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DESCRIPCION
Método para ensayar la isozima MB de la creatina quinasa y kit para usarse en el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para medir la isozima MB de la creatina quinasa y a un kit para ser usado
en el mismo.

Técnica anterior

La creatina quinasa (abreviada de aqui en adelante en la presente memoria como CK) es una enzima contenida en el
musculo esquelético, musculo cardiaco, musculo liso, cerebro o semejantes, y ejerce un papel importante en relacion
con el metabolismo energético de una célula.

La CK es una proteina dimérica compuesta por dos subunidades, y la subunidad tiene dos clases: tipo M (tipo
muscular, M) y tipo B (tipo cerebral, B). Ademas, mediante la combinacion de las subunidades, existen tres clases de
isozimas de CK; CK-MM que es abundante en el musculo esquelético, CK-MB que es abundante en el musculo
cardiaco, y CK-BB que es abundante en el cerebro. Entre ellas, CK-MB tiene una alta especificidad para el musculo
cardiaco, y se libera de las células del musculo del corazén y fluye en la sangre, cuando se produce dafio miocardico.
Por lo tanto, CK-MB es un item importante en el examen clinico como un marcador de afio miocardico (infarto de
miocardio).

Como una medida cuantitativa de CK-MB, se conoce un método de inhibicién inmunolégico para medir la "actividad
enzimatica", una turbidimetria latex para medir la "cantidad de proteina", un método de inmunoensayo electroquimico
con luminiscencia o semejantes, y también se ha mostrado "un método electroforético” como técnica para analizar la
isozima.

Entre estos métodos, el método de inhibicién inmunolégico se usa generalmente porque el método puede hacer la
medicion usando un analizador automatizado de uso general. Sin embargo, cuando CK-BB o semejantes esta
contenida en una muestra que se va a ensayar, también se mide en el método una actividad de la CK-BB o semejantes,
y la especificidad para medir CK-MB en la muestra es entonces baja. Por lo tanto, el método tiene un problema ya que
no puede obtenerse por el método un valor de medicion correcta de CK-MB. El método de inmunoensayo
electroquimico con luminiscencia es un método capaz de medir especificamente CK-MB sin estar influido por CK-BB,
sin embargo, el método tiene problemas tales como el requerimiento de un equipo de medicion especial, y los reactivos
que se van a usar son costosos y semejantes. Ademas, el método electroforético no se utiliza para el propdsito de la
medicion cuantitativa de CK-MB, debido a la falta de rapidez, cuantitativamente inferior y semejantes.

Por otra parte, la turbidimetria latex que mide una cantidad de proteina es un método para cuantificar CK-MB como
una cantidad de proteina por un método inmunolégico usando un anticuerpo monoclonal especifico para CK-MB. Este
método es capaz de llevar a cabo la medicion usando un analizador automatizado de uso general, y tiene una mayor
precision comparado con el método de inhibicion inmunolégico que mide una actividad enzimatica, y el método tiene
una especificidad excelente para CK-MB, y asi, se ha dicho que es un método capaz de monitorizar correctamente la
cantidad de CK-MB liberada.

En la practica, sin embargo, cuando se mide el valor de CK-MB de una muestra de ensayo en la que coexiste CK-BB
por la turbidimetria latex convencional, también se midié CK-BB (riesgo de valor falso alto), y ha habido un caso en el
que no se ha obtenido el valor de la medicién correcta de CK-MB. Como una causa, se consideré que una parte del
anticuerpo anti-CK-MB que se us6 podria haberse unido (reaccionado de manera cruzada) también a CK-BB en la
muestra.

De acuerdo con esto, para evitar este problema, se desarrollé un anticuerpo anti-CK-MB que no se une a CK-MM ni a
CK-BB, y se ha propuesto la turbidimetria latex usando este (BIBLIOGRAFIA DE PATENTES 1). Este método consiste
en que un primer anticuerpo anti-CK-MB que tiene especificidad como se ha descrito anteriormente y el anticuerpo se
inmoviliza en una particula de latex, y un segundo anticuerpo anti-CK-MB que se une a un epitopo diferente del del
primer anticuerpo anti-CK-MB inmovilizado en la particula de latex y también tiene la especificidad descrita
anteriormente se hacen reaccionar con CK-MB en una muestra para medir cualquier incremento en la agregacion que
resulta de la reaccidon antigeno-anticuerpo. En la practica, sin embargo, incluso cuando se mide CK-MB por este
método, hubo un caso en el que se obtuvo un valor falso alto.

Otro método de mediciéon por la turbidimetria latex incluye un método usando particulas de latex que tienen
inmovilizado un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a CK-MB acto seguido, y particulas de latex que
tienen inmovilizado un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a CK-BB acto seguido (BIBLIOGRAFIA DE
PATENTES 2). Este método es el que pretende evitar la influencia de CK-BB en la mediciéon de CK-MB mediante la
regulacion del tamafio de particula de la particula de latex. Incluso con este método, sin embargo, no fue posible evitar
suficientemente una influencia de CK-BB en la medicion de CK-MB.

Lista de citas
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Bibliografia de patentes

BIBLIOGRAFIA DE PATENTES 1: JP-B-2774875
BIBLIOGRAFIA DE PATENTES 2: JP-A-2013-125005
Compendio de la invencion

Problema técnico

Como se ha descrito anteriormente, en los métodos convencionales para medir CK-MB mediante la medicién de la
cantidad de proteina fue dificil medir especificamente CK-MB evitando una influencia de CK-BB. Como la causa, se
supuso que como la especificidad del anticuerpo anti-CK-MB podria ser insuficiente, el anticuerpo anti-CK-MB
reacciona de manera cruza no solo con CK-MB sino también algo con CK-BB (surgimiento de un valor falso alto).

De acuerdo con esto, la presente invencién se ha realizado a la vista de las circunstancias tales como se han descrito
anteriormente, y un objeto es proporcionar un método para medir especificamente CK-MB evitando una influencia de
CK-BB.

Solucién al problema

La presente invencion se ha realizado para el propodsito de resolver los problemas descritos anteriormente, y
comprende la siguiente composicion.

(1) Un método para medir CK-MB en una muestra, en el orden segun se reivindica, que comprende:

1) una etapa para hacer reaccionar la muestra con un primer anticuerpo frente a CK-MB, un segundo anticuerpo
frente a CK-MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo, y un anticuerpo anti-
CK-B que reconoce una region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la
subunidad B de la creatina quinasa, en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reacciona no solo con
CK-MB sino también con una isozima BB de la creatina quinasa (de aqui en adelante en la presente memoria
abreviada como CK-BB) (etapa 1);

2) una etapa para medir un cambio éptico generado por la reaccion (etapa 2); y

3) una etapa para determinar una cantidad de CK-MB en la muestra sobre la base del resultado obtenido en la
etapa 2 (etapa 3).

(2) Un método para evitar una influencia de CK-BB en la medicion de CK-MB con un primer anticuerpo frente a CK-
MB y un segundo anticuerpo frente a CK-MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer
anticuerpo, en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con
CK-BB, que comprende tratar una muestra con un anticuerpo anti-CK-B que reconoce una regién del aminoacido 1 al
100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de CK.

(3) Un kit para medir CK-MB que comprende un primer anticuerpo frente a CK-MB, un segundo anticuerpo frente a
CK-MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo, en donde el primer anticuerpo y el
segundo anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con CK-BB, y un anticuerpo anti-CK-B que reconoce
una region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de CK.

Los presentes inventores han encontrado que cuando un anticuerpo que reconoce una region especifica de la
subunidad B de CK (anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion) coexiste en el sistema de medicion de
CK-MB basado en el método convencional para medir la cantidad de proteina, la medicién de CK-MB puede llevarse
a cabo con alta precision y alta sensibilidad evitando una influencia de CK-BB en la muestra, y ha completado asi la
presente invencion.

Efectos ventajosos de la invencion

Segun la presente invencion, puede evitarse (suprimirse) una influencia de CK-BB coexistente en la muestra en el
valor de la medicion (surgimiento de valor falso alto) en la medicién de CK-MB; y la medicion de CK-MB puede llevarse
a cabo con una mayor precision y con una mayor sensibilidad. Ademas, segun el método de la presente invencion,
como la medicion cuantitativa de la proteina CK-MB usa un analizador automatizado de uso general, no es necesario
el uso de equipo especial.

Ademas, el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion es el que evita una influencia de CK-BB en la
medicién de CK-MB. De acuerdo con esto, la presente invencion proporciona un método para evitar una influencia de
CK-BB en el momento de la medicion de CK-MB.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra un patron electroforético obtenido usando MADb frente a CK-BB (producido por Meridian Life Science,
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Inc.) como el anticuerpo anti-CK-B, en el Ejemplo 2.

La Fig. 2 muestra un patrén electroforético obtenido usando anticuerpo monoclonal CKBB (producido por Roche
Diagnostics K.K.) como el anticuerpo anti-CK-B, en el Ejemplo 2.

Descripcion de realizaciones

El método para medir CK-MB de la presente invencion es "Un método para medir CK-MB en una muestra, que
comprende:

(1) una etapa para hacer reaccionar la muestra con un primer anticuerpo frente a la isozima MB de la creatina quinasa
(abreviada de aqui en adelante en la presente memoria como CK-MB), un segundo anticuerpo frente a CK-MB que
reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo, en donde el primer anticuerpo y el segundo
anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con una isozima BB de la creatina quinasa (abreviada de aqui
en adelante en la presente memoria como CK-BB), y un anticuerpo anti-CK-B que reconoce una region del aminoacido
1 al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de la creatina quinasa (etapa 1);

(2) una etapa para medir un cambio 6ptico generado por la reaccion (etapa 2); y

(3) una etapa para determinar una cantidad de CK-MB en la muestra sobre la base del resultado obtenido en la etapa
2 (etapa 3)."

