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DESCRIPCION
Disolucién de almacenamiento para estabilizar una proteina hemo
CAMPO TECNICO
La presente invencion se refiere a una disolucién de almacenamiento para estabilizar una proteina hemo.
TECNICA ANTERIOR

En los ultimos afios, se han llevado a cabo ampliamente detecciones de hemoglobina humana fecal (sangre oculta
fecal) producida por hemorragia de tubos gastrointestinales como método de cribado de un trastorno del aparato
digestivo, tal como cancer de colon. El método detectivo de hemoglobina humana es un método inmunolégico que
emplea un anticuerpo especifico contra hemoglobina humana, que reemplaza un método de tira reactiva de la
técnica relacionada basado en una reaccidon de coloracién quimica. Este método no requiere una restriccion
dietética, y por lo tanto se ha establecido como un método de prueba conveniente.

Ejemplos de un método detectivo inmunoldgico para la hemoglobina humana incluyen: una prueba de
inmunodifusion simple en placas de agar empleando una linea de precipitacion entre un anticuerpo anti-hemoglobina
humana y una hemoglobina humana en una muestra de prueba; una prueba de aglutinaciéon en latex usando una
particula de latex sensibilizada con un anticuerpo anti-hemoglobina humana; inmunoensayo enzimatico o
radioinmunoensayo, usando un anticuerpo anti-hemoglobina humana marcado con una enzima o un elemento
radiactivo; y método colorimétrico de agregacion de coloide de oro usando una particula de coloide de oro
sensibilizada con un anticuerpo anti-hemoglobina humana.

Sin embargo, en una disoluciéon de prueba, la hemoglobina humana se desnaturaliza gradualmente, y disminuye su
antigenicidad. Por tanto, en una disolucion de prueba, condiciones de almacenamiento tales como la temperatura de
almacenamiento frecuentemente aceleran la desnaturalizacion de la hemoglobina humana, o bacterias y enzimas
digestivas en las heces frecuentemente degradan la hemoglobina humana. Tal desnaturalizacion y degradacion
destruyen la conformacion de la hemoglobina humana, produciendo una disminucién de la antigenicidad. Por tanto,
en un método inmunolégico de medicion de hemoglobina humana, la desnaturalizacion y degradacion de la
hemoglobina implican un diagndstico incorrecto.

Mientras tanto, en una prueba de sangre oculta fecal, las heces son frecuentemente recogidas por los propios
sujetos en sus casas, y se proveen para la prueba de un envase cerrado, disolviendo las heces en una disolucion
que disuelve las heces en el envase. En tales casos, la hemoglobina humana en las heces queda frecuentemente en
la disolucién durante varios dias, o se pone a una alta temperatura si se utiliza un método de transporte tal como un
servicio postal. Por tanto, incluso cuando las heces se recogen en un laboratorio clinico, algunas veces se necesita
mas tiempo hasta que se lleva a cabo la prueba de sangre oculta fecal debido a que también se realizan otras
pruebas. Bajo tales circunstancias, una medicidon precisa se altera por la desnaturalizacién y degradacion de la
hemoglobina humana como se ha descrito anteriormente.

Para prevenir tal desnaturalizacion y degradacion de la hemoglobina humana en una disolucion, se han desarrollado
un método de adicidon de agentes antibacterianos comunes tales como timerosal y clorhexidina (véase, por ejemplo,
Documento de patente 1); un método de adicién de sacaridos (véase, por ejemplo, Documento de patente 2); adicion
de hemoglobina de animales distintos de ser humano (véase, por ejemplo, Documento de patente 3); adicion de
sueros de animales distintos de ser humano (véase, por ejemplo, Documento de patente 4); adicion de una enzima
bacteriolitica (véase, por ejemplo, Documento de patente 5); adicién de protoporfirina de hierro (véase, por ejemplo,
Documento de patente 6), y similares.

Sin embargo, las técnicas para estabilizar la hemoglobina humana descritas en aquellas publicaciones no pueden
suprimir completamente la desnaturalizacion y degradacion de la hemoglobina humana en una disolucién de prueba
que contiene heces.

Distinto de aquellos descritos anteriormente, se ha desarrollado un método de estabilizacion de hemoglobina usando
acido etilendiaminatetraacético (abreviado en lo sucesivo EDTA) (véase, por ejemplo, Documento de patente 7).

Sin embargo, como resultado de estudios de repeticion realizados por los inventores de la presente invencion, se ha
confirmado que no puede esperarse una accion de estabilizacion suficiente sobre la hemoglobina humana fecal con
un simple uso de EDTA.

Entonces, el solicitante de la presente invencion ha estado desarrollando un método de adicién de un complejo de
metal de transicidon acuoso que es mas eficaz para la estabilizacion que EDTA solo (véase, por ejemplo, Documento
de patente 8). Ademas, el solicitante ya ha desarrollado un método de estabilizacion de hemoglobina con el que
coexiste un compuesto de ferrocianuro (véase, por ejemplo, Documento de patente 9); un método de estabilizacion
de hemoglobina con el que coexiste un producto de degradacion enzimatica de hemoglobina (véase, por ejemplo,
Documento de patente 10); un método de estabilizacién de un proteina hemo con el que coexisten metales de
transicion (véase, por ejemplo, Documento de patente 11); un método de estabilizacion de una proteina hemo con el

2



10

15

20

25

30

35

ES 2615330 T3

que coexiste un acido organico tal como acido malico (véase, por ejemplo, Documento de patente 12); y un método
de estabilizacion de una proteina hemo con el que coexiste una albumina deslipidada (véase, por ejemplo,
Documento de patente 13).

Documento de patente 1: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-63-271160
Documento de patente 2: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-63-243756
Documento de patente 3: Publicacién de solicitud japonesa N.° JP-A-2-296149
Documento de patente 4: Publicacién de solicitud japonesa N.° JP-A-4-145366
Documento de patente 5: Publicacién de solicitud de patente japonesa no examinada N.° JP-A-5-69466
Documento de patente 6: Publicacién de solicitud japonesa N.° JP-A-5-281227
Documento de patente 7: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-5-99923
Documento de patente 8: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-7-229902
Documento de patente 9: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-11-118806
Documento de patente 10: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-11-218533
Documento de patente 11: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-2001-249132
Documento de patente 12: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-2003-014768
Documento de patente 13: Publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-2003-194825
DIVULGACION DE LA INVENCION

Problema a resolver por la invencién

Es un primer objetivo de la presente invencion proporcionar una disolucion novedosa para estabilizar una proteina
hemo, que es eficaz contra la desnaturalizacion y degradacion de una proteina hemo tal como hemoglobina. En
particular, el fin de la invencién es proporcionar una técnica para estabilizar eficazmente la hemoglobina que
coexiste con componentes de heces que tienen fuertes actividades de desnaturalizacion y degradacion.

Medios para resolver el problema

La disolucion de almacenamiento para la estabilizacion de hemoglobina segun la presente invencién comprende
hemoglobina y acido 3-hidroxi-2,2'-iminodisuccinico de formula (2), o una sal del mismo:

OH
CH2—CH"NH-—CH~€'}H
A P A S
Voo b

X X X X
(donde X es un atomo de hidrégeno, un metal alcalino o un grupo amonio).

En la disolucién de almacenamiento para la estabilizacion de hemoglobina de la presente invencion, la concentracion
de acido 3-hidroxi-2-2'-iminodisuccinico o una sal del mismo entra preferentemente dentro de un intervalo de 0,001 a
0,200 mol/l, mas preferentemente dentro de un intervalo de 0,005 a 0,200 mol/l, e incluso mas preferentemente
dentro de un intervalo de 0,050 a 0,200 mol/l.

Efectos de la invencion

En la disolucion de almacenamiento de la presente invencion, la proteina hemo puede protegerse de una sustancia
biogénica que tiene fuertes actividades de desnaturalizacion y degradacion, incluso bajo coexistencia con un
componente de heces. Por consiguiente, la disolucion de almacenamiento es util para estabilizar hemoglobina que
esta contenida en una muestra para el andlisis de una sustancia biogénica, por ejemplo para la deteccion de sangre
oculta fecal. Especialmente, la disolucién de almacenamiento contribuye a mantener la antigenicidad de una proteina
hemo, cuando se supone que la proteina hemo se analiza inmunolégicamente y se requiere proteger su estructura
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de antigeno. Por el compuesto usado en la disoluciéon de almacenamiento, la hemoglobina en muestras de heces se
estabiliza eficazmente, y puede esperarse prevencion de un resultado negativo falso producido por la
desnaturalizacion y degradacion de la hemoglobina.

MEJORES MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
La presente invencion se describira a continuacion en mas detalle.

En la presente invencion, el acido iminocarboxilico o una sal del mismo coexiste con una proteina hemo en una
muestra. El acido iminocarboxilico es acido 3-hidroxi-2,2'-iminodisuccinico de férmula (2) o una sal del mismo. Por
tanto, ejemplos de un metal alcalino X de féormula (2) incluyen litio, sodio, potasio, rubidio y cesio.

Por tanto, como el acido iminocarboxilico usado en la presente invencién puede usarse, por ejemplo, uno sintetizado
por un método que usa acido aspartico y acido epoxisuccinico como materiales de partida (por ejemplo, publicacion
de solicitud japonesa N.° JP-A-9-183773); un método que usa acido maleico y amoniaco como materiales de partida
(por ejemplo, patente de Estados Unidos N.° US 639863); un método que usa acido aspartico y acido maleico como
materiales de partida (por ejemplo, publicacion de solicitud japonesa N.° JP-A-5-320109); un método que usa
semiéster de acido maleico; acido maleico y amoniaco como materiales de partida (por ejemplo, publicacion de
solicitud japonesa N.° JP-A-8-12631).

Una concentraciéon de acido iminocarboxilico o una sal del mismo en una muestra que contiene una proteina hemo
es 0,001 a 0,200 mol/l, mas preferentemente, 0,050 a 0,150 mmol/l. Cuando la concentracién de acido
iminocarboxilico o una sal del mismo es inferior a 0,001 mmol/l, un efecto de estabilizacién de una proteina hemo
llega a ser insuficiente. Por otra parte, cuando la concentracion de acido iminocarboxilico o una sal del mismo es
superior a 0,200 mmol/l, la solubilidad disminuye, y también se inhibe una inmunorreaccion.

Aunque no es esencial en la presente invencion, afiadiendo un protector de proteina conocido segun se requiera,
puede potenciarse ademas un efecto para estabilizar la proteina hemo. Ejemplos de un protector de proteina tal
incluyen una proteina inactiva tal como albumina y gelatina.

Puede usarse cualquier albumina; sin embargo, es especialmente preferible albumina derivada de suero de animal o
un huevo. Ejemplos especificos de la misma incluyen albumina derivada de sangre de ganado vacuno, caballos,
cabras, ovejas, cerdos, conejos y cachorros o fetos de los mismos.

Ademas de la albumina descrita anteriormente, también se conoce un producto de degradacion enzimatica de la
misma. Como albumina de la presente invencion también puede incluirse una proteina inducida de tal albumina.

Ademas del protector de proteina anterior, también es eficaz la adicion de diversos componentes de protector de
proteina conocidos para una proteina hemo, tales como un agente antibacteriano para prevenir el crecimiento
innecesario de un microorganismo, y un tampoén que da pH favorable para conservar la proteina hemo.

Ejemplos de un agente antibacteriano incluyen una serie de antibiéticos no de penicilina, ademas de enzima
bacteriolitica, benzoato de etilo, penicilina, Fungizone, estreptomicina y cefamicina. Por tanto, se sabe que
inhibidores de la proteasa tales como inhibidor de tripsina y alfa-2 macroglobulina también estabilizan la proteina
hemo.

Un pH de un medio de dispersién se ajusta a un intervalo que permite que una proteina hemo se mantenga
establemente. Bajo condiciones extremadamente acidas o alcalinas, la estabilizacién de la proteina hemo puede
perderse, y por tanto el pH neutro es preferible. Concretamente, el pH es 5 a 10, preferentemente aproximadamente
6 a 8.

Puede emplearse un tampdn apropiado para mantener el pH. Por ejemplo, el tampén de Good, tal como acido
hidroxietilpiperazin-2-etanosulfonico (abreviado en lo sucesivo HEPES) y acido piperazin-bis(2-etanosulfonico)
(abreviado en lo sucesivo PIPES), da pH 6 a 8 que puede ser el pH mas apropiado para estabilizar una estructura de
la proteina hemo. Ademas, el tampdén de Good también se utiliza como disoluciéon de tampoén de reaccion para
detectar la proteina hemo por una reacciéon inmunitaria, y puede enumerarse como un tampén especialmente
preferible. Ademas, también puede emplearse una disolucidon de tampodn fosfato, un disolucion de tampdn Tris, una
disolucién de tampodn glicina, una disolucion de tampon acido boérico, y similares.

