ProGRP 31-98 y el diagndstico
de cancer de pulmén y muestran que se puede utilizar una muestra de plasma de la misma manera que una muestra
de suero hasta un tiempo de almacenamiento de 6 horas. Sin embargo, no hay descripcion de la superioridad de
una muestra de plasma en términos de la estabilidad de almacenamiento. Es un trabajo cominmente realizado en
un inmunoanalisis que se muestre la equivalencia entre el plasma y el suero como una muestra sometida a un
inmunoanalisis mediante el uso de plasma y suero, y la constituciéon de la invencion de esta solicitud no es
facilmente inferible a partir de este documento ni siquiera por los expertos en la técnica.

Evans et al. (Clinical Biochemistry Vol. 34, pags. 107-112, 2001) examinaron la estabilidad de una hormona que
tiene una actividad fisiolégica en suero y plasma y han informado de que la del suero y el plasma es mejor en
términos de que la estabilidad de la hormona varia dependiendo del tipo de hormona. Esto demuestra que desde el
punto de vista de la estabilidad de una sustancia de ensayo, una muestra de suero puede ser bastante mejor que
una muestra de plasma, lo que evita en cambio que los expertos en la técnica lleguen a la presente invencion de
esta solicitud.
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Boyanton et al. (Clinical Chemistry Vol. 48, pags. 2242-2247, 2002) estudiaron las estabilidades de 24 tipos de
sustancias en suero y plasma. Mostraron que en cualquiera de los casos de suero y plasma, cuando se llevo a cabo
la separacion en suero o la separacion en plasma de células sanguineas inmediatamente después de la recogida de
la sangre, las sustancias podrian existir de forma estable durante 58 horas o mas en cualquiera de suero y plasma.
Ademas, se concluydé que cuando no se llevd a cabo la separacion, la estabilidad de las sustancias fue mejor en el
suero. En este documento, no existe una descripcion relacionada con ProGRP y también llegé a la conclusiéon de
que la estabilidad es mejor en el suero, por lo tanto, no tenemos ninguna duda de que la invencion de los autores de
la presente invencién es novedosa.

Adicionalmente, en la actualidad, han sido aprobados tres tipos de agentes de diagndstico de ProGRP por el
Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar y estan disponibles en el mercado y son utilizados en los campos clinicos (la
cobertura médica comenzé en 1996). Sin embargo, no existe ningun informe de que la estabilidad de ProGRP 31-98
en plasma sea mejor que en suero. Por lo tanto, se puede decir que esto es una clara evidencia que muestra que la
presente invencién es novedosa.

La invencion de esta solicitud de que la estabilidad de una muestra mejora mediante el uso de una muestra en un
estado en el que no se produce coagulacion de la sangre es una invencion novedosa en base a un mecanismo que
es totalmente diferente de cualquier técnica anterior, y presenta un efecto que no se podria esperar en la técnica
anterior.

[Ejemplos]
Ejemplo 1. Relacién entre la inestabilidad del antigeno ProGRP y la trombina

Se afiadié aminoacido de antigeno ProGRP 31-98 (obtenido de Abbott Laboratories en EE.UU.) sintetizado por
medio del método Fmoc a una solucion de tampon fosfato que contenia albumina de suero bovino al 1% y cloruro de
calcio 2 mM. Se afadié a esto adicionalmente trombina (fabricada por Sigma-Aldrich Co.) y después de almacenar la
mezcla a temperatura ambiente, se analizé la concentracion de ProGRP usando un ProGRP Architect. Los
resultados del analisis se muestran en la Fig. 1. A partir de la Fig. 1, debido a que se observa degradacion de
ProGRP en presencia de trombina, se sugiere que la trombina esta relacionada como una causa importante de la
degradacion de ProGRP en suero. La trombina es el activador del factor de coagulacion de la sangre Il y es una
sustancia que existe en suero a un alto nivel. Los detalles del método de analisis Architect se describen en el
Ejemplo 3.