Esto es, en el método de la presente invencion, el anticuerpo anti-CK-B de la presente invencién se afiade a un método
para medir CK-MB usando dos clases de anticuerpos anti-CK-MB, y de esta manera puede evitarse una influencia de
CK-BB, y como resultado, CK-MB puede medirse especificamente.

En cuanto a un principio de mediciéon de que puede evitarse una influencia de CK-BB por la presente invencion, los
presentes inventores han inferido lo siguiente.

La CK-MB es un heterodimero de una subunidad My una subunidad B. La CK-BB es un homodimero de la subunidad
B.

En el caso en el que CK-MB y CK-BB coexistan en la muestra, cuando la muestra se pone en contacto con el anticuerpo
anti-CK-B implicado en la presente invencion, el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion se une a la
subunidad B de CK-MB y también a la subunidad B de CK-BB en la muestra. De acuerdo con esto, es concebible que
el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, que esta unido a la subunidad B de CK-BB, inhiba la unién
del primer anticuerpo o del segundo anticuerpo con CK-BB. En consecuencia, se considera que en el método para
medir CK-MB implicado en la presente invencion, se evita una influencia de CK-BB presente en la muestra, y CK-MB
puede medirse especificamente y con alta precision.

El primer anticuerpo frente a CK-MB implicado en la presente invencién (de aqui en adelante en la presente memoria,
puede abreviarse simplemente como "el primer anticuerpo") incluye un anticuerpo que reconoce tanto la subunidad M
como la subunidad B de CK-MB.

El segundo anticuerpo frente a CK-MB implicado en la presente invenciéon (de aqui en adelante en la presente
memoria, puede abreviarse simplemente como "el segundo anticuerpo") incluye un anticuerpo que reconoce tanto la
subunidad M como la subunidad B de CK-MB, pero reconoce un epitopo diferente del que reconoce el primer
anticuerpo.

El anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién incluye un anticuerpo que reconoce una region del
aminoacido 1 (esto es, aminoacido N-terminal) al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la
subunidad B de CK. Esto es, solo el anticuerpo anti-subunidad B, que reconoce la subunidad B de CK 'y reconoce una
region especifica en la region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la subunidad B, puede conseguir un
efecto ventajoso de la presente invencion.

Debe indicarse que, en cuanto al anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién, es mas preferible el que
reconoce una estructura tridimensional (conformacion) de una region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de
la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de CK nativa.

La secuencia de aminoacidos de la region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos
de la subunidad B de CK es especificamente una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.

Debe indicarse que, la secuencia de aminoacidos completa de la subunidad B de CK se conoce publicamente (NCBI
Secuencia de Referencia: NP_001814.2, SEQ ID NO: 2 en la presente descripcion).

De aqui en adelante en la presente memoria, el primer anticuerpo implicado en la presente invencion, el segundo
anticuerpo implicado en la presente invencion, y el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion pueden
abreviarse colectivamente y simplemente como "el anticuerpo implicado en la presente invencion”.
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Cada anticuerpo implicado en la presente invencion puede ser uno cualquiera siempre que tenga cada propiedad
como se ha descrito anteriormente, y puede ser un producto disponible comercialmente o los preparados
apropiadamente por un método convencional, y cada uno puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo
monoclonal.

En el caso en el que el anticuerpo implicado en la presente invencion sea un anticuerpo monoclonal, su origen no esta
especialmente limitado, y son usables todos de productos disponibles comercialmente o el producido por un método
conocido per se que utiliza una técnica de fusion celular o técnica de recombinaciéon génica o semejantes [Eur. J.
immunol., 6, 511 (1976)], y aquellos que tienen propiedades tales como las descritas anteriormente.

En el caso en el que el anticuerpo implicado en la presente invencion sea un anticuerpo policlonal, su origen no esta
especialmente limitado, e incluye, por ejemplo, los derivados de conejo, rata, ratén, oveja, cabra, caballo o semejantes,
y que tienen propiedades tales como las descritas anteriormente. Pueden usarse productos disponibles
comercialmente o aquellos obtenidos por el método descrito, por ejemplo, en "T. Matsuhashi et. al., Introduction to
Experimental Immunology, 22 ed., 1981, Japan Scientific Society Press", y semejantes.

Ademas, en el anticuerpo implicado en la presente invencion, también estan incluidos el denominado fragmento de
anticuerpo tal como un fragmento Fab obtenido por la digestion parcial con papaina, fragmento F(ab'), obtenido por la
digestion parcial con pepsina, y Fab' obtenido por tratamiento de reduccién del F(ab')..

El anticuerpo implicado en la presente invencién puede obtenerse por un método conocido per se, tal como se ha
descrito anteriormente, pero también pueden usarse productos disponibles comercialmente.

En cuanto a los productos disponibles comercialmente del primer anticuerpo y el segundo anticuerpo, aquellos que
reconocen diferentes epitopos uno del otro, se seleccionan y se usan de aquellos productos disponibles
comercialmente como el anticuerpo anti-CK-MB, y no estan especialmente limitados.

En cuanto al producto disponible comercialmente del anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, el que
reconoce la region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de
CK puede seleccionarse y usarse de los disponibles comercialmente como el anticuerpo anti-CK-B o el anticuerpo
anti-CK-BB. Dicho producto disponible comercialmente incluye, por ejemplo, MADb frente a CK-BB que esta producido
por Meridian Life Science, Inc., anticuerpo monoclonal CKBB que esta producido por Roche Diagnostics K. K.,
anticuerpo monoclonal CK-BB que esta producido por BiosPacific, Inc., anticuerpo CKBB que esta producido por
Fitzgerald 1.I. y semejantes.

El primer anticuerpo y el segundo anticuerpo pueden inmovilizarse (soportarse) en un vehiculo insoluble y usarse. Es
conveniente usar un kit disponible comercialmente que contiene particula de latex con el primer anticuerpo
inmovilizado y particula de latex con el segundo anticuerpo inmovilizado como reactivos constituyentes. Dicho kit
disponible comercialmente incluye, por ejemplo, L-type WAKO CK-MB mass (producido por Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) o semejantes.

En el caso en el que el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se usan mediante la inmovilizacion en el vehiculo
insoluble, como el vehiculo insoluble que se va a usar, puede usarse cualquiera siempre que sea el vehiculo usado
habitualmente en este campo, e incluye como el vehiculo insoluble preferible el preparado a partir de un material tal
como un compuesto polimérico sintético tal como poliestireno, acido poliacrilico, acido polimetacrilico, poliacrilamida,
metacrilato poliglicidilo, polipropileno, cloruro de polivinilo, polietileno, policlorocarbonato, una resina de silicona, y
goma de silicona; sustancias inorganicas tales como vidrio poroso, vidrio esmerilado, alimina, gel de silice, carbdn
activado, y 6xido metalico. Ademas, esos vehiculos pueden usarse en varias formas tales como particula de latex,
lecho, tubo, chip de tipo disco, y microparticula.

Entre los vehiculos insolubles descritos anteriormente, la particula de latex es particularmente preferible desde el punto
de vista de que la modificacion quimica de la superficie del vehiculo segun un propdésito es facil ya que es un vehiculo
artificial, y es dificil que tenga lugar una reaccién no especifica, etc. El material de este no esta especialmente limitado
siempre que se use habitualmente en este campo, e incluye, por ejemplo, particula de latex de tipo estireno tal como
particula de latex de poliestireno, particulas de latex de tipo acido acrilico y semejantes como las preferibles. Debe
indicarse que, entre estas particulas de latex, la particula de latex de poliestireno preparada por polimerizacién por
emulsion sin usar un agente emulsionante es particularmente preferible, porque tiene la propiedad de adsorber sin
problemas proteinas o péptidos debido a tener una fuerte hidrofobicidad en la superficie, y dispersarse de forma
estable en una disolucion incluso en ausencia del agente emulsionante basado en la repulsion de cargas negativas
ellas mismas en la superficie. Ademas, también pueden usarse varias particulas de latex modificadas (por ejemplo,
una particula de latex modificada con acido carboxilico producida introduciendo un grupo carboxilo en el poliestireno
descrito anteriormente), particula de latex magnética (una particula de latex encapsulada en una particula magnética)
y semejantes.

Los materiales de la particula de latex que se va a usar para inmovilizar el primer anticuerpo y la particula de latex que
se va a usar para inmovilizar el segundo anticuerpo pueden ser iguales o cada uno diferente, siempre que sean
aquellos como se ha descrito anteriormente.
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Ademas, en cuanto a la particula de latex implicada en la presente invencién, pueden usarse las disponibles
comercialmente, y son preferibles aquellas que tienen una gran area superficial por unidad de peso, porque un
anticuerpo puede soportarse eficientemente. Especificamente, el diametro de particula promedio es habitualmente
0.05 a 2.4 pm, preferiblemente 0.05 a 1.0 ym, y aun mas preferiblemente 0.05 a 0.50 ym.

La particula de latex para inmovilizar el primer anticuerpo y la particula de latex para inmovilizar el segundo anticuerpo
pueden tener el mismo tamafio de particula, o pueden usarse en combinacién aquellas que tienen diferente tamafio
de particula promedio del intervalo descrito anteriormente.

Ademas, las particulas de latex usadas para inmovilizar el primer anticuerpo pueden ser aquellas que tienen el mismo
tamafio de particula o diferente. Las particulas de latex usadas para inmovilizar el segundo anticuerpo también pueden
ser aquellas que tienen el mismo tamano de particula o diferente.

La inmovilizacion del primer anticuerpo y el segundo anticuerpo en el vehiculo insoluble puede llevarse a cabo
poniendo en contacto cada anticuerpo con el vehiculo insoluble, y un método de inmovilizaciéon conocido per se, por
ejemplo, puede usarse un método para la inmovilizacién por anclaje covalente, un método para la inmovilizacién por
adsorcion fisica o semejantes.

La cantidad del primer anticuerpo que se va a soportar en el vehiculo insoluble, y la cantidad del segundo anticuerpo
que se va a soportar en el vehiculo insoluble son diferentes dependiendo del vehiculo, y se prepara para proporcionar
habitualmente 0.5 a 2000 mgAb, y preferiblemente 2 a 500 mgAb, respecto a 1 g del vehiculo. En el caso en el que el
vehiculo sea una particula de latex, es habitualmente 0.5 a 2000 mgAb, y preferiblemente 2 a 500 mgAb, respecto a
1 g de las particulas de latex.

El vehiculo insoluble en el que esta inmovilizado el primer anticuerpo y el vehiculo insoluble en el que esta inmovilizado
el segundo anticuerpo puede ser uno en el que solo esta inmovilizado el primer anticuerpo y uno en el que solo esta
inmovilizado el segundo anticuerpo. O puede ser uno en el que tanto el primer anticuerpo como el segundo anticuerpo
estan inmovilizados en el mismo vehiculo insoluble.

En la presente invencion, el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo pueden usarse como el unido al vehiculo
insoluble. Sin embargo, el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién no se usa como el unido al vehiculo
insoluble. Por ejemplo, cuando el método para medir CK-MB de la presente invencion se lleva a cabo usando la
particula de latex como el vehiculo insoluble, se formara una estructura entrecruzada entre CK-MB en una muestra,
el primer anticuerpo inmovilizado en el latex y el segundo anticuerpo inmovilizado en el latex, y de esta manera se
produce un cambio 6ptico. Sin embargo, aunque el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion se une a
la subunidad B de CK-MB en la muestra, no esta implicado en la formacion de la estructura entrecruzada.

La etapa 1 del método para medir CK-MB de la presente invencion es una etapa para hacer reaccionar la muestra que
contiene CK-MB con el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo, y el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion.

En la etapa 1, es suficiente para una disolucién obtenida eventualmente que contiene la muestra, el primer anticuerpo,
el segundo anticuerpo y el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, sin embargo, es preferible que el
anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién se afiada antes de que la muestra se ponga en contacto y
reaccione con al menos uno del primer anticuerpo y segundo anticuerpo. En otras palabras, es preferible que la
muestra se ponga en contacto con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion previamente, y después
se ponga en contacto con el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo.

En la etapa 1, en muchos casos, el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo y el anticuerpo anti-CK-B implicado en
la presente invencion se usan en forma de disolucion suspendiéndolos en una disolucion de tampdn o semejante. La
disoluciéon de tampdn que se va a usar para preparar dicha disolucién de reactivo no esta especialmente limitada,
siempre que sea la que se usa habitualmente en esta campo, € incluye la que tiene accién tamponadora a un valor
cercano a la neutralidad que tiene un pH de habitualmente 5.0 a 10.0, y preferiblemente 6.5 a 8.5. Especificamente,
incluye, por ejemplo, una disolucidon de tampdén HEPES, una disolucion de tampén de acido bérico, una disolucion de
tampodn Tris, una disolucién de tampdn de acido fosférico, una disolucidon de tampdn Veronal, una disolucién de tampdn
Good o semejantes. Ademas, la concentracion de agente tamponador de dicha disolucion de tampdn se selecciona
segun sea apropiado de un intervalo de habitualmente 10 a 1000 mM, y preferiblemente 10 a 300 mM.

Ademas, en el caso de usar un kit disponible comercialmente tal como se ha descrito anteriormente que contiene la
particula de latex con el primer anticuerpo inmovilizado o la particula de latex con el segundo anticuerpo inmovilizado
como un reactivo constituyente, puede usarse una disolucion tampon incluida en el kit.

Cuando la medicion se lleva a cabo usando un primer reactivo que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la
presente invencion y un segundo reactivo que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo mediante un
sistema de dos reactivos como se describira después, el pH del primer reactivo es preferiblemente aproximadamente
pH 6.0 a 8.0 en consideracion de la estabilidad. Teniendo en consideracion la estabilidad, el pH del segundo reactivo
es preferiblemente aproximadamente 6.0 a 8.0 asi como el primer reactivo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2708 781 T3

Cuando una disoluciéon de reactivos se prepara suspendiendo el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion en la disolucion de tampdn como se ha descrito anteriormente, la concentracion del anticuerpo anti-CK-B
implicado en la presente invencién en la disoluciéon de reactivos puede tener un nivel que proporcione un intervalo de
concentracion objetivo cuando la muestra se mezcla con la disolucién que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado
en la presente invencion. Por ejemplo, puede ser 0.1 a 200 ug de Ab/mL, preferiblemente 0.5 a 50 pg de Ab/mL, mas
preferiblemente 1 a 40 ug de Ab/mL, y ademas preferiblemente 1 a 20 ug de Ab/mL. Esto es, el limite inferior es
0.1 ug de Ab/mL, preferiblemente 0.5 ug de Ab/mL, y mas preferiblemente 1 ug de Ab/mL. Ademas, el limite superior
de la misma es 200 ug de Ab/mL, preferiblemente 50 ug de Ab/mL, mas preferiblemente 40 ug de Ab/mL, y ademas
preferiblemente 20 pg de Ab/mL.

Ademas, la concentracion del primer anticuerpo y/o del segundo anticuerpo en la disolucion de reactivos, donde el
primer anticuerpo y/o el segundo anticuerpo se suspenden en la disolucion de tampdon como se ha descrito
anteriormente, es diferente dependiendo de la concentracion de CK-MB que se va a medir, y es habitualmente 0.4 a
4200 pg/mL, preferiblemente 2 a 4200 ug/mL, y mas preferiblemente 2 a 420 pg/mL.

Ademas, el contenido de cada uno de los vehiculos insolubles en la disolucion de reactivos, donde el vehiculo insoluble
con el primer anticuerpo inmovilizado y el vehiculo insoluble con el segundo anticuerpo inmovilizado se suspenden en
la disolucién de tampdn como se ha descrito anteriormente, es diferente dependiendo del tipo de vehiculo que se va
a usar, y es habitualmente 0.001 a 10 % en plv, y preferiblemente 0.005 a 5 % en p/v. Cuando el vehiculo es la
particula de latex, es habitualmente 0.1 a 10 % en p/v, y preferiblemente 0.2 a 5 % en p/v.

Debe indicarse que, la disolucién que contiene el anticuerpo implicado en la presente invenciéon puede contener
ademas un sensibilizador, un tensioactivo, un conservante (por ejemplo, azida de sodio, acido salicilico, acido benzoico
0 semejantes), un agente estabilizante (por ejemplo, albumina, globulina, gelatina soluble en agua, azlcares o
semejantes), un activador, un agente para evitar una influencia de sustancias coexistentes, o el usado en este campo
que no inhiba la estabilidad del agente coexistente y no inhiba una reacciéon antigeno-anticuerpo. Ademas, los
intervalos de concentracion de estos reactivos y semejantes también pueden seleccionarse apropiadamente del
intervalo de la concentracion y semejantes usados cominmente en el método de medicion conocido per se.

En la etapa 1, cuando la muestra se pone en contacto/se hace reaccionar con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la
presente invencion, la concentracion del anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién en la disolucién de
reaccion puede ser cualquier concentracion que sea capaz de evitar una influencia de CK-BB en la medicién de CK-
MB mediante la supresién/evitacion de la reaccion del anticuerpo anti-CK-MB con CK-BB en la muestra. Por ejemplo,
puede ser 0.1 a 200 ug de Ab/mL, preferiblemente 0.5 a 50 pg de Ab/mL, mas preferiblemente 1 a 40 ug de Ab/mL, y
ademas preferiblemente 1 a 20 ug de Ab/mL. Esto es, el limite inferior es 0.1 ug de Ab/mL, preferiblemente 0.5 ug de
Ab/mL, y mas preferiblemente 1 uyg de Ab/mL. Ademas, el limite superior de la misma es 200 ug de Ab/mL,
preferiblemente 50 pg de Ab/mL, mas preferiblemente 40 ug de Ab/mL, y ademas preferiblemente 20 pg de Ab/mL.

Cuando la muestra se pone en contacto/se hace reaccionar con el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo en la
etapa 1, la concentracion del primer anticuerpo y del segundo anticuerpo en la disolucién de reaccion al comienzo de
la reaccion puede ser diferente dependiendo de la concentracion de CK-MB en la muestra, y no esta especialmente
limitada, y es habitualmente 0.1 a 1000 ug de Ab /mL, preferiblemente 0.5 a 1000 ug de Ab/mL, y mas preferiblemente
0.5 a 100 pyg de Ab/mL.

Ademas, en el caso de usar la particula de latex como el vehiculo insoluble, y en el momento en el que la muestra se
pone en contacto/se hace reaccionar con el latex con el primer anticuerpo inmovilizado y el latex con el segundo
anticuerpo en la etapa 1, la concentracion del latex en la disolucion de reaccion es 0.01 a 3 % en plv, y preferiblemente
0.01 2 1.2 % en plv.

Ademas, el pH en el momento de la reaccién del anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, el primer
anticuerpo y el segundo anticuerpo no esta especialmente limitado, siempre que esté en un intervalo que no suprima
la reaccion antigeno-anticuerpo, e incluye un intervalo de habitualmente pH 6.0 a 10.0, y preferiblemente 6.0 a 8.0. La
temperatura en el momento de la reaccién tampoco esta especialmente limitada, siempre que esté en un intervalo que
no suprima la reaccion antigeno-anticuerpo, € incluye un intervalo de habitualmente 10 a 50 °C, y preferiblemente 20
a 40 °C. Como el tiempo de reaccién de la misma es diferente dependiendo del anticuerpo implicado en la presente
invencion que se va a usar y las condiciones de la reaccion tales como pH y temperatura, pueden someterse a una
reaccion durante aproximadamente 1 a 60 minutos, y preferiblemente durante aproximadamente 1 a 15 minutos
dependiendo de cada condicién de la reaccion.

Los métodos especificos de la etapa 1 incluyen, por ejemplo, los descritos a continuacion.

(i) Un método en el que se preparan una disolucion que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion, y una disolucion que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo, y se mezclan con una muestra
en el orden de la disolucién que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, y después la
disolucién que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo (sistema de dos reactivos);

(i) Un método en el que se preparan una disolucion que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion, una disolucidon que contiene el primer anticuerpo, y una disolucién que contiene el segundo anticuerpo, y
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después una muestra se mezcla con la disolucién que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion, la disolucion que contiene el primer anticuerpo, y la disolucion que contiene el segundo anticuerpo se
mezclan con esta en orden (el orden en el que la disolucién que contiene el primer anticuerpo y la disoluciéon que
contiene el segundo anticuerpo se afiaden no esta predeterminado, y pueden afiadirse en cualquier orden); y

(iii) Un método en el que se prepara una disolucidon que contiene el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo, y
anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, y estos componentes se hacen reaccionar a la vez mezclando
la disolucion con la muestra.

Entre estos métodos descritos anteriormente, el método (i), esto es, un método en el que se hace reaccionar la muestra
que contiene CK-MB con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, y después se hace reaccionar
con el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo es preferible, en consideracion del caso en el que la medicién se
lleva a cabo usando un analizador automatizado, y la eficiencia del trabajo de la medicion, etc.

Debe indicarse que, una disolucién de pretratamiento para una muestra tal como un agente que evite una influencia
de materiales coexistentes en la muestra puede ponerse en contacto con la muestra antes de que la muestra se ponga
en contacto con el anticuerpo implicado en la presente invencion.

Ademas, en uno cualquiera de los reactivos que constituyen un kit disponible comercialmente para medir CK-MB
usando el anticuerpo anti-CK-MB que se usa habitualmente en el campo del Examen Clinico, el anticuerpo anti-CK-B
implicado en la presente invencion puede estar presente y usarse, de manera que se consiga cualquiera de los estados
descritos anteriormente.

La etapa 2 del método para medir CK-MB de la presente invencién es una etapa para medir un cambio 6ptico generado
por la reaccién de la etapa 1.

En esta etapa 2, la mediciéon del cambio éptico generado por la reaccion puede llevarse a cabo segun el método de
medicién usando el anticuerpo anti-CK-MB conocido per se.

El cambio 6ptico incluye cambio en absorbancia, cambio en turbidez, cambio en la intensidad de la luz dispersada o
semejantes.

La medicion del cambio 6ptico significa medir el cambio 6ptico que se produce como consecuencia de la agregacion
inmune, e incluye especificamente, un método de aglutinacion inmune tal como una inmunoturbidimetria, y una
nefelometria inmunolégica. Estos métodos de medicion pueden llevarse a cabo segun un método conocido per se.
Por ejemplo, en el caso de usar la inmunoturbidimetria, puede llevarse a cabo segun el método descrito en "Outline of
Clinical Examination Methods", 30? ed., Kanehara & Co., Ltd., p. 853-854" o semejantes; y en el caso de usar la
nefelometria inmunoldgica, puede llevarse a cabo segun el método descrito en "Outline of Clinical Examination
Methods", 30? ed., Kanehara & Co., Ltd., p. 851-853" 0 semejantes.

Entre ellos, es preferible la mediciéon por la inmunoturbidimetria, y particularmente es preferible la turbidimetria latex
usando la particula de latex desde el punto de vista de que tiene una alta sensibilidad en la medicién; puede medirse
usando un analizador automatizado de uso general; es conveniente; y es capaz de tener ademas efectos ventajosos
de la presente invencion.

En el caso en el que el método de medicion de la presente invencion se lleve a cabo segun la turbidimetria latex,
puede llevarse a cabo segun las condiciones de medicién (por ejemplo, longitud de onda de la medicién y semejantes)
y la operacion de la medicion del método para medir CK-MB por la turbidimetria latex conocido per se, excepto en que
el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion se pone en contacto y se mezcla con una muestra.

En el caso en el que la medicion de CK-MB se lleve a cabo por la turbidimetria latex, la longitud de onda para la
medicion de la absorbancia es habitualmente 340 a 880 nm, y preferiblemente 540 a 800 nm. En el caso en el que la
medicion se lleve a cabo por dos longitudes de onda, puede medirse con una longitud de onda principal a
aproximadamente 540 nm, y una sublongitud de onda a aproximadamente 800 nm.

El cambio 6ptico implicado en la presente invencion puede determinarse, por ejemplo, como sigue:

(1) Después de empezar la reaccion del vehiculo insoluble con el primer anticuerpo inmovilizado y el vehiculo insoluble
con el segundo anticuerpo inmovilizado con CK-MB, la medicion optica de la disoluciéon de reaccion se lleva a cabo
dos veces al intervalo apropiado, y la diferencia de los dos valores de la medicion se define como cambio 6ptico
(método del punto final).

(2) La tasa de cambio 6ptico (particularmente, la tasa de cambio maximo del mismo) de la disolucidon de reaccion
después de empezar la reaccion del vehiculo insoluble con el primer anticuerpo inmovilizado y el vehiculo insoluble
con el segundo anticuerpo inmovilizado con CK-MB se define como el cambio en la absorbancia (método diferencial).

La medicién del cambio en la absorbancia, cambio en la turbidez o cambio en la intensidad de la luz dispersada puede
llevarse a cabo manualmente, como parte de la rutina. Adicionalmente, como el método de la presente invencion es
aplicable a un sistema de medicién usando un analizador automatizado, la medicion puede llevarse a cabo usando un
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equipo bioquimico tal como un analizador automatizado, y un espectrofotdmetro, y una maquina nefelométrica
especializada tal como un nefeldmetro laser. La operacion detallada puede llevarse a cabo segun el manual de cada
dispositivo.

Las combinaciones de reactivos en el caso de llevar a cabo la medicién manualmente o usando un analizador
automatizado no estan especialmente limitadas, y pueden determinarse apropiadamente segun el entorno del
analizador automatizado que se va a aplicar, otros factores y semejantes.

En el caso en el que la etapa 2 del método para medir CK-MB implicado en la presente invencion se lleve a cabo
usando, por ejemplo, un kit disponible comercialmente que utiliza un método para medir CK-MB por la turbidimetria
latex y un analizador automatizado de uso general, el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion puede
estar contenido en uno cualquiera de los reactivos constituyentes del kit. Ademas, la medicion comun de CK-MB
usando el analizador automatizado puede llevarse a cabo segun el manual de instrucciones incluido en el kit, excepto
que el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién se pone en contacto o se hace reaccionar con la
muestra simultdneamente o antes de ponerla en contacto con otros anticuerpos.

La etapa 3 del método para medir CK-MB de la presente invencién es "una etapa para determinar una cantidad de
CK-MB sobre la base del resultado obtenido en la etapa 2".

Por ejemplo, la cantidad de CK-MB en la muestra puede calcularse aplicando la cantidad de cambio 6ptico medida en
la etapa 2 a una curva de calibraciéon que muestra la relacion entre la concentracion de CK-MB y la cantidad de cambio
optico que se preparo, por ejemplo, llevando a cabo el mismo método de medicidon usando disoluciones estandar con
concentraciones conocidas de CK-MB como muestras previamente.

Como un ejemplo del método para medir CK-MB de la presente invencion (etapa 1 a etapa 3), el caso en el que el
método descrito anteriormente (i) (un método en el que se preparan una disolucion que contiene el anticuerpo anti-
CK-B implicado en la presente invencion y una disolucidon que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo,
y después estas disoluciones se mezclan con una muestra en el orden de la disolucién que contiene el anticuerpo
anti-CK-B implicado en la presente invencion, y después la disolucion que contiene el primer anticuerpo y el segundo
anticuerpo), llevando a cabo la medicion por inmunoturbidimetria usando la particula de latex se explicara
especificamente como sigue.

En primer lugar, por ejemplo, una muestra en la que se va a medir CK-MB tal como sangre, suero y plasma se pone
en contacto y se mezcla con el primer reactivo que contiene 0.1 a 200 ug de Ab/mL del anticuerpo anti-CK-B implicado
en la presente invencion, y se hace reaccionar habitualmente a 10 a 50 °C, preferiblemente a 20 a 40 °C, durante
habitualmente 1 a 60 minutos, preferiblemente durante 1 a 15 minutos, y mas preferiblemente durante
aproximadamente 5 minutos. Después, la disolucion de reaccion se mezcla con el segundo reactivo que contiene el
primer anticuerpo inmovilizado en la particula de latex y el segundo anticuerpo inmovilizado en la particula de latex, y
se hace reaccionar habitualmente a 10 a 50 °C, preferiblemente a 20 a 40 °C, durante habitualmente 1 a 60 minutos,
preferiblemente durante 1 a 15 minutos, y mas preferiblemente durante aproximadamente 5 minutos. El cambio en la
absorbancia resultante de la disolucién de reaccion generado por la reaccion antigeno-anticuerpo se mide, por
ejemplo, a una longitud de onda de medicion de 340 a 880 nm, y preferiblemente 540 a 800 nm. Separadamente, la
medicion se lleva a cabo de la misma manera usando, por ejemplo, productos estandar de CK-MB de concentraciones
conocidas como muestras para preparar una curva de calibracidon que muestra la relacién entre la concentracion de
CK-MB y la absorbancia, previamente. Después, se determina la concentracion de CK-MB aplicando los valores
medidos obtenidos usando la muestra en la que se va a medir CK-MB a la curva de calibracién para cuantificar de
esta manera CK-MB en la muestra.

Un método para evitar una influencia de CK-BB en la medicién de CK-MB de la presente invencion incluye un método
para tratar la muestra mediante la adicion del anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion a la muestra
que contiene CK-MB. Los ejemplos especificos de los reactivos y el método de tratamiento usados en esta ocasion
incluyen los descritos anteriormente en el método para medir CK-MB en la muestra.

El kit para medir CK-MB de la presente invencion puede ser uno cualquiera que comprenda los reactivos que contienen
el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo y el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion, como
reactivos constituyentes. Una realizacion preferida, un ejemplo especifico y la concentracién o semejantes de cada
constituyente es como se describe en la explicacion descrita anteriormente respecto al método para medir CK-MB de
la presente invencion.

Ademas, los reactivos que contienen el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo, o el anticuerpo anti-CK-B implicado
en la presente invencion pueden ser aquellos en un estado de disolucién tal como una disoluciéon suspendida del
anticuerpo implicado en la presente invencién, el vehiculo insoluble con el primer anticuerpo inmovilizado, el vehiculo
insoluble con el segundo anticuerpo inmovilizado, el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion en una
disolucién tampon apropiada, o pueden ser productos congelados, o productos liofilizados de los mismos. Los
ejemplos especificos de los agentes de tampdn y semejantes que se van a usar para este propdsito, el pH y la
concentracion de los mismos son como se ha descrito anteriormente.

Ademas, a los reactivos contenidos en estos kits se pueden afadir los reactivos usados habitualmente en este campo,
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por ejemplo, un agente de tampon, un sensibilizante, un tensioactivo, un conservante (por ejemplo, azida de sodio,
acido salicilico, acido benzoico o semejantes), un agente estabilizante (por ejemplo, albumina, globulina, gelatina
soluble en agua, azucares o semejantes), un activador, un agente para evitar una influencia de sustancias
coexistentes, o el usado en este campo, siempre que los reactivos no interfieran con la estabilidad del agente
coexistente y no inhiban una reaccién antigeno-anticuerpo. Ademas, los intervalos de concentracion de estos reactivos
y semejantes pueden seleccionarse apropiadamente de los intervalos de concentracion y semejantes usados
habitualmente en el método de medicién conocido per se.

Ademas, en el caso en el que el kit esté compuesto por una pluralidad de disoluciones de reactivos, los reactivos
necesarios para medir los componentes objetivo estan contenidos en cada una de las disoluciones de reactivos. Estos
reactivos pueden estar contenidos estando separados apropiadamente en una cualquiera de las disoluciones de
reactivos, de manera que la reaccion para medir los componentes objetivo empieza en el momento en el que se mezcla
cada una de las disoluciones de reactivos. La concentracion de los reactivos que constituyen estas disoluciones de
reactivos puede seleccionarse apropiadamente de un intervalo usado cominmente en este campo.

Ademas, puede combinarse en el kit un producto estandar de CK-MB para preparar una curva de calibracién que se
va a usar para medir CK-MB. Como el estandar, también puede usarse un producto estandar disponible
comercialmente, o el producido segin un método conocido publicamente.

Ademas, en el kit de la presente invencién, puede incluirse un manual etc. para uso en el método para medir CK-MB.
El "manual" significa el manual de instruccion, el prospecto, o folleto (hoja), etc. del kit, en el que se describen
sustancialmente caracteristicas, principios, procedimientos operativos, y procedimientos de determinacion, etc. del
método en forma de texto o por figuras y tablas.

Las realizaciones especificas del kit de la presente invencion incluyen, por ejemplo, la siguiente constitucion:

(1) el que esta constituido por el primer reactivo que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion, y un segundo reactivo que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo,

(2) el que esta constituido por el primer reactivo que contiene el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion, el segundo reactivo que contiene el primer anticuerpo, y un tercer reactivo que contiene el segundo
anticuerpo, o

(3) el que esta constituido por un reactivo que contiene el primer anticuerpo, el segundo anticuerpo y el anticuerpo
anti-CK-B implicado en la presente invencion.

La muestra implicada en la presente invencion puede ser una cualquiera que contenga CK-MB, e incluye
especificamente fluido corporal, por ejemplo, sangre, plasma, suero, fluido sinovial, fluido pleural, fluido linfatico, fluido
espinal o semejantes, y orina, heces, saliva o semejantes, y entre ellos, se incluye como preferible suero, plasma o
semejantes.

De aqui en adelante en la presente memoria, la presente invencion se explicara mas especificamente en referencia a
los Ejemplos, pero la presente invencion no debe estar limitada de ninguna manera por estos Ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1

La medicion se llevo a cabo usando L-type Wako CK-MB mass (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
que es un kit disponible comercialmente para medir CK-MB, y segun la descripcién en un documento adjunto del kit,
como sigue.

El kit descrito anteriormente es el que se va a usar en el método para medir CK-MB por la turbidimetria latex usando
los dos tipos de particulas de latex, en el que dos tipos de anticuerpos anti-CK-MB que tienen un diferente determinante
antigénico se inmovilizaron en cada particula de latex.

(1) Preparacion la muestra de CK-BB

Se afnadié CK-BB purificada derivada de cerebro humano (Meridian Life Science, Inc.) a suero humano de manera
que se obtuvieron 400 ng/mL o 2000 ng/mL, y se usaron como las muestras de CK-BB.

(2) Preparacion del primer reactivo

Como un anticuerpo anti-CK-B, MADb frente a CK-BB (Meridian Life Science, made Inc.) o anticuerpo monoclonal CKBB
(producido por Roche Diagnostics Co., Ltd.), que era anticuerpo monoclonal anti-CK-BB de ratéon disponible
comercialmente, se afiadié a una disolucién de tampdn incluida en el kit para preparar disoluciones de tampén que
contenian anticuerpo (los primeros reactivos) teniendo cada una la concentracion de 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, y
160 pg/mL.
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Debe indicarse que, cuando la muestra de CK-BB y el primer reactivo se mezclan, cada una de la concentracion del
anticuerpo anti-CK-B en cada una de las disoluciones de reaccion son 0, 1.2, 2.3, 4.9, 9.4, 18.8, 37.5, 75, 150 pg/mL,
respectivamente.

(3) Segundo reactivo

La disolucion de reactivo de latex incluida en el kit se us6 como el segundo reactivo. La disolucién de reactivo de latex
contiene dos tipos de particulas de latex, donde dos tipos de anticuerpos anti-CK-MB que tienen diferente epitopo de
reconocimiento se inmovilizaron en cada particula de latex.

(4) Medicion de CK-MB (método de 2 puntos finales)

Usando el autoanalizador Hitachi 7170 (fabricado por Hitachi High-Technologies Corp.), se llevé a cabo la siguiente
medicion.

Esto es, se mezclaron 150 pL del primer reactivo preparado en (2) descrito anteriormente con 10 yL de una muestra
de CK-BB preparada en (1) descrito anteriormente, y después de incubar a 37 °C durante 5 minutos, se afiadieron
50 pL del segundo reactivo, y se incubd durante 5 minutos mas. Se midio el cambio en la absorbancia a 660 nm de
30 segundos a 5 minutos después de afadir el segundo reactivo.

Como un control, se midid CK-MB en la misma muestra usando el mismo reactivo y el mismo instrumento de medicion
por el mismo método, excepto en que se usé una disolucion de tampdn que no contenia el anticuerpo anti-CK-B como
el primer reactivo.

(5) Resultados

Los resultados obtenidos en el caso de usar el primer reactivo que contenia MAb frente a CK-BB como el anticuerpo
anti-CK-B se muestran en la Tabla 1.

La Tabla 1 muestra el valor de medicion obtenido llevando a cabo la medicion de CK-MB usando la muestra de CK-
BB que contenia 400 ng/mL o 2000 ng/mL de CK-BB (valor de medicion de CK-MB), y la relacion del valor de la
medicién de CK-MB obtenido llevando a cabo la medicion de CK-MB usando la muestra de CK-BB respecto a la
concentracion de CK-BB en la muestra de CK-BB usada para la medicion (tasa de cruzamiento con CK-BB).

Tabla 1

Concentracion de | O 1.25 2.5 5 10 20 40 80 160
anticuerpo anti-CK-B
en el primer reactivo

(Mg/mL)
Valor de medicion de CK-MB (ng/mL)

400ng/mL (CK-BB) 186 | 9.7 5.2 3.2 24 22 1.9 2.1 1.9

2000ng/mL (CK-BB) 105.2 | 62.3 321 154 10.3 5.4 3.2 22 1.7

Tasa de cruzamiento con CK-BB

400ng/mL (CK-BB) 46% | 24 % 1.3% 0.8 % 0.6 % 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%

2000ng/mL (CK-BB) | 5.3% | 3.1 % 1.6 % 0.8 % 0.5% 0.3 % 0.2% 0.1 % 0.1 %

En el presente Ejemplo, se midi6 el valor de CK-MB en una muestra que no contenia CK-MB. Sin embargo, segun la
Tabla 1, por ejemplo, se obtuvo un valor de mediciéon de 18.6 ng/mL cuando la medicion de CK-MB se llevé a cabo
usando la muestra que contenia 400 ng/mL de CK-BB y el primer reactivo que no contenia el anticuerpo anti-CK-B
(MAD frente a CK-BB) (el caso en el que la concentracion de adicion del anticuerpo anti-CK-B es 0 ug/mL). Como esta
muestra contiene 400 ng/mL de CK-BB, resulta que CK-BB también se ha medido a una tasa de cruzamiento de 18.6
(ng/mL) /400 (ng/mL) x 100 = aproximadamente 4.6 %, en esta medicion (valor falso alto). De forma similar, cuando
la medicion de CK-MB se llevd a cabo usando la muestra que contenia 2000 ng/mL de CK-BB, y usando el primer
reactivo que no contenia anticuerpo anti-CK-B (MADb frente a CK-BB), la tasa de cruzamiento fue 5.3 %.

Por el contrario, cuando la medicion de CK-MB se llevé a cabo usando el primer reactivo que contenia anticuerpo anti-
CK-B (MADb frente a CK-BB), la tasa de cruzamiento de CK-BB se redujo significativamente. Por ejemplo, cuando la
medicion de CK-MB se llevd a cabo usando el primer reactivo que contenia 5 yg/mL del anticuerpo anti-CK-B (MAb
frente a CK-BB), la tasa de cruzamiento con CK-BB fue 0.8 % en ambos casos del uso de la muestra que contenia
400 ng/mL del mismo o la muestra que contenia 2000 ng/mL del mismo. Esto es, cuando la medicion de CK-MB se
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llevé a cabo usando el primer reactivo que contenia el anticuerpo anti-CK-B (MAb frente a CK-BB), una influencia de
CK-BB sobre la medicion de CK-MB pudo suprimirse significativamente, comparado con el caso de llevar a cabo la
medicion de CK-MB usando el primer reactivo que no contenia el anticuerpo anti-CK-B (MADb frente a CK-BB).

De forma similar, los resultados en el caso de usar el primer reactivo que contenia el anticuerpo monoclonal CKBB
como el anticuerpo anti-CK-B se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Concentracién | 0 1.25 2.5 5 10 20 40 80 160
de anticuerpo
anti-CK-B en
el primer
reactivo
(Mg/mL)

Valor de medicion de CK-MB (ng/mL)

400ng/mL 18.6 6.5 3.8 1.9 2.0 2.2 1.9 2.1 2.0
(CK-BB)
2000ng/mL 1052 | 51.5 20.8 85 6.5 42 3.0 15 14
(CK-BB)

Tasa de cruzamiento con CK-BB

400ng/mL 4.6 % 1.6 % 1.0% 0.5% 0.5% 0.6 % 0.5 % 0.5% 0.5%
(CK-BB)

2000ng/mL 53 % 26% 1.0% 0.4 % 0.3 % 0.2% 0.2% 0.1 % 0.1 %
(CK-BB)

Como esta claro a partir de los resultados de la Tabla 2, en el caso en el que la medicién de CK-MB se llevé a cabo
usando el primer reactivo que contenia el anticuerpo anti-CK-B (anticuerpo monoclonal CKBB) también, una influencia
de CK-BB pudo suprimirse significativamente, comparado con el caso de llevar a cabo la medicién de CK-MB usando
el primer reactivo que no contenia el anticuerpo anti-CK-B (anticuerpo monoclonal CKBB).

Como los resultados, se ha entendido que una influencia de CK-BB contenida en una muestra se evita mediante la
adicion del anticuerpo anti-CK-B (anticuerpo monoclonal CKBB) al sistema de medicién de CK-MB convencional por
turbidimetria latex, y puede llevarse a cabo la medicion con alta especificidad para CK-MB.

Ademas, aunque no se mostraron los datos, se llevd a cabo una medicién de CK-MB por el método similar como se
ha descrito anteriormente, excepto por el uso del primer reactivo que contenia como un anticuerpo anti-CK-B el
anticuerpo monoclonal CK-BB producido por BiosPacific, Inc. o el anticuerpo CKBB producido por Fitzgerald I. I. Como
resultado, una influencia de CK-BB pudo evitarse significativamente, comparado con el caso de llevar a cabo una
medicién de CK-MB usando el primer reactivo que no contenia estos anticuerpos. De acuerdo con esto, se ha
entendido que una influencia de CK-BB contenida en una muestra se evita, y la medicion con alta especificidad para
CK-MB puede llevarse a cabo afadiendo dicho anticuerpo CK-B (anticuerpo monoclonal CK-BB producido por
BiosPacific, Inc. o anticuerpo CKBB producido por Fitzgerald I. 1.) al sistema de medicion de CK-MB convencional por
turbidimetria latex.

Ejemplo 2

Como se ha confirmado a partir de los resultados del Ejemplo 1 que el uso del anticuerpo anti-CK-B (anticuerpo anti-
CK-B implicado en la presente invencién) usado en el Ejemplo 1 podia evitar la influencia de CK-BB durante la
medicion de CK-MB por turbidimetria latex, un epitopo para estos anticuerpos se confirmé por el siguiente método.

(1) Transferencia Western

Se aplicaron 2 pL de 0.1 mg/mL de CK-BB purificada derivada de cerebro humano (Meridian Life Science, Inc.) a
SuperSep™ (gel de electroforesis, producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.; gel de gradiente 5-20 %) para
llevar a cabo electroforesis SDS-PAGE (a una corriente constante de 25 mA). Después, una fraccion después de la
electroforesis se transfiri6 a una membrana de PVDF por un método de transferencia semiseco.

Se disolvié Block Ace (producido por DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) en PBS-T (disolucién salina tamponada con
fosfato con Tween™ 20, pH 7.4, producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), de manera que se consiguio la
concentracion de 4 % en p/v para preparar una disolucion de bloqueo. La membrana de PVDF descrita anteriormente
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después de la transferencia se sumergié en esta disolucion de bloqueo para llevar a cabo el tratamiento de bloqueo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después, la membrana de PVDF se cortd por cada carril de fraccion, y cada
uno de ellos se sumergio en la nueva disolucion de bloqueo.

Después, como el anticuerpo anti-CK-B, se afiadieron 4 tipos de anticuerpos policlonales anti-CK-BB de conejo
disponibles comercialmente (todos producidos por Abcam plc) incluyendo cada uno un anticuerpo frente a (reconoce)
un antigeno esto es 200aa-300aa (un resto del aminoacido 200 al 300 desde el extremo N en la secuencia de
aminoacidos completa de la subunidad B de CK (SEQ ID NO: 1)), un anticuerpo frente a un antigeno esto es 350aa-
extremo C (un resto del aminoacido 350 al extremo C desde el extremo N), un anticuerpo frente a un antigeno esto es
165aa-357aa (un resto del aminoacido 165 al 357 desde el extremo N), y un anticuerpo frente a un antigeno esto es
1aa-100aa (un resto del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N), a la disolucién de bloqueo donde se sumergio la
membrana de PVDF, y se traté a temperatura ambiente durante 2 horas.

Después de esto, el mismo anticuerpo anti-CK-B que el usado en el Ejemplo 1 (Mab frente a CK-BB o anticuerpo
monoclonal CK-BB, esto es el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion), se afiadié ademas a la
disolucién de bloqueo descrita anteriormente donde se sumergié la membrana, y se sumergié la membrana a 4 °C
toda la noche. Después, la disolucién de bloqueo se reemplazé con una cantidad suficiente de PBS-T, y la membrana
se sumergio en el PBS-T durante 10 minutos, y después la membrana se lavo 3 veces por el método para reemplazar
con PBS-T fresco. La membrana se sumergié en la disolucion de bloqueo fresca, y después se afiadieron
inmunoglobulinas policlonales anti-raton de conejo/HRP (DAKO A/S) a la disoluciéon de bloqueo y se sumergio a
temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion, la membrana se lavé con una cantidad suficiente de PBS-T, y
se emitié luz usando un reactivo de deteccion de transferencia Western ECL™ Prime (sustrato quimioluminiscente
para peroxidasa, producido por GE Healthcare), y se detectdé usando un LAS4000 (fabricado por FUJIFILM
Corporation) durante un periodo de exposicion de 10 segundos.

(2) Resultados

Los resultados obtenidos usando MADb frente a CK-BB como el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencién
se muestran en la Fig. 1, y los resultados obtenidos usando el anticuerpo monoclonal CK-BB como el anticuerpo anti-
CK-B implicado en la presente invencion se muestran en la Fig. 2, respectivamente.

En la Fig. 1y Fig. 2, la posicién de una fraccion electroforética de CK-BB se indica por una marca de flecha.

Ademas, "sin adicion" en la Fig. 1 y Fig. 2 muestra el caso en el que "no se llevé a cabo el pretratamiento de una
fraccion electroforética usando un anticuerpo anti-CK-B de conejo".

Ademas, por ejemplo, "200-300" muestra el resultado de "el caso en el que, después de que la fraccién electroforética
se hizo reaccionar con el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno que es un resto del aminoacido 200 al
300 desde el extremo N de la subunidad B de CK previamente, se hizo reaccionar ademas con el anticuerpo anti-CK-
B implicado en la presente invencion [MAb frente a CK-BB (Fig. 1) o anticuerpo monoclonal CKBB (Fig. 2)]".

"350-C" muestra el resultado de "el caso en el que, después de que la fraccién electroforética se hizo reaccionar con
el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno que es un resto del aminoacido 350 al extremo C desde el
extremo N de la subunidad B de CK previamente, se hizo reaccionar ademas con el anticuerpo anti-CK-B implicado
en la presente invencion [MAD frente a CK-BB (Fig. 1) o anticuerpo monoclonal CKBB (Fig. 2)]".

"165-357" muestra el resultado de "el caso en el que, después de que la fraccion electroforética se hizo reaccionar
con el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno que es un resto del aminoacido 165 al 357 desde el extremo
N de la subunidad B de CK previamente, se hizo reaccionar ademas con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la
presente invencion [MADb frente a CK-BB (Fig. 1) o anticuerpo monoclonal CKBB (Fig. 2)]".

"1-100" muestra el resultado de "el caso en el que, después de que la fraccidn electroforética se hizo reaccionar con
el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno que es un resto del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N
de la subunidad B de CK previamente, se hizo reaccionar ademas con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
invencion [MAb frente a CK-BB (Fig. 1) o anticuerpo monoclonal CKBB (Fig. 2)]".

Como esta claro a partir de la Fig. 1 y Fig. 2, en el caso de "1-100", esto es, solo "en el caso en el que, después de
que la fraccion electroforética se hizo reaccionar con el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno que es
un resto del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la subunidad B de CK previamente, se hizo reaccionar ademas
con el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion [MADb frente a CK-BB (Fig. 1) o anticuerpo monoclonal
CKBB (Fig. 2)]", el grado de tincion de la fraccion se redujo significativamente.

Esto muestra que el anticuerpo anti-CK-B de conejo usado (el anticuerpo anti-CK-B de conejo frente a un antigeno
que es un resto del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la subunidad B de CK) y el anticuerpo anti-CK-B
implicado en la presente invencion [MAb frente a CK-BB y anticuerpo monoclonal CKBB] han competido para el
antigeno (un resto del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la subunidad B de CK).

A partir de los resultados descritos anteriormente, se ha aclarado que el anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente
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invencion (MAb frente a CK-BB y anticuerpo monoclonal CKBB) es un anticuerpo que reconoce la region del
aminodcido 1 al 100 de la subunidad B de CK.

Ejemplo comparativo 1

Se investigo si los anticuerpos que reconocen la region distinta de la "region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo
N" de la subunidad B de CK pueden evitar una influencia de CK-BB en la medicién de CK-MB o no segun el siguiente
método.

(1) Preparacion de la muestra de CK-BB
Se us6 la misma muestra de CK-BB que en el Ejemplo 1.
(2) Preparacion del primer reactivo

Mediante la adicion de anticuerpos anti-CK-B disponibles comercialmente mostrados a continuacién que reconocen
una region diferente unos de otros a una disolucion de tampon incluida en el kit (L-type Wako CK-MB mass), se
prepararon las disoluciones de tampdn que contenian anticuerpo (el primer reactivos) en la concentracion de 5 pg/mL.
El "antigeno" frente a cada anticuerpo se muestra sobre la base de la descripcion respecto a una region del antigeno
en el documento incluido de cada anticuerpo.

Anticuerpo a: un anticuerpo anti-CK-B que reconoce la secuencia de aminoacidos del aminoacido 200 al 300 desde el
extremo N de la subunidad B de CK (anticuerpo policlonal de conejo anti-CK-BB, producido por Abcam pic).

Anticuerpo b: un anticuerpo anti-CK-B que reconoce la secuencia de aminoacidos del aminoacido 350 al extremo C
desde el extremo N de la subunidad B de CK (anticuerpo policlonal de conejo anti-CK-BB, producido por Abcam plc).

Anticuerpo c: un anticuerpo anti-CK-B que reconoce la secuencia de aminoacidos del aminoacido 165 al 357 desde el
extremo N de la subunidad B de CK (anticuerpo policlonal de conejo anti-CK-BB, producido por Abcam pic).

Anticuerpo d: MAb frente a CK-BB (producido por Meridian Life Science, Inc., el anticuerpo anti-CK-B implicado en la
presente invencion usado en el Ejemplo 1).

(3) Segundo reactivo

Se us6 como el segundo reactivo la misma disolucién de reactivo de latex incluida en el kit que la usada en el Ejemplo 1.
(4) Medicion de CK-MB (método de 2 puntos finales)

Usando el mismo equipo que el usado en el Ejemplo 1, y en el mismo método, se llevé a cabo la medicion de CK-MB.
(5) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

La Tabla 3 muestra el valor de la medicion obtenido llevando a cabo la medicion de CK-MB usando la muestra de CK-
BB que contenia 400 ng/mL o 2000 ng/mL de CK-BB (valor de medicion de CK-MB), y la relacion del valor de la
medicién de CK-MB obtenido llevando a cabo la medicion de CK-MB usando la muestra de CK-BB respecto a la
concentracion de CK-BB en la muestra de CK-BB usada para la medicion (tasa de cruzamiento con CK-BB).

Tabla 3

Anticuerpo anti- | Sin adicién a b c d
CK-B

Valor de medicion de CK-MB (ng/mL)

400ng/mL (CK- | 18.6 18.9 18.5 16.1 3.2
BB)
2000ng/mL (CK- | 105.2 106.2 107.1 97.5 15.4
BB)

Tasa de cruzamiento con CK-BB

400ng/mL (CK- | 4.6 % 47 % 46% 4.0% 0.8%
BB)
2000ng/mL (CK- | 5.3 % 5.3 % 5.4 % 49% 0.8%
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BB)

Como esta claro a partir de la Tabla 3, el caso en el que la medicion de CK-MB se llevé a cabo usando el primer
reactivo que contenia los anticuerpos a a ¢, hubo poco cambio en la tasa de cruzamiento con CK-BB, comparado con
el caso en el que la medicion de CK-MB se llevé a cabo usando el primer reactivo que no contenia los anticuerpos a
a c. Solo el caso en el que la medicién de CK-MB se llevé a cabo usando el primer reactivo que contenia el anticuerpo
d (anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencioén), la tasa de cruzamiento con CK-BB se redujo
significativamente.

Como los resultados, se ha entendido que los anticuerpos (anticuerpos a a c) que reconocen la region distinta de la
region desde el aminoacido 1 al 100 desde el extremo N de la subunidad B de CK son incapaces de suprimir una
influencia de CK-BB sobre el sistema de medicion de CK-MB.

Ejemplo 3

Usando L-type Wako CK-MB mass (producido por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) que es el mismo kit disponible
comercialmente para medir CK-MB que el usado en el Ejemplo 1, y segun el método descrito en el documento incluido
en el kit, se llevé a cabo la siguiente medicion.

(1) Medicion de CK-MB segun el método de la presente invencion
1) Muestra de medicion

Se seleccionaron sueros humanos en los que se habia confirmado la presencia de CK-BB de los sueros adquiridos
de VERITAS Corp., NITTOBO Medical Co., Ltd., o International BioScience, Inc., y se usaron como la muestra de
medicion.

2) Preparacion del primer reactivo

El anticuerpo anti-CK-B implicado en la presente invencion (Mab frente a CK-BB o anticuerpo monoclonal CK-BB) se
afadi6 a una disolucion de tampon incluida en el kit, y se preparé la disolucion de tampoén que contenia el anticuerpo
(el primer reactivo) que tenia la concentracion de 5 uyg/mL.

Debe indicarse que, cuando la muestra de medicion y el primer reactivo se mezclaron, la concentracién del anticuerpo
anti-CK-B implicado en la presente invencion en la disolucion de reaccion es 4.7 ug/mL.

3) Segundo reactivo

Se us6 como el segundo reactivo la misma disolucion de reactivo de latex incluida en el kit que la usada en el Ejemplo
1.

4) Medicion de CK-MB (método de 2 puntos finales)

Usando un analizador automatico LABOSPECTO008 (fabricado por Hitachi High-Technologies Corp.), se llevé a cabo
la medicion. En 7 yL de muestra que contenia CK-MB de 1) descrito anteriormente, se mezclaron 100 uL del primer
reactivo preparado en 2) descrito anteriormente, y después de incubar a 37 °C durante 5 minutos, se afadieron 33 pL
del segundo reactivo y se incubo durante 5 minutos mas. Se midié el cambio en la absorbancia a 660 nm de 30
segundos a 5 minutos después de la adicion de la disolucion de reactivo de latex.

Como un control, se midid CK-MB en la misma muestra usando el mismo reactivo y el mismo instrumento de medicion
por el mismo método, excepto por el uso de una disoluciéon de tampdn que no contenia el anticuerpo anti-CK-B
implicado en la presente invencion.

(2) Medicion de CK-MB por el método convencional (método de inmunoensayo electroquimico con luminiscencia)

Usando el reactivo ECLusys CK-MBII (producido por Roche Diagnostics Co., Ltd.) que es un kit para medir CK-MB
por el método de inmunoensayo electroquimico con luminiscencia, y usando Cobas 8000 (producido por Roche
Diagnostics Co., Ltd.), se midié6 CK-MB en la misma muestra.

(3) Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

15



10

15

ES 2708 781 T3

Tabla 4
Turbidimetria latex Inmunoensayo
electroquimico
Sin  adicion  del | Adicion de Mab | Adicion de | con luminiscencia
anticuerpo anti-CK- | frente a CK-BB anticuerpo
B implicado en la monoclonal CK-BB
presente invencion
Muestra de reaccion 1 5.8 ng/mL 3.0 ng/mL 1.9 ng/mL 2.62 ng/mL
Muestra de reaccion 2 | 7.3 ng/mL 3.2 ng/mL 2.0 ng/mL 2.68 ng/mL
Muestra de reaccion 3 | 8.1 ng/mL 1.5 ng/mL 1.1 ng/mL 0.48 ng/mL
Muestra de reaccion 4 | 15.2 ng/mL 8.8 ng/mL 7.9 ng/mL 8.04 ng/mL

En la Tabla 4, en el caso en el que se obtuvo un valor de CK-MB igual a o menor que el valor estandar de referencia
de la cantidad de proteina CK-MB "5.0 ng/mL (citado de Outline of Clinical Examination Methods, 332 edicién)", estos
se mostraron sombreados.

Como esta claro a partir de la Tabla 4, los valores de la medicién obtenidos por el método de la presente invencién
("Adicion de Mab frente a CK-BB" o "Adicion de anticuerpo monoclonal CKBB") son completamente consistentes en
el criterio de punto de corte con el valor de mediciéon obtenido por el método convencional de inmunoensayo
electroquimico con luminiscencia, y se ha entendido que la fiabilidad del valor de medicién obtenido por el método de
la presente invencién es mayor, comparado con los valores de medicion obtenidos por la turbidimetria latex
convencional ("Sin adicion del anticuerpo anti-CK-B").

Aplicabilidad industrial

El método para medir CK-MB de la presente invencién es capaz de medir CK-MB especificamente evitando su
influencia, incluso cuando CK-BB coexiste en la muestra. Ademas, el método para medir CK-MB de la presente
invencion es util ya que puede usarse para medir CK-MB, en el campo del examen clinico, porque es aplicable a un
analizador automatizado de uso general.
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Listado de secuencias
<110> Wako Pure Chemical Industries, Ltd.
<120> Método para detectar CK-MB
<130> F1984WAKOPAT

<150> JP2014-093351
<151>2014-04-30

<160> 2

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211>100

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Pro Phe Ser Asn Ser His Asn Ala Leu Lys Leu Arg Phe Pro Ala
1 5 10 15

Glu Asp Glu Phe Pro Asp Leu Ser Ala His Asn Asn His Met Ala Lys
20 25 30

Val Leu Thr Pro Glu Leu Tyr Ala Glu Leu Arg Ala Lys Ser Thr Pro
35 40 45

Ser Gly Phe Thr Leu Asp Asp Val Ile Gln Thr Gly Val Asp Asn Pro

Gly His Pro Tyr Ile Met Thr Val Gly Cys Val Ala Gly Asp Glu Glu

Ser Tyr Glu Val Phe Lys Asp Leu Phe Asp Pro Ile Ile Glu Asp Arg

His Gly Gly Tyr
100

<210> 2
<211> 381

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Pro Phe Ser Asn Ser His Asn Ala Leu Lys Leu Arg Phe Pro Ala
1 5 10 15

Glu Asp Glu Phe Pro Asp Leu Ser Ala His Asn Asn His Met Ala Lys
20 25 30
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Gly

His

Tyr

Gly

Asn

Arg

130

Cys

Leu

Ser

Phe

Asp

210

Leu

Lys

Thr

Asn

Thr

35

Phe

Pro

Glu

Gly

Leu

115

Val

Ser

Ser

Met

Asp

195

Trp

Val

Gly

Gln

Pro

Pro

Thr

Tyr

Val

Tyr

100

Gln

Arg

Arg

Ser

Thr

180

Lys

Pro

Trp

Gly

Ile

260

His

Glu

Leu

Ile

Phe

85

Lys

Gly

Thr

Gly

Leu

165

Glu

Pro

Asp

val

Asn

245

Glu

Leu

Leu

Asp

Met

70

Lys

Pro

Gly

Gly

Glu

150

Asp

Ala

Val

Ala

Asn

230

Met

Thr

Gly

Tyr

Asp

Thr

Asp

Ser

Asp

Arg

135

Arg

Gly

Glu

Ser

Arg

215

Glu

Lys

Leu

Tyr

Ala

40

vVal

vVal

Leu

Asp

Asp

120

Ser

Arg

Asp

Gln

Pro

200

Gly

Glu

Glu

Phe

Ile
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Glu

Ile

Gly

Phe

Glu

105

Leu

Ile

Ala

Leu

Gln

185

Leu

Ile

Asp

Val

Lys

265

Leu

Leu

Gln

Cys

Asp

90

His

Asp

Arg

Ile

Ala

170

Gln

Leu

Trp

His

Phe

250

Ser

Thr

Arg

Thr

val

75

Pro

Lys

Pro

Gly

Glu

155

Gly

Leu

Leu

His

Leu

235

Thr

Lys

Cys

Ala

Gly

Ala

Ile

Thr

Asn

Phe

140

Lys

Arg

Ile

Ala

Asn

220

Arg

Arg

Asp

Pro

18

Lys

45

val

Gly

Ile

Asp

Tyr

125

Cys

Leu

Tyr

Asp

Ser

205

Asp

Val

Phe

Tyr

Ser

Ser

Asp

Asp

Glu

Leu

110

Val

Leu

Ala

Tyr

Asp

190

Gly

Asn

Ile

Cys

Glu

270

Asn

Thr

Asn

Glu

Asp

95

Asn

Leu

Pro

val

Ala

175

His

Met

Lys

Ser

Thr

255

Phe

Leu

Pro

Pro

Glu

Arg

Pro

Ser

Pro

Glu

160

Leu

Phe

Ala

Thr

Met

240

Gly

Met

Gly



Thr Gly
290

His Glu

305

Gly Thr

Ser Asn

Val val

Gln Gly
370

275

Leu

Lys

Gly

Ala

Asp

355

Gln

Arg

Phe

Gly

Asp

340

Gly

Ala

Ala

Ser

Val

325

Arg

Val

Ile

Gly

Glu

310

Asp

Leu

Lys

Asp

val

295

val

Thr

Gly

Leu

Asp
375

280

His

Leu

Ala

Phe

Leu

360

Leu
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Ile

Lys

Ala

Ser

345

Ile

Met

Lys

Arg

Vval

330

Glu

Glu

Pro

Leu

Leu

315

Gly

Val

Met

Ala

Pro

300

Arg

Gly

Glu

Glu

Gln
380

19

285

Asn

Leu

Vval

Leu

Gln

365

Lys

Leu

Gln

Phe

val

350

Arg

Gly

Lys

Asp

335

Gln

Leu

Lys

Arg

320

Val

Met

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir la isozima MB de la creatina quinasa (de aqui en adelante en la presente memoria abreviada
como CK-MB) en una muestra, que comprende:

(1) una etapa para hacer reaccionar la muestra con un anticuerpo anti-CK-B que reconoce una region del aminoacido
1 al 100 desde el extremo N en la secuencia de aminoacidos de una subunidad B de la creatina quinasa, y después
hacer reaccionar con un primer anticuerpo frente a CK-MB y un segundo anticuerpo frente a CK-MB que reconoce
un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo frente a CK-MB,

en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con una isozima
BB de la creatina quinasa (de aqui en adelante en la presente memoria abreviada como CK-BB) (etapa 1);

(2) una etapa para medir un cambio 6ptico generado por la reaccion (etapa 2); y

(3) una etapa para determinar una cantidad de CK-MB en la muestra sobre la base del resultado obtenido en la
etapa 2 (etapa 3).

2. El método segun la reivindicacién 1, en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reconocen ambos una
subunidad M y la subunidad B de CK-MB.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde la regiéon que va a ser reconocida por el anticuerpo anti-CK-B es la
que tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.

4. El método segun la reivindicacion 1, en donde el cambio 6ptico es cambio en la absorbancia, cambio en la turbidez
o cambio en la intensidad de la luz dispersada.

5. El método segun la reivindicacion 1, en donde el primer anticuerpo y/o el segundo anticuerpo estan inmovilizados
en un vehiculo insoluble.

6. El método segun la reivindicacion 5, en donde el vehiculo insoluble es una particula de latex.

7. Un método para evitar una influencia de CK-BB en la medicion de CK-MB con un primer anticuerpo frente a CK-MB
y un segundo anticuerpo frente a CK-MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo,

en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con CK-BB, que
comprende tratar una muestra con un anticuerpo anti-CK-B que reconoce una regién del aminoacido 1 al 100 desde
el extremo N en la secuencia de aminoacidos de la subunidad B de la creatina quinasa.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde la medicion de CK-MB se lleva a cabo usando un primer anticuerpo
frente a CK-MB y un segundo anticuerpo frente a CK-MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el
primer anticuerpo, y la medicion se ve influida por CK-BB.

9. Un kit para medir CK-MB que comprende a primer anticuerpo frente a CK-MB, un segundo anticuerpo frente a CK-
MB que reconoce un epitopo diferente del reconocido por el primer anticuerpo,

en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reacciona no solo con CK-MB sino también con CK-BB, y un
anticuerpo anti-CK-B que reconoce una region del aminoacido 1 al 100 desde el extremo N en la secuencia de
aminoacidos de la subunidad B de la creatina quinasa.

10. El kit segun la reivindicacion 9, en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo reconocen ambos la
subunidad M y la subunidad B de CK-MB.

11. El kit segun la reivindicacion 9, que comprende un primer reactivo que contiene el anticuerpo anti-CK-B, y un
segundo reactivo que contiene el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo.

12. El kit segun la reivindicacion 9, en donde la region reconocida por el anticuerpo anti-CK-B es la que tiene una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.

13. El kit segun la reivindicacion 9, en donde el primer anticuerpo y/o el segundo anticuerpo estan inmovilizados en un
vehiculo insoluble.

14. El kit segun la reivindicacion 13, en donde el vehiculo insoluble es una particula de latex.
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[Fig. 1]
Antigeno frente a anticuerpo anti-CK-B de conejo
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[Fig. 2]

Antigeno frente a anticuerpo anti-CK-B de conejo
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