El método de estabilizacion de una proteina hemo de la presente divulgacion puede emplearse para detectar la
proteina hemo en una muestra de heces, orina o de sangre. La proteina hemo puede seleccionarse apropiadamente
de proteinas que tienen hemo como sus componentes. Ejemplos de las mismas incluyen hemoglobina, mioglobina,
peroxidasa o catalasa. Especialmente, contribuye a mantener la antigenicidad de una proteina hemo, cuando la
proteina hemo se analiza inmunolégicamente y se requiere proteger su estructura de antigeno.

La presente invencion proporciona una disolucion de almacenamiento para la estabilizacion de hemoglobina que
comprende hemoglobina y acido 3-hidroxi-2,2'-iminodisuccinico o una sal del mismo.
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Ademas, la disolucion de almacenamiento para la estabilizacion de hemoglobina de la presente invenciéon puede
contener un protector de proteina o un tampoén segun se necesite. El protector de proteina o el tampén pueden
seleccionarse apropiadamente de los enumerados anteriormente.

La presente divulgacion puede proporcionar un método de medicion inmunoldgica para una proteina hemo como
aplicacion de la técnica de estabilizacion de una proteina hemo. Ejemplos del método de medicidon inmunoldgica
incluyen un método de reaccion de aglutinacion en latex, un método de reaccion de agregacion de coloide de oro,
inmunocromatografia y ELISA. En cualquier método de medicion, la actividad del antigeno durante el
almacenamiento se mantiene por la coexistencia de un acido iminocarboxilico o sales del mismo y una proteina
hemo en una muestra, y se previene la disminucion del valor de medicion.

El método de estabilizacion de una proteina hemo de la presente divulgacion es util para estabilizar una proteina
hemo como objeto analitico que existe en una muestra biogénica. Especialmente en un método de medicién de
proteina hemo que utiliza un procedimiento inmunolégico con un anticuerpo de reconocimiento de proteina hemo, la
antigenicidad de una proteina hemo como objeto analitico esta altamente estabilizada. Las heces, orina y sangre son
conocidas como muestras biogénicas para detectar una proteina hemo. Especialmente, la hemoglobina en heces
sera un indicador de hemorragia en un sistema gastrointestinal, y la hemoglobina en orina sera un indicador de
hemorragia en una via urinaria.

Cuando se aplica el método de estabilizacion de la presente divulgacion a hemoglobina en una muestra de heces, se
recomienda afiadir un acido iminocarboxilico o sales del mismo en una disolucién de almacenamiento en la que se
suspenden las heces. Normalmente, en la deteccion de hemoglobina en heces, las heces se suspenden en una
disolucion de almacenamiento apropiada, y se preparara una muestra para un analisis inmunolégico por filtracion
segun se necesite.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en mas detalle con referencia a ejemplos que no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo Efecto de estabilizacion de la hemoglobina de HIDS de diferentes concentraciones

Se preparé una disolucién de almacenamiento afadiendo 0 a 0,2 mol/l de 3-hidroxi-2,2'-iminodisuccinato de
tetrasodio (HIDS) de las diversas concentraciones mostradas en la Tabla 1 a una disolucion (pH 7,0) que contenia
0,05 mol/l de HEPES, 0,9 % de cloruro sodico y el resto agua pura. Se us6 el HIDS fabricado por Nippon Shokubai
Co., LTD.

Se afadié hemoglobina hemolisada, o una mezcla de hemoglobina hemolisada y una muestra de heces a la
disolucién de almacenamiento, y cada disolucion de prueba se midié para una concentracion de hemoglobina
(concentracion inmediatamente después de la adicion). Posteriormente, la concentracion de hemoglobina de la
disolucion de prueba guardada a 37 °C durante 20 horas se dividié entre la concentracion inmediatamente después
de la adicidn, y se calculé la relacion residual de hemoglobina.

Se midié una concentracion de hemoglobina por el analizador OC-SENSOR NEO (fabricado por Eiken Chemical Co.,
Ltd.) usando OC Auto Il (fabricado por Eiken Chemical Co., Ltd.), que es un reactivo de medicién inmunolégica para
hemoglobina.

Como se muestra en la Tabla 1, en la disoluciéon de prueba en la que HIDS se afiade a solo hemoglobina, se
observé un efecto estabilizante mediante la adicion de HIDS cuya concentracion es 0,001 mol/l o mas. Por tanto, en
la disolucién de prueba en la que coexisten hemoglobina y heces, el efecto estabilizante se observa mediante la
adicion de HIDS cuya concentracion es 0,005 mol/l o mas. Especialmente, cuando una concentracion de HIDS
afnadida es 0,050 mol/l o mas, el efecto para estabilizar la hemoglobina fue sorprendente.
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Tabla 1 Efecto de estabilizacién de hemoglobina de HIDS

Antigeno Hemoglobina Hemoglobina + muestra de heces
Concentracion de HIDS afiadida [mol/l] | Relacion residual [%] Relacion residual [%]

N 77,7 27,5
0,001 82,8 28,8
0,005 83,9 32,3
0,010 84,2 39,2
0,050 84,1 50,8
0,075 85,2 53,9
0,100 87,8 55,9
0,150 88,2 57,8
0,200 86,2 46,3

Ejemplo comparativo

Se examind un efecto para estabilizar hemoglobina por un método similar al método del ejemplo, excepto que se
afadié acido etilendiamina-N,N,N',N'-4-acético (EDTA), acido iminodiacético (IDA) o acido N-(2-
hidroxietil)iminodiacético (HIDA), en lugar de 3-hidroxi-2,2"-iminodisuccinato de tetrasodio (HIDS) del Ejemplo.

Como se muestra en la Tabla 2, cuando se usé EDTA, IDA o HIDA como agente quelante, se observd un ligero
efecto estabilizante en la disoluciéon de prueba de hemoglobina sola. Sin embargo, cuando se usé IDA o HIDA como
agente quelante, no se observé ningun efecto estabilizante seguro en la disoluciéon de prueba en la que coexisten la
hemoglobina y las heces. Cuando se us6 EDTA, se observd un efecto ligeramente mas alto para estabilizar
hemoglobina incluso bajo la coexistencia de heces, sin embargo, cuando una concentracién de HIDS afadida fue
0,010 mol/l o mas, el efecto para estabilizar la hemoglobina fue mucho mas pequefio que el efecto de la disolucion
de almacenamiento del ejemplo.

Tabla 2 Efecto de estabilizacién de hemoglobina de diversos agentes quelantes

Antigeno Hemoglobina Hemoglobina + muestra de heces
Relacion residual [%] Relacion residual [%]
Sin agente quelante afadido 77,7 27,5

Concentracion de EDTA afadida [mol/l]

0,001 79,5 34,3
0,010 79,8 35,8
0,050 82,4 37,1

Concentracion de IDA afiadida [mol/l]

0,001 82,1 28,0
0,010 80,9 27,3
0,050 81,0 26,3

Concentracion de HIDA anadida [mol/I]

0,001 80,3 26,1
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0,010 79,3 26,4
0,050 81,6 27,3

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Segun la presente invencion, cuando un acido iminocarboxilico o una sal del mismo coexisten con una proteina
hemo en una muestra, la proteina hemo puede mantenerse establemente, y por tanto, puede prevenirse un negativo
falso producido por desnaturalizacion y degradacion de hemoglobina en una prueba de sangre oculta fecal. Como
resultado, puede realizarse una prueba de sangre oculta fecal con mas exactitud.
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REIVINDICACIONES

1. Una disolucién de almacenamiento para la estabilizacion de hemoglobina que comprende hemoglobina y acido 3-
hidroxi-2,2'-iminodisuccinico de férmula (2), o una sal del mismo:

?H
CH2—CH — NH — CH — CH

| | [ I
0=C =0 0=C ¢=0 (2)
| | i |
0 0 0 0
X X X X

5 donde X es un atomo de hidrégeno, un metal alcalino o un grupo amonio.

2. Disolucion de almacenamiento segun la reivindicacion 1, en la que la concentracion de acido 3-hidroxi-2,2'-
iminodisuccinico o una sal del mismo entra dentro de un intervalo de 0,001 a 0,200 mol/l.

3. Disolucion de almacenamiento segun la reivindicacion 1, en la que la concentracion de acido 3-hidroxi-2,2'-
iminodisuccinico o una sal del mismo entra dentro de un intervalo de 0,005 a 0,200 mol/l.

10 4. Disoluciéon de almacenamiento segun la reivindicacion 1, en la que la concentracion de acido 3-hidroxi-2,2'-
iminodisuccinico o una sal del mismo entra dentro de un intervalo de 0,050 a 0,200 mol/l.
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