Ejemplo 2. Estabilizacién de ProGRP mediante la adicién de PMSF (fluoruro de fenilmetanosulfonilo)

Después de afiadir PMSF (fabricado por Sigma-Aldrich Co.) a suero, se afiadi6 a esto aminoacido de antigeno
ProGRP 31-98 sintetizado por medio del método Fmoc. Después de almacenar la mezcla a temperatura ambiente, la
concentracion de ProGRP se analiz6 utilizando el ProGRP Architect. Los resultados del analisis se muestran en la
Fig. 2. A partir de la Fig. 2, Se ha encontrado que una disminuciéon en la actividad de ProGRP se suprimio
significativamente en presencia de PMSF. El PMSF es una sustancia que se utiliza para inactivar la actividad de una
enzima serina proteasa tal como la trombina y se puede considerar que la presencia de una proteasa tal como la
trombina es la causa de la inactivacion de ProGRP.

Ejemplo 3. La estabilizacién de antigeno ProGRP usando plasma

Se afadié antigeno ProGRP 31-98 (obtenido de Abbott Laboratories en EE.UU.) sintetizado por medio del método
Fmoc para cada uno de suero y plasma EDTA obtenidos del mismo donante de sangre y las mezclas se utilizaron
como muestras de analisis. Después de que las muestras de analisis se almacenaron bajo refrigeracion durante 1
dia, 3 dias o 7 dias, o se almacenaron durante 1 dia a temperatura ambiente, se analizé la concentraciéon de
ProGRP. Para el analisis de la concentracién de ProGRP, se utilizaron kit de analisis Serumlabo (marca registrada)
ProGRP (Fujirebio Inc.) y ProGRP Architect descritos a continuacion. Los resultados del analisis se muestran en la
Fig. 3 ala Fig. 7.

Tanto ProGRP Serumlabo como ProGRP Architect son un método de analisis de la concentracion de ProGRP 31-98
que utiliza un inmunoanalisis y los resultados del analisis de ambos fueron equivalentes. En ambos casos, cuando
se permitid que existiera antigeno ProGRP en plasma, se observd una mejora significativa de la estabilidad de la
muestra en comparacion con el caso del suero. Esta mejora significativa de la estabilidad se puede observar no sélo
en el almacenamiento con refrigeracion, sino también en el almacenamiento a temperatura ambiente.

Aunque ProGRP se puede almacenar de forma estable durante 1 dia (hasta el dia siguiente) bajo la condicion de
almacenamiento con refrigeracion en el método que utiliza suero, éste se puede almacenar de forma estable durante
1 semana o mas en el caso en el que se utiliza plasma. Se calcula que el tiempo requerido para que una proporcion
residual muestre 90% cuando una proporcion residual de ProGRP es aproximada como proporcion residual ProGRP
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= e (e: log natural, k: constante numérica, t: tiempo) de acuerdo con una formula de aproximacion para una
proporcion de inactivacion de una sustancia general mostrada por Evans et al. (Clinical Biochemistry, vol. 34, pag.
107-112, 2001 ) es de 10,25 dias en condiciones de refrigeracion cuando se utiliza el valor de analisis de una
muestra almacenada bajo refrigeracion durante 7 dias utilizando un kit de analisis ProGRP Serumlabo (marca
registrada). De una manera similar, se calcula que el tiempo es de 1,26 dias en el caso del suero (se utiliza para el
calculo el valor de andlisis de una muestra de suero almacenada en condiciones de refrigeracion durante 1 dia
utilizando un kit de analisis ProGRP Serumlabo (marca registrada)). Por lo tanto, se encuentra que en el caso en el
que se utiliza plasma, se puede obtener la estabilidad del mismo aproximadamente 8 veces tan alta como la de
suero.

En los métodos disponibles en la actualidad utilizando suero, no se puede almacenar una muestra de ProGRP de
forma estable a temperatura ambiente. En el caso en el que se utiliza plasma, se puede almacenar de forma estable
durante 24 horas o mas. Se calcula que el tiempo requerido para que una proporcion residual muestre 90% cuando
una proporcion residual de ProGRP es aproximada como proporcién residual ProGRP = e (e: log natural, k:
constante numérica, t: tiempo) es de 58 horas cuando se utiliza el valor de andlisis de una muestra almacenada a
temperatura ambiente durante 24 horas utilizando Serumlabo, y es posible almacenar de forma estable una muestra
hasta aproximadamente 2 dias, incluso en almacenamiento a temperatura ambiente.

