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DESCRIPCION
METODO PARA EIL PRETRATAMIENTO DE UNA MUESTRA BIOLOGICA

QUE CONTIENE PROTEINA

Campo técnico
[0001]

La presente invencién se refiere a un método para el
pretratamiento de una muestra bioldgica en el inmunoensayo de
una proteina contenida en la muestra bioldégica. La presente
invencidén también se refiere a un inmunoensayo para determinar
una proteina contenida en una muestra biocldégica pretratada con
el método anterior.

Antecedentes del arte
[0002]

En lo uUltimos afics, se ha utilizado un método para medir
biomarcadores como método para obtener informacidén util para
el diagnéstico de varias enfermedades. Un “biomarcador” se
refiere a “una caracteristica que es objetivamente medida vy
evaluada como indicador de procesos bioldébgicos normales,
procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una
intervencidén terapéutica”. (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING
GROUP: BIOMARKERS AND SURROGATE ENDPOINTS: PREFERRED
DEFINITIONS AND CONCEPTUAL FRAMEWORK, CLIN PHARMACOL THER
2001; 69:89-95). M&s especificamente, un biomarcador es un
material de origen bioldgico contenido en muestras biolégicas,
por ejemplo, fluidos corporalés tales como suero y orina, y
tejidos. Un Dbiomarcador se utiliza como 1indicador para
detectar cuantitativamente cambios bioldégicos in vivo.

Para medir los biomarcadores, se utilizan inmunoensayos
tales como ELISA (inmunoensayo enzimatico), RIA
(radioinmunoensayo) e inmunocromatografia. Dichos

inmunoensayos se pueden llevar a cabo facilmente utilizando

LN



kits para ensayo.
[0003]

Por otro lado, puede surgir el problema de los falsos
positivos y los falsos negativos en la medicidén de los
biomarcadores. En particular, en la medicién de una proteina
de membrana como biomarcador, debido a que el sitio reconocido
por un anticuerpo de deteccidn estd cubierto por una membrana,
el sitio puede no reaccionar lo suficiente con el anticuerpo.
Por consiguiente, los métodos adecuados que utilizan kits para
ensayos tal como se ha mencionado anteriormente no pueden
detectar un biomarcador con gran precisidén, y .se desea un

método que pueda solucionar este problema.

Resumen de la invencidn
Problema técnico
[0004]

Un objeto de la presente invencidén es brindar un método
para el pretratamiento de wuna muestra bioldgica en el
inmunoensayo de una proteina contenida en la muestra
bioldégica, en particular, una proteina de membrana que
presenta el problema anterior. Con mayor preferencia, un
objeto de la presente invencidén es brindar un método para el
pretratamiento de una muestra bioclégica que pueda resolver el
problema de los falsos positivos y los falsos negativos que
posiblemente surjan en el inmunoensayo de una proteina
contenida en la muestra bioldgica, y que pueda aumentar la
precisién de la medicidén y/o la sensibilidad de la medicidn.
[0005]

Otro objeto de la presente invencidén es brindar un
inmunoensayo para determinar una proteina contenida en una
muestra bioldégica pretratada con el método anterior, en

particular, una proteina de membrana.



Solucidén al problema
[0006]

Cuando una muestra bioldgica que contiene una proteina
como por ejemplo una proteina insoluble, en particular, una
proteina de membrana, es sometida a un inmunoensayo utilizando
la proteina como biomarcador, la proteina meta a menudo es
solubilizada utilizando un surfactante antes del inmunoensayo.
Los inventores de la ©presente realizaron una extensa
investigacién para solucionar el ©problema anteriormente
mencionado en el inmunoensayo de dichas muestras bioldgicas, y
hallaron que cuando una muestra bioldégica gque contiene una
proteina, en particular, una proteina insoluble como por
ejemplo una proteina de membrana, es congelada una vez a una
temperatura superior a -80 °C, en particular, a -70 °C, vy
luego descongelada, se puede resolver el problema
anteriormente mencionado que puede surgir en el inmunoensayo
de una proteina, y se puede incrementar la precisidén de la
medicién y/o la sensibilidad de la mediciédn.

[0007]

La presente invencién se ha logrado realizando otra
investigacién basada en este hallazgo. La invencidn incluye lo
siguiente:

[0008]

(I) Métodos para el Pretratamiento de una Muestra Bioldgica

que Contiene una Proteina

(I-1) Un método para el pretratamiento de una muestra
biolbégica en el inmunoensayo de una proteina contenida en la
muestra bioldégica, método que comprende las etapas de:

(1) congelar la muestra bioldgica a una temperatura superior a
-80 °C, en particular/ a -70 °C o superior;

(2) descongelar la muestra bioldégica congelada; y

(3) solubilizar la muestra bioldgica utilizando un
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surfactante.
[0009]
(I-2) Un método para el pretratamiento de una muestra

bicldgica en el inmunoensayo de una proteina contenida en la

muestra bioldégica, método que comprende las etapas de:

(2") descongelar la muestra Dbioldgica congelada a una

temperatura superior a -80 °C, en particular, a -70 °C o

superior; y

(3) solubilizar la muestra bioldégica utilizando un

surfactante.

[0010]

(I-3) El método de pretratamiento que se describe en (I-1) o
(I-2), donde la muestra bioldgica es un fluido corporal de un

animal que incluye un ser humano.

(I-4) E1 método de pretratamiento que se describe en (I-3),

donde el fluido corporal es orina.

(I-5) E1 método de pretratamiento que se describe en

cualquiera de (I-1) a (I-4), donde el surfactante utilizado en

una etapa de solubilizacidén (3) es un surfactante no idnico.
[0011]

(I-6) El1 método de pretratamiento que se describe en (I-5),

donde el surfactante no idénico es ©polioxietileno (10)

octilfenil éter.

(I-7) E1 método de pretratamiento que se describe en

cualquiera de (I-1) a (I-6), donde el inmunoensayo es ELISA.

(I-8) El1 método de pretratamiento que se describe en

cualquiera de (I-1) a (I-7), donde la proteina es una proteina

de membrana.

(I-9) El1 método de pretratamiento que se describe en (I-8),

donde la proteina de membrana es acuaporina.

[0012]

(IT) Inmunoensayo de una Proteina Contenida en una Muestra




Bioldgica

(IT-1) Un inmunoensayo para determinar una proteina contenida
en una muestra bioldgica, donde la muestra bioldégica es
pretratada con el método que se describe en cualquiera de (I-
1) a (I-9).

(II-2) El inmunoensayo que se describe en (II-1), donde la
proteina es una proteina de membrana.

(IT-3) E1l inmunoensayo que se describe en (II—l) o (II-2),
donde la proteina es acuaporina.

(II-4) E1 inmunoensayo que se describe en (II-1) a (II-3), que

es ELISA.

Efectos ventajosos de la invencidn
[0013]

La presente invencidén puede brindar un método para el
pretratamiento de una muestra bioldgica a fin de inducir una
respuesta inmune suficiente en el inmunoensayo de una
proteina, en particular, una proteina de membrana, contenida
en la muestra bioldgica. Por consiguiente, el método de la
presente invencién puede medir wuna proteina de membrana
contenida en una muestra bioldégica con gran precisidén y alta
sensibilidad, que no se puede medir con suficiente precisidn
y/o sensibilidad cuando se mide utilizando i1nmunoensayos

convencionales.

Breve descripcidén de los dibujos
[0014]

La FIG. 1 presenta la relacién entre él gen de AQP2
humana (hAQP2) y cebadores de hAQP2/primera mitad (hAQP2N-F,
hAQP2N-R) o cebadores de hAQP2/segunda mitad (hAQP2C-F,
hAQP2C-R) wutilizados para someter el gen de AQP2 humano

(hAQP2) a PCR (Ejemplo de Produccidén de Referencia 1 (2)).

(\



La FIG. 2 presenta una comparacién de la longitud del gen
y la regién entre las secuencias del plasmido de hAQP2N (86-
749) Nos. 1, 2, 3, 5 y 6 y del plasmido hAQP2 de (562-901)
Nos. 1, 2, 3, 4 y 6 clonados en el Ejemplo de Produccidén de
Referencia 1 (2) y el gen de AQP2 humana de tipo silvestre.

La FIG. 3 presenta los resultados de SDS-PAGE/tincidén con
CBB (figura superior) y andlisis de transferencia Western de
los dos tipos de Escherichia coli (Nos. 2 y 8) utilizando un
anticuerpo de péptido sintético de AQP2 humana (suero de
conejo anti-AQP2 humana, PherMingen) en el Ejemplo de
Produccidén de Referencia 1 (4), donde se utilizaron las
muestras pre-IPTG (antes de la induccidén), las muestras post-
IPTG (después de la induccién) y las fracciones insolubles y
las fracciones solubles que se obtuvieron mediante
solubilizacién de E. coli inducido.

La FIG. 4 (1) muestra una vista esquematica de 1la
produccién de AQP2 humana marcada con His (hAQP2/His/Sf-9)
expresada en células de insecto Sf-9 en el Ejemplo de
Produccidén de Referencia 2, y la FIG. 4 (2) muestra los
resultados de su andlisis.

La FIG. 5 (A) muestra titulos de anticuerpos del suero
(OPP21401-21404) después de la tercera inmunizacidén y el suero
control (NRS: suero de conejo normal) contra el inmundgeno
(hAQP2/Trx), y la FIG. 5 (B) muestra los titulos de
anticuerpos del mismo para hAQP2 expresada en células Sf-9
(hAQP2/Trx/Sf-9) en el Ejemplo de Produccidén de Referencia 3.

La FIG. 6 (A) muestra titulos de anticuerpos del suero
(OPP21401-0PP21404) después de la séptima inmunizacidén y el
suero control (NRS: suero de conejo normal) para el inmundgeno
(hAQP2/Trx), y la FIG. 6 (B) muestra los titulos de
anticuerpos del mismo para hAQP2 expresada en células S£-9

(hAQP2/Trx/Sf-9) en el Ejemplo de Produccidén de Referencia 3.



La FIG. 7 muestra los resultados de la examinacidn de
reactividad de los anticuerpos policlonales obtenidos
(OPP21401 - OPP21404) y el suero control (NRS: suero de conejo
normal) con varios antigenos (hAQP2/Trx, hAQP2/Trx/Sf-9, vy
Control Trx/His) mediante transferencia Western en el Ejemplo
de Produccién de Referencia 3.

La FIG. 8 muestra los resultados de la examinacidén de
reactividad de los anticuerpos policlonales obtenidos
(OPM21401, OPM21402) y el suero control (MMS: suero de ratdn
normal) con varios antigenos (hAQP2/Trx, hAQP2/Trx/Sf-9, vy
Control Trx/His) mediante transferencia Western en el Ejemplo
de Produccién de Referencia 4.

La FIG. 9 muestra los resultados de la examinacién de las
condiciones que no afectan el sistema de ensayos y bajo las
cuales APQ2 es solubilizada de la membrana utilizando varios
solubilizantes (Urea, Triton X-100, NP-40, Tween-20,
clorhidrato de guanidina (GuCl), y SDS) en el Ejemplo
Experimental (1) (1-1).

La FIG. 10 muestra los resultados de la examinacidén de
los estabilizantes (Urea, Triton X-100, NP-40, Tween-20,
clorhidrato de guanidina (GuCl), y SDS) agregados al primer
buffer (0,2% BSA/10 mM EDTA/0,2 M Tris-HCl1 (pH 8,0)) en el
Ejemplo Experimental (1) (1-2).

La FIG. 11 muestra curvas estdndares obtenidas mediante
ELISA utilizando el anticuerpo monoclonal (OPM21401) y
utilizando, <como proteinas estédndares de referencia, “la
proteina AQP2 fusionada a Trx (AQP2/Trx)” producida a través
del método que se describe en el Ejemplo de Produccidén de
Referencia 1 y “AQP2/Sf9” producida a través del método que se
describe en el Ejemplo de Produccién de Referencia 2 (Ejemplo
Experimental 1 (1) (1-4). La proporcién de dilucidén que se

muestra en la abscisa superior indica que se diluyd una



solucién concentrada (lisado AQP2/Sf9) preparada suspendiendo
AQP2/Sf9 en PBS y solubilizando la AQP2/Sf9 suspendida con
igual volumen de solubilizante, con un factor de 2K a un
factor de 1458K (es decir, de 2 a 1458 x 1000 wveces).

La FIG. 12 muestra los resultados del ELISA utilizando 4
muestras de orina diluidas en serie de voluntarios humanos
sanos (Nos. 4, 5, 6 y 9) como muestras de prueba, versus una
curva estdndar de la proteina esténdar (proteina AQP2
fusionada a Trx) (Ejemplo Experimental 1 (1), (1-5)).

La FIG. 13 (A) muestra los resultados de la medicidén de
la cantidad de AQP2 humana en muestras de orina de 10
voluntarios humanos sanos utilizando el anticuerpo monoclonal
(OPM21401) para la AQP2 humana (Ejemplo de Produccidén de
Referencia 3) mediante transferencia Western. La FIG. 13 (B)
muestra la cantidad de AQP2 humana en muestras de orina de los
mismos 10 voluntarios humanos sanos medidas con el sistema
ELISA (Ejemplo Experimental 1 (1) (1-6)).

La FIG. 14 muestra una curva de calibracién estandar
obtenida a través de ELISA que utiliza, como proteina
esténdar, “AQP2/Sf9” producida a través del método que se
describe en el Ejemplo de Produccién de Referencia 2.

La FIG. 15 muestra los resultados de la primera, segunda,
tercera, cuarta y quinta prueba en el Ejemplo Experimental 2.

La FIG. 16 muestra los resultados de la medicién de la
cantidad de AQP2 en orina humana congelada a 20+5 °C durante 0
a 56 dias, utilizando el ELISA de AQP2 humana establecido en
el Ejemplo Experimental 1 e investigando la relacidén entre el
periodo de congelamiento y la cantidad de AQP2 en la orina
humana (Ejemplo Experimental 3).

La FIG. 17 muestra los resultados de la medicidén de la
cantidad de AQP2 en muestras de orina (Nos. 1 y 2) que se

obtuvieron de dos personas sanas y que se conservaron en la



oscuridad durante 2 semanas (14 dias) en cada una de las
diferentes temperaturas (-80 °C, -30 °C, -28 °C, -26 °C, -20
°C, 4 °C) utilizando el ELISA de AQP2 humana establecido en el
Ejemplo Experimental 1, e investigando la relacidén entre 1la
temperatura de congelamiento y la cantidad de AQP2 en orina
humana (Ejemplo Experimental 3).

Descripcidén de las modalidades

[0015]

(I) Método para el Pretratamiento de una Muestra Bioldgica gue

Contiene una Proteina

El método de la presente invencidén es un método para el
pretratamiento para una muestra bioldgica en el inmunoensayo
de una proteina contenida en la muestra bioldgica.

[0016]

El inmunoensayo que se utiliza en la preéente se refiere
a un método de prueba bioquimico para determinar la presencia
o cantidad de una sustancia meta (una proteina en la presente
invencién) en una muestra de prueba utilizando la reacciédn
entre un antigeno y un anticuerpo. Los ejemplos de

inmunoensayos incluyen, sin caridcter limitativo, inmunoensayo

enzimatico (EIA), radioinmunoensayo (RIA), ensayo por
inmuncabsorcidén unido a enzimas (ELISA), aglutinacién,
nefelometria, turbidimetria, y transferencia Western. Se

prefiere ELISA.
[0017]

La muestra bioldgica meta de la presente invencidén no
estd particularmente limitada en cuanto a la fuente y el tipo,
siempre y cuando la muestra contenga una proteina y se pueda
someter a inmunoensayo. Por ejemplo, se pueden emplear
muestras bioldgicas obtenidas de animales o plantas.

[0018]

Si bien el tipo de animal fuente no estd particularmente

S
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limitado, preferentemente se pueden utilizar mamