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Composition de péroxydase stabilisée, utilisable pour des essais immuno-enzymatiques.

@L’invention concerne une composition de peroxydase
stabilisée, utilisable pour des essais immuno-
enzymatiques.

Cette composition comprend une peroxydase, en parti-
culier un composé conjugué de peroxydase, et un agent
stabilisant constitue par I'acide urique.

Elle peut étre sous forme de solution ou de poudre lyo-
philisée.
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La présente invention concerne une
composition stabilisée d'une -enzyme, utilisable en
particulier dans des dosages immuno-enzymatiques.

Dans Les dosages immuno-enzymatiques qui
sont basés sur des réactions du type
antigéne-anticorps, on utilise un marqueur constitué
par un composé conjugué entre, d'une part, un antigéne,
un hapténe ou un anticorps et, d'autre part, une
enzyme. Des dosages 1immuno-enzymatiques de ce type
sont décrits par exemple dans J. Clin. Chem. Clin.
Biochem., vol.18, 1980, pages 197-208.

Pour ces dosages, il est important de choisir
une enzyme qui conduise & un composé conjugué ayant
une haute activité spécifique permettant de réaliser
des dosages & haute Llimite de détection, mais ayant
par ailleurs, une bonne stabilité au stockage.

De nombreuses enzymes peuvent &tre utilisées
dans ces dosages, mais certaines comme les peroxydases
présentent L'inconvénient de former des composés
conjugués relativement instables, en particulier
4 faible - concentration. Parmi Les peroxydases, Lla
peroxydase de Raifort est Largement employée dans
les composés conjugués des trousses de dosage utilisées
en analyse biologique.

Ces trousses sont commercialisées et Leur
réputation est basée sur La robustesse de Leurs
composants, en particulier <celle de leur traceur
enzymatique. Or, ces trousses sont souvent expédiées,
puis stockées pendant des durées trés variables,
dans des Llieux ou Lla température est rarement
contrdlée. De ce fait, Lles composés de Lla trousse
subissent des chocs thermiques qui peuvent affecter
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Leur stabilité. Aussi, si aucune précaution n'est
prise, Lla  stabilité annoncée de L'enzyme ne se
maintient pas dans Lle composé conjugué qui perd
rapidement son activité enzymatique.

5 Pour pallier cet inconvénient, on a envisagé
d'ajouter au composant de La trousse contenant (e
composé conjugué une dose efficace d'un agent
stabilisant Llactivité de L'enzyme. Les agents
stabilisants wutilisés sont par exempte, L'acide 8-

10 anitino-1-naphtaléne sulfonique, ta gentamicine,
L'amikacine, (a tobramycine et La 4=-aminoantipyrine,
comme il est décrit dans Les documents US-A-4 252 896,
US-A-4 504 579 et EP-A-0 070 992.

La présente invention a pour objet

15 L'utitisation d'un autre agent stabilisant dans des
compositions de ce type utilisables pour des dosages
immuno-enzymatiques.

Seton t('invention, la composition comprend
une peroxydase et une quantité efficace d'un agent

20 stabilisant, et elle se caractérise en ce que L'agent
stabilisant est L'acide urique. )

Dans cette composition, La peroxydase peut
gtre sous forme éLémentaire, ou Lle plus fréquemment
sous La forme de~ composé,-en particulier de composé

25 conjugué constitué d'une molécule de réactif
immunologique choisi parmi les antigénes, les hapténes,
tes anticorps et Leurs fragments, Lié 4 la peroxydase.

La Liaison peut étre une Liaison de
covalence, mais il peut s'agir aussi d'une Lliaison

30réversible.

Dans cette composition, on suppose que
ta stabilité de L'enzyme est obtenue eh retardant
La dégradation du centre actif de t'enzyme.

En effet, La perte d'activit& d'un composé

35conjugué ne provient généralement pas d'une rupture
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de La Liaison enzyme-réactif immunologique (anticorps,
antigéne ou hapténe) établie au cours de la synthése
du conjugué, mais plutdt de perturbations survenant
au niveau du site enzymatique constitué d'un héme
au centre duquel se trouve un atome de fer. Or, on
a trouvé que Ll'acide urique permettait d'éviter Les
perturbations survenant au niveau de ce site
enzymatique.

Les compositions de Lt'invention peuvent
étre sous La forme de solution, par exemple de
solutions de Lta peroxydase ou du composé conjugué
dans un milieu Liquide ou, sous ta forme de poudres
séches obtenues par Lyophilisation d'une solution
de peroxydase ou d'un composé conjugué de peroxydase
dans un milieu Liquide.

Dans tes deux <c¢as, La concentration en
agent stabilisant de La solution finale ou de \a
solution avant Lyophilisation est de préférence de
0,1 mmol/Litre ] 2 mmol/litre, par exemple de
0,5 mmol/Litre & 2 mmol/Litre.

Les milieux Liquides peuvent étre de
différents types, mais on utilise Le pLﬁs souvent
des solutions tampons contenant une protéine du sérum,
par exemple un tampon phosphate contenant du sérum
de boeuf.

La concentration en peroxydase ou en composé
conjugué du milieu Liquide peut varier dans une Llarge
gamme, par exemple de 1 ng/mt a 10 pg/mi.

Dans Le composé conjugué, Le réactif
immunologique peut &tre un antigéne ou un hapténe
choisi par exemple parmi Lles médicaments tels que
Lles analgésiques, Ltes antibiotiques, Les
anticonvulsants, Les agents antidiabétiques, Les
agents antihypertensions, les agents antinéoplasiques,

Les barbiturates, Lles dépresseurs cardiaques, Les
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glycosides cardiaques, Les hattlucinogénes, Ltes
insecticides, Lles agents relaxant des muscles, Lles
stéroides, Lles stimulants, Ltes alcaloides du tabac
et Lles tranquillisants. Ce réactif peut aussi étre
constitud par une protéine du plasma ou une hormone,
par exemple un polypeptide, un stéroide ou d'autres
molécules plus petites.

A titre d'exemple, Les antigénes peuvent
&tre des protéines du sérum telles que Les IgG, IgE,
L'haptoglobine, L'atpha-2H-globuline, L'alpha-FP, et
te CEA (antigéne carcino embryonnaire) ; Les hormones
peuvent étre HCG, HPL, TSH, t'insuline, Les
oestrogénes, La progestérone, Le  cortisol et Lla
thyroxine ; et Les médicaments peuvent @&tre des
barbiturates, des opiates, La méthadone, des
amphé&tamines et ta digoxine.

Le réactif immunologique peut encore étre
constitué par des anticorps des antigénes et hapténes
décrits ci-dessus, ou des énticorps, de certains
pathogénes, en particulier des anticorps monoclonaux
ou Leurs fragments.

Les peroxydases utilisables dans La
composition de L'invention peuvent &tre de différents
types et de différentes origines. On peut utiliser
par exemple Les peroxydases provenanf des plantes,
telles que La peroxydase de Raifort, Les peroxydases
provenant d'animaux vertébrés teties que Les
tactopéroxydases, Les peroxydases provenant de
micro-organismes telle La peroxydase de Pseudomonas.

Seton L'invention, on peut aussi ajouter
3 Lla composition de peroxydase d'autres constituants,
en particulier des protéines sériques, par exemple
du sérum de fetus de veau, du sérum de tapin, du
sérum de porc, des tampons tels que Le tampon tris-

HCL, et éventuellement d'autres agents stabilisants.
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La composition de peroxydase stabilisée
de L'invention peut &tre sous La forme dfune solution
ou d'un produit Lyophilisé comme on L'a vu
précédemment. On peut aussi L'utiliser sur un support
solide tetl qu'un support absorbant. Le support
absorbant peut &tre préparé & partir de papier, de
structure poreuse particulaire, de film polymére
poreux, de cellulose, de fibres de verre, de tissus
tissés et non tissés synthétiques et non synthétiques.

D'autres caractéristiques et avantages
de L'invention apparajtront mieux & ta L(ecture des
exemples suivants donnés bien entendu 4 titre
illustratif et non Limitatif.

Exempte 1 : Composition stabilisée d'un composé

conjugué anti-ACE-peroxydase de Raifort

On prépare cette composition de La facon
suivante.

On traite thermiquement a 55°C pendant
1 heure du sérum de boeuf disponible commercialement
pour éliminer toute activité peroxydative endogéne.
On fittre ensuite Le sérum pour éliminer tout précipité
et on dilue te filtrat avec 0,1 mol/Litre de tampon
phosphate (pH 7,0) pour obtenir une concentration
finale en sérum de boeuf de 10 %. On introduit cette
composition dans 4 séries de flacons différents.
Dans La premiére série de flLacons, on ajoute
2 mmol/Litre d'acide urique ; dans Lla deuxiéme série
de ftacons, on ajoute 1 mmol/lLitre d‘*acide wurigque,
dans ta troisiéme série de flacons, on ajoute
0,5 mmol/Litre d'acide urique. On n'ajoute pas d'acide
urique dans la quatriéme série de flacons.

On ajoute ensuite dans Lles flacons de toutes
tes séries un composé conjugué de peroxydase de Raifort
et d'anticorps anti-ACE de fag¢on & obtenir dans chaque

série des flacons ayant des concentrations en composé
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conjugué de 100 ng/mlL. On filtre Lles solutions &
travers des filtres stériles et on Lles réintroduit
dans des flacons. On fait subir ou non & ces
préparations des contraintes thermiques qui simulent
leur vieillissement.

On utilise ensuite ces solutions de conjugué
dans un test au cours duquel et de fagon simultanée,
dans un tube & essai, un antigéne (100 ul) & forte
ou & faible concentration (standard haut ou standard
bas) est mis a dincuber vis-3-vis d'anticorps anti
CEA fixés sur une phase solide et de solution de
conjugué (200 ul) anti CEA déja préparée.

L'incubation dure 2 heures & 37°C. Aprés
lavage des tubes, on révéle pendant 30 minutes un
mélange substrat contenant un tampon citrate, du
peroxyde d'hydrogéne et de L'o-phényléne diamine.

Aprés cette incubation, on ajoute 1 ml
d'acide oxalique 1M dans chaque tube et on peut mesurer
Ltactivité enzymatique, spectrophotométriquement
sur un analyseur bichromatique & 490 nm.

L'activité enzymatique est exprimée en
pourcentage de ('activité enzymatique d'un flacon
identique conservé & L'obscurité et & 4°C, pendant
la méme durée.

Les résultats obtenus sont donnés dans
Lle tableau 1 qui suit.

Au vu de ces résultats, on constate que
L'acide wurique est trés efficace pour ~maintenir
L'activité enzymatique du composé, bien que celui-ci
ait été stocké dans des conditions trés défavorables.

Exemple 2 : Composition stabilisée d'un composé

conjugué anti-ACE-peroxydase de Raifort.

On suit Le méme mode opératoire que dans
L'exemple 1 pour préparer .une composition de conjugué
anti-ACE-peroxydase de Raifort et déterminer Ll'activité
enzymatique des flacons contenant 1 mmole/litre d'acide

urique aprés stockage pendant &4 jours & 37°C, et
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aprés stockage pendant 4 jours a 37°C puis 2 jours
a -20°¢C.

Les résultats obtenus sont donnés dans
Le tableau 2 qui suit.

Exemple 3 : Composition stabitisée d'un composé

conjugué anti~TSH-peroxydase de Raifort

Dans cet exemple, on prépare comme dans
t'exemple 1 des flacons contenant un tampon phosphate
et du sérum de boeuf et on ajoute dans certains flacons
1 mmote/litre d'acide urique et dans tous tes flacons
un composé conjugué de peroxydase de Raifort et
d'anticorps anti-TSH de fagon a obtenir une
concentration de 30 ng/mt.

On détermine t*activité enzymatique des
flacons comme dans L('exemple 1 aprés un stockage
pendant 14 jours soit 5 jours a 37°C et 9 jours
& -20°¢cC.

Les résultats obtenus sont donnés dans

Le tableau 3 qui suit.
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TABLEAU 1 :
influence de La concentration

conjugué (anti ACE) :
en acide urique

Activité enzymatique (en %)
Conjugué Au jour | Aprés 2j Aprés 2j
condition- 0 a 37°cC a 37°c¢
né dans : puis 2j &

- 20°¢C

Tampon Standard bas 100 87 30
seul standard haut| 100 89 40
Tampon Standard bas 100 100 77
* acide g4 ndard haut| 100 95 92
urique
2mM
Tampon Standard bas 100 100 70
* acide  gi.ndard haut | 100 94 83
urique
TmM
Tampon Standard bas 100 94 77
+ acide
urigque Standard haut | 100 88 79
0,5mM
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TABLEAU 2 :
conjugué (anti ACE) - rdle de l'acide urigue

Activité enzymatique du
conjugué (en %)

Conjugué Au jour Aprés &4 j | Aprés 4 j
condition- 0 4 37°C a 37°C +
né dans : 2j &4 =20°C
Tampon Standard bas 100 42 6

seul standard haut | 100 54 12,5
Tampon Standard bas 100 86 77

* acide  Igi.ndard haut | 100 94 83
urique

TmM
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TABLEAU 3 :

conjugué anti TSH — rdle de t'acide urique

Conjugué

condition-

né dans

Tampon
seul

Tampon
+ acide

urique
1mM

Standard bas
Standard haut

Standard bas
Standard haut

Activité enzymatique du
conjugué (en %)

Au jour Aprés 5j Aprés 14]j
0 a 37°C dont 5j a3 37°C
et 9j & -20°¢C

100 100 41
100 94 50
100 99 90
100 ' 99 86
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Revendications

1. Composition comprenant une peroxydase
et une quantité efficace d'un agent stabilisant,
caractérisée en ce que L'agent stabilisant est L'acide
urique.

2. Composition selton La revendication 1,
caractérisée en ce que La peroxydase est sous Lla
forme d'un composé conjugué constitué d'une molécule
choisie parmi Les antigénes, Ltes hapténes, Les
anticorps et Leurs fragments, L(iée & la peroxydase.

3. Composition seton La revendication 2,
caractérisée en ce que Lle composé conjugué est dans
un milieu Liquide et en ce que La concentration en
agent stabilisant du milieu Liquide est de
0,1 mmole/Litre a 2 mmoles/Llitre.

4. Composition selon ta revendication 3,
caractérisée en ce que Le miltieu est une solution
tampon phosphate contenant du sérum de boeuf.

5. Composition selon L'une quelconque des
revendications 2 & 4, caractérisée en ce que Lla
molécule est un anticorps de t'antigéne
carcino-embryonnaire.

6. Composition selon L'une quelconque des
revendications 2 & &4, caractérisée en ce que Lla
motécule est un anticorps de La TSH (hormone de
stimulation de ta thyroide).

7. Composition selon L'une quetconque des
revendications 1 & 6, caractérisée en ce que La

peroxydase est La peroxydase de Raifort.
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