Método de analisis ProGRP Architect:

Un anticuerpo anti-ProGRP 31-98 (un anticuerpo obtenido de acuerdo con el método descrito en la Patente
Japonesa Num. 3210994) se unié a una microparticula magnética modificadas con grupos carboxilo (obtenida de
Abbott Laboratories en EE.UU.) por medio de un método que utiliza EDC hidrocloruro de (N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (fabricado por Sigma-Aldrich Co.) y se preparé una microparticula con anticuerpo en
fase sélida. A continuacidon mediante la adicién del anticuerpo en fase soélida de microparticulas a una solucién
tampon de Tris-HCI que contenia Tween 20 (fabricada por Kanto Chemical Co., Inc.), EDTA (sal de sodio de acido
etilendiaminotetraacético) y cloruro de sodio, se prepar6 una solucién de microparticulas en fase sdlida de
anticuerpo.

El anticuerpo anti-ProGRP 31-98 (un anticuerpo obtenido de acuerdo con el método descrito en la Patente Japonesa
NUum. 3210994) se marco con un derivado de acridinio (obtenido de Abbott Laboratories en EE.UU.), y a
continuacion afiadiéndolo a una solucion de tampdn MES que contenia un tensioactivo y albimina de suero bovino
(Sigma-Aldrich Co.), se preparé una solucion de marcaje.

Para un andlisis para determinar la concentracion de ProGRP, se utilizé un analizador de inmunoanalisis totalmente
automatico Architect (fabricado por Abbott Japén Co., Ltd.). Se mezclaron 50 pl de la solucién de microparticulas en
fase solida de anticuerpo con 50 pl de una muestra y se inicié una primera reaccion. Durante la primera reaccion, el
antigeno ProGRP se une a la particula magnética en fase solida de anticuerpos y la cantidad unida corresponde a la
concentracion de ProGRP en la muestra. Después de 18 minutos, mientras se sostiene con un iman, la particula
magnética en fase soélida de anticuerpo se lavé con una solucién de tampdn fosfato dedicado a este dispositivo y se
afadieron adicionalmente a esto 50 pl de la solucidon de marcaje y la reaccion continué durante 4 minutos
adicionales. Mediante esta reaccion, el anticuerpo marcado se une a ProGRP sobre la particula magnética. Debido a
que la cantidad de anticuerpo marcado unido se corresponde con la cantidad de ProGRP sobre la particula
magnética, si la concentracion de ProGRP en la muestra es baja, una pequefia cantidad de anticuerpo marcado da
como resultado la unién a la particula magnética y si la concentracion de ProGRP en la muestra es alta, una gran
cantidad de anticuerpo marcado da como resultado la unién a la particula magnética.

A continuacion, después de llevar a cabo el lavado con la solucion de tampdn de fosfato dedicada a este dispositivo,
se observo una sefial de luminiscencia utilizando un reactivo de luminiscencia de predisparo y un reactivo de disparo
dedicado a este dispositivo. Mediante el uso de una solucién con una concentracién conocida preparada por
separado como una solucién patrén, se preparé una curva patron por medio del método logistico de cuatro
parametros, y mediante el calculo de una sefial obtenida a partir de la muestra en la concentracion de ProGRP, se
determind la concentracion de ProGRP en la muestra.

Ejemplo 4. Comparacion de una variedad de tipos de plasmas

El ProGRP recombinante 31-98 obtenido acuerdo con el método descrito en la Patente Japonesa Num. 3210994 se
afiadié a cada una de diferentes muestras de plasma con EDTA, plasma con heparina de litio, plasma con acido
citrico, plasma con heparina de sodio y suero obtenido del mismo donante de sangre y las mezclas se almacenaron
a temperatura ambiente durante 24 horas o se almacenaron bajo refrigeracion durante 7 dias y se analizé la
concentracion de ProGRP de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 3. A partir del valor de analisis de la
muestra dejada a temperatura ambiente durante 24 horas, se restd el valor de analisis de 0 horas, y el valor
resultante se tomé como una proporcién residual de ProGRP después de almacenamiento a temperatura ambiente
durante 24 horas. A partir del valor de analisis de la muestra almacenada bajo refrigeraciéon durante 7 dias, se resté
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el valor de analisis de 0 horas, y el valor resultante se tomé como una proporcién residual de ProGRP después de
un almacenamiento con refrigeracion de 7 dias.

En la Fig. 7, se muestra la proporcion residual de ProGRP en cada plasma después de un almacenamiento con
refrigeracion de 7 dias. En la Fig. 8, la proporcion residual de ProGRP en cada plasma después de un
almacenamiento a temperatura ambiente durante 24 horas. A partir de las Figs. 7 y 8, las proporciones residuales de
ProGRP son significativamente mas altas en cualquiera de los plasmas en comparacion con el suero y, en otras
palabras, es evidente que la estabilidad de la muestra mejora significativamente en cualquiera de los plasmas.
Ademas, debido a que las proporciones residuales estan casi un 100% en almacenamiento con refrigeracion de 7
dias en el plasma, es evidente que casi toda la cantidad de ProGRP se almacena de forma estable en el plasma
hasta 7 dias bajo refrigeracion.

Ejemplo 5. Transcurso de tiempo

Se afiadié aminoacido de antigeno ProGRP 31-98 sintetizado mediante el método Fmoc a cada una de las muestras
emparejadas de plasma con EDTA y suero obtenidas del mismo donante de sangre y las mezclas se almacenaron a
temperatura ambiente o bajo refrigeracion y se analizé la concentracion de ProGRP mediante el método descrito en
el Ejemplo 3. Los valores de hasta 24 horas se muestran por el promedio de 3 donantes y los valores de hasta 72
horas se muestran por el promedio de 2 donantes. Las proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento
con refrigeracion y las proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento a temperatura ambiente se
muestran en la Fig. 9 y la Fig. 10, respectivamente. Los tiempos de almacenamiento mostrados en los dibujos son 0,
1, 3, 6, 7, 9 y 24 horas (tanto de almacenamiento con refrigeracion como de almacenamiento a temperatura
ambiente hasta este momento) y 72 horas (solamente de almacenamiento con refrigeracion).

A partir de la Fig. 9, como muestran Yamaguchi et al., en el almacenamiento con refrigeracion, el suero y el plasma
tienen una estabilidad de ProGRP equivalente en un almacenamiento de hasta 6 horas. Sin embargo, la diferencia
se hace poco a poco significativa después de 6 horas, y cuando una muestra de ProGRP se almacena durante 24
horas o mas, el plasma aparentemente puede mostrar una mejor estabilidad que el suero.

A partir de la Fig. 10, en el almacenamiento a temperatura ambiente, ya se ha producido una diferencia significativa
en la estabilidad de ProGRP entre el suero y el plasma en el momento en que se exceden las 3 horas. Ademas,
cuando una muestra se almacena durante 6 horas o mas, es obvio que el plasma puede mostrar aparentemente
mejor estabilidad de almacenamiento que el suero. En el caso en el que ProGRP se almacena en el suero, la
actividad de ProGRP disminuye a aproximadamente 80% en el momento del almacenamiento durante 6 horas.
Cuando una muestra se almacena para el propésito de un agente de diagnostico, en general, el limite aceptable es
una actividad residual de hasta 90% (una disminucion en la actividad de 10%). Debido a que en el caso en el que
una muestra se almacena a temperatura ambiente en suero, la actividad de ProGRP disminuye a aproximadamente
80% en el momento de almacenamiento de 6 horas, se puede decir que el resultado mostrado en la Fig. 10 es
coherente con el contenido de la descripcion en el kit de analisis de ProGRP Serumlabo (marca registrada) y el kit de
Immucheck F-ProGRP de los productos aprobados que no permiten el almacenamiento a temperatura ambiente. Por
otro lado, en el caso en el que ProGRP se almacena en plasma, la proporcién residual de actividad es de
aproximadamente 90%, incluso en el caso en el que se almacena durante 24 horas, incluso en almacenamiento a
temperatura ambiente, por lo tanto, se considera que se puede lograr el almacenamiento estable hasta
aproximadamente 24 horas. Yamaguchi et al. muestran que el plasma se puede utilizar dentro del rango que permite
que ProGRP exista de forma estable en el suero, sin embargo, la presente invencion es diferente de la invencion de
Yamaguchi et al. en el punto de que la estabilidad de almacenamiento de ProGRP en una muestra de sangre que es
suficiente para que sea utilizado con el propdsito de un agente de diagnostico puede fijarse incluso en unas
condiciones de almacenamiento o durante un tiempo de almacenamiento en los que ProGRP no puede existir de
forma estable en el suero y se considera que se puede demostrar la utilidad de la presente invencion.

[Breve descripcion de los dibujos]

[Fig. 1] La Fig. 1 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento a temperatura ambiente
en presencia o ausencia de trombina o en suero.

[Fig. 2] La Fig. 2 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento a temperatura ambiente
en suero con o sin adicion de PMSF.

[Fig. 3] La Fig. 3 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento con refrigeraciéon en
suero o plasma.

[Fig. 4] La Fig. 4 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento a temperatura ambiente
en suero o plasma.

[Fig. 5] La Fig. 5 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento con refrigeracion en
suero o plasma.

[Fig. 6] La Fig. 6 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento a temperatura ambiente
en suero o plasma.
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Fig. 7] La Fig. 7 muestra relaciones residuales de ProGRP después del almacenamiento con refrigeracion
durante 7 dias en suero o plasma.

[Fig. 8] La Fig. 8 muestra proporciones residuales de ProGRP después del almacenamiento a temperatura
ambiente durante 24 horas en suero o plasma.

[Fig. 9] La Fig. 9 muestra proporciones residuales de ProGRP en el almacenamiento con refrigeracion en
suero o plasma.

[Fig. 10] La Fig. 10 muestra proporciones residuales de ProGRP en almacenamiento a temperatura ambiente
en suero o plasma.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar ProGRP en una muestra de suero, comprendiendo el método:

afiadir a una muestra de suero que contiene ProGRP obtenido de un sujeto un inhibidor o un inactivador de un
activador de un factor de coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico; y

analizar la muestra de suero para determinar region 31-98 de ProGRP.

2. El método de analisis de ProGRP de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el inhibidor o un inactivador del
activador de un factor de coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico es fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

3. El método de analisis de ProGRP de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el inhibidor o un inactivador de
un activador de un factor de coagulacion de la sangre o factor fibrinolitico se afiade a un recipiente de recogida de la
muestra después de que la muestra de suero se haya afiadido al recipiente de recogida de la muestra.

4. El método de analisis de ProGRP de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde se utiliza
un método de inmunoanalisis.

5. El método de analisis de ProGRP de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde se
analiza una muestra de suero que se ha dejado o se ha almacenado a temperatura ambiente después de la
recogida.

6. Un método para mejorar la estabilidad de ProGRP en una muestra de suero que contiene ProGRP que
comprende la etapa de afiadir a una muestra de suero que contiene ProGRP obtenido de un sujeto un inhibidor o un
inactivador de un activador de un factor de coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico.

7. El método de la reivindicaciéon 6, en donde dicho inhibidor o inactivador de un activador de un factor de
coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico es fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

8. El método de la reivindicacion 6, en donde dicho inhibidor o un inactivador de un activador de un factor de
coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico se afiade a un recipiente de recogida de la muestra después de que
el suero se haya afiadido al recipiente de recogida de la muestra.

9. El uso de una composicion, en donde dicha composicion comprende un inhibidor o un inactivador de un activador
de un factor de coagulacion de la sangre o un factor fibrinolitico para estabilizar ProGRP en el suero.

10. El uso de la reivindicacion 9, en donde dicho inhibidor o inactivador de un activador de un factor de coagulacion
de la sangre o un factor fibrinolitico es fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
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Analizado mediante método Serumlabo ProGRP
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Proporcidn residual de ProGRP
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