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La presente invenzione riguarda una composizione stabilizza-

ta di troponina usata come campicne di riferimento nei saggi

immunolonici che dosano la troponina nel sierg o il plasma
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Sanguigno. me
i sa che la troponina & un complesso proteico miofibrilla- ;
3
fo J
re, costituite da 3 proteine, le troponine C, I, T, che regola g?
3

la contrazione del muscolo mediante il Ca™**, contrazione che

risulta dalia interazione della miosina & della actina delle

miofibrille.

Guando il muscole & dapneggiate, sia essc il muscolo
cardiaco al‘momento di un infarto del miccardio, o il muscolo
scheletrico, al momento di sforzi fisici preolungati, le proteine
contrattili allora liberate =appaiono piﬁ o meno rapidamente
nella circolazione sanguigna.

Cosi si & recentemente proposta la determinazione delle

troponine per la diagnosi precoce dell infarto del miocardio,
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sia esso quello della troponina T in Circulation 83 202-912
(1991) o della troponina I in Am. Heart J 110 1333-44 (1987) @
Molecular Immunology 29 (2) 271-278 (1992).

Qualsiasi prova immunologica enximatica o qualsiasi prova
radioimmunolegita praticata nei laboratori di patologia implica,
generalmente, la fornpitura da parte del fabbricante al lato dei
reattivi necessari alla determinazione, cioé anticorpi marcati
o non, traccianti e soluzioni di diluizione, di un campione del
composto da determinare che, utilizzato in condizioni analoghe
a guelle del campione da studiare, servira da riferimento per
i1 calcolo det risultati e/uv da controllo pesitivo.

Si sa che le proteine sono poco stabili in soluzione, & 1
reattivi che ne rcontengono sono frequentemente messi  in
commercio sotto forma liofilizzata, insieme ad un solvente, di
opportuna composizione, nel quale doyranna essere sciolti da
parte dell utilizzatore prima dell’impiego; il mantenimento a
4°C delle sgolurioni ottenute permette di utilizzarle per
diversi giorni, anche se la taratura giornaliera dimostra una
certa evoluzione delle concentrazioni del reattivoy generalmen—
te, ed & quanto si suggerisce per la troponina T, le soluzioni
di riferimento preparate partendo dal liofilizzate sono
congelate, in dose unitaria.

Le soluzioni acquose tamponate di troponina, in particolare
quelle di troponina I e T, possono essere conservate diversi

mesi a -80°C, ma si & constatato che esse sono stabili solo per
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alcune ore a +4°C, anche qualora inibitori di proteasi o agenti
antibatterici vi vengano aggiunti, il che obbliga 1 laboratori
di pafnlogia a preparare frequentemente, talvolta due volte al
giornn, le loro soluzioni di taratura.

La presente invenzione permette 11 conservazione, per
diversi giorni a +4°C, delle soluzioni campione pill o meno
diluite di troponina I o di troponina T che vengono usate come
riferimento in prove immunologiche specifiche.

La composizione stabilizzata dell invenzione comprende, in
mezzo acquosg, una delle due troporine I o T secondo 1a determi-
nazione da effettuare e da 1 a 10 equivalenti molari di
troponina C e preferibilmente da 2 a S equivalenti, come pure
pha grande quantita di ioni Mg** e/o Ca**. Gli ioni Mg** e/o
Ca** sono presenti sotto forma di sali, in particolare di
clarure, bromuro o nitrato. La quantita di sali di Hg™™ e/o
Ca**, pubd essere da 100 a 10000 volte in peso guella della
troponina I o della troponina T.

La troponina C pud essere di origine umana o animale.

La concentrazione di troponina I o T nelle spluzioni secondo
1'invenzione carrisponde a quelle generalmente utilizzate rei
saggi immunologici, di regola & compresa tra 0,01 ng/ml e 1
pg/ml preferibilmente tra 0,2 ng/ml e 25 ng/ml, mentre 1a
concentrazione di sali di Mg** e/o Ca**, che non & critica,

patrad essere compresa tra 20 pm e 10 aM; in generale, guesta

concentrazione sard vicina a 2 mM.
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L.a soluzione pud essere tamponata, in forma classica, ad un
pH compreso tra 4 e 10, preferibilmente 5,5 ¢ 7,9, ed il
solvente pud gssere costituito parzialmente o nella sua totalita
da plasma umapo normale, in modo da avere un campione di
riferimento che comprenda gli stessi componenti del campione da
studiare, che contiene il plasma o il siero del paziente.

I."invenzione ha pure per oggetto una composizione di
troponina I o T in polvere, preferibilmente sotte forma
liofiliz=zata, comprendente eventualmente ioni Mg™ e/o Ca*™,
come CaCls & da 1 a 10 egquivalenti molari di troponina C,
sebbene in questo caso la presenza di troponina C sara utile per
assicurare 1a stabilita delle altre troponine solo a partire dal
momento in cui la composizione sard stata messa in una soluzione
acquosa da parte dell utilizzatore.

Qualora la composizione liofilizzata non contenga ioni Mg™™
/o Ca**, questi saranno aggiunti al momente della messa in
soluzione.

L'invenzione ha pure per oggetto un protedimeﬁto di
stabilizrazione di unpa soluzione di troponina I o T per saggi
immunologici, caratterizrato dal fatto che consiste nell "aggiun-
gere da 1 a 10 equivalenti molari di troponina C per equivalenti
molari di troponina I o T, e ioni Mg** e/0 Ca**, per esempio
Lallz.

In quanto segue, si descrivono esempi di realizzarione

dell’invenzione e i risultati delle prove di conservazione
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corrvispondenti.

La troponina I (Tnl) umana & stata isolata da un cuore con
i1l metodo descritto in FEBS Lett. 40 233-237 (1974). La
soluzione ottenuta pud essere conservata diversi mesi a -BO°C,
ad una concentrarzione superiore a 10 pg/ml in un tampone fosfato
salino contenente 1o 0,3X di caseina.

La troponina T (TnT) pud essere ottenuta come descritte in
J. Biochem. 72, 723~73% (1972) 0 in J. Biol.Chem. 249, 4742-4748
(19743 .

La troponina C (TnC) pud essere iselata mediante il metodo
descritto in Acta Chem. Scand. B 42; 241-213 (1988) partendo dal
complessa delle tre troponine (T, €, I), di origine bovina, che
& in vendita.

Le concentrazioni delle spluzioni preparate sono determinate
con il reattive di Bradford, descritto in Ann. Biochem 72, 248
(1974) e che & in vendita; il prodotto di riferimento & una nota
miscela di tropenina I, C e T, messa in commercio dalls societa

Sigma sotto forma liofilizzata con il riferimento T 4B95.

Preparazione di una composizione secondo 1 invenzione

=

- Composizione contenente 5 wolecole di troponina C per
molecola di troponina I.

i introducono in 940 pl di tampone KHzPO. (0,7 M; pH 6.8)
contenente il 10X di plasma umano normale, 276 ug di CaCla,

2Hz0, 10 pl di soluzione di troponina I a 10 pgs/ml e 30 pl di

soluzione troponina £ a 10 pg/ml.
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E° preferibile attuare queste operazioni in mezzo sterile
utilizzando soluzioni di tropenina I & di troponina C steriliz-
zate, per esempio facendo loro attraversare un filtro con pori
di 0,22 pm di diametro.

lLa soluzione ottenuta di concentrazione di Tnl di circa 100
ng/ml e TnC di circa 500 ng/ml & wutilizzata in seguito per
preparare una gamma di diluizioni da 1 ng/ml a 10 ng/ml di
troponina I.
~  8i preparano allo stesso modo soluzioni contenenti 1 0 2 0
10 equivalenti molari di troponina C rispetto alla tropenina I.

La ecomposizione in polvere potra essere ottenuta mediante
liofilizzazione di una composizione acquosa preparata come in
precedenza ma Senza plasma umano.

§i preparano in modo analogo soluzioni contenenti da 1 a 10
equivalenti molari di troponina C rispetto alla troponina T,
sostituendo la troponina I con la tropenina T.

Realizzazione delle prove

Le solurioni conservate a 4°C sono analizzate in giorni
sceliti, durante & settimane, utilizzando come riferimento una
serie campione, preparata estemporaneamente, partendo dalla
soluzione di troponina I conservata a —80°C.

La determinazione ¢ attuata con due anticorpi monoclonali
diretti contro la troponina I miocardica; il primo anticorpo &
adsorbite sulle pareti dei tubi per saggi immunologici messi in

commercio da Nunc (USA) sotto il riferimento Héxisorp, Startube;




il secondn anticorpo & marcato con la perossidasi; il metodo &
un metodo sandwich.

La preparaziong di questi anticorpi & descritta in Molecular
Immunology 29 (2) 271-278 (1992). 8i & constatato che non vi &
interferenza in questa determinazione con le altre isoforme di
troponina I, 1a troponina € o le =ltre proteine miocardiche.

In assenza di TnC, dal primo giorno di conservazione, $i
osserva una diminuzione sensibile della concentrazione di Tnl
per tutte le diluizioni; se la TnC e sostituita con actomiosina,
o con tropomiosina alla concentraziong di 3 equivalenti molari
rispetto alla TnI, la concentrazione di Tnl misurata al termine
di 12 giorni & soltanto 2/3 rispetto alla concentrazione di
partenza di 10 ng/ml mentre le soluzioni stabilizrate mediante
1a TnC e Callz non sono alterate.

Al termine di 40 giorni, le soluzioni di TnI, stabilizzate
nediante differenti concentrazioni di TnC e Callz non sono

alterate, mentre le soluzioni non stabilizzate hanno una

concentrazione apparente che pubd cadere sino all 'BOZL.




RIVENDICAZIONI

1. Composizione stabilizzata di troponina I o T per sagyl
immunologici, caratterizzata dal fatto che comprende una
spluzione acquosa contenente troponina I o troponina T, 1 a 10
equivalenti molari di troponina C per equivalente molare di
troponina I o T, ¢ ioni Mg** e/0 Cav™.

2. Composizione secondo larivendicazione 1, caratterizzata dal
fatto che contiene una guantita di sali di Mg*™ e/0 Ca*™, in
particolare di CaCla, compresa tra 100 e 10000 volte, in peso
guella dells troponina I o della troponina T.

3. Composizione secondo una delle rivendicazioni 1 e 2,
caratterizzata dal fatto che comprende troponina I e da 2 a &
equivalenti molari di troponina C per equivalente molare di
troponina I.

4, Composizione secondo una delle rivendicazioni 1 a 3,
caratterizzata dal fatto che il mezzo di dissoluzione & una
soluzione acquosa tamponata a pH compreso tra 4 e 10.

5. Composizione seconde la rivendicazione 4, caratterizzata dal
fatto che i1 solvente & costituito sino al 100X di plasma umano.
6. Composizione secondo una delle rivendicazioni 3 a 35,
caratterizzata dal fatto che la concentrazione di troponina 1
& compresa tra 0,01 ng/ml e 1 pug/ml & che la concentrazione di
sali di Ca**, in particolare & compresa tra 20 pM e 10 mM.

7. Composizione in polvere per la preparazione di una composi-

rione stabilizzata secondo una delle rivendicazioni precedenti,




caratterizzata dal fatto che contiene troponinas I o troponina
T, 1 a 10 equivalenti molari di troponina C per equivalente
molare di troponina I o T ed eventualmente ioni Mg*™ e/o Ca~™.
g. Cowposizione secondo una delle rivendicazioni precedenti,
caratterizzata dal fatte che contiene CaClg.

?. Composizione secondo la rivendicarione 7, caratterizzata dal
fatto che & sotto forma liofilizrata e priva di ioni Mg*™ e/fo
Ca*™,

19. Procedimento di stabilizzazione di una composizZione aCcquosa
di troponina I o T per saggi immunitari, caratterizzato dal
fatto che consiste nell aggiungere da 1 a 10 equivalenti molari
di troponina C per equivalente molare di troponina I o T, e ioni
Mg*+ =/0 Ca™*.

11. Procedimento secondp la rivendicazione 10, caratterizzato
dal fatto che consiste nell’aggiungere una guantitid di sali di
Mg** e/o Ca**, in particolare CaCle, di preferenza equivalente
a 100 fino a 10000 volte in peso quella della troponina 1 o

della troponina T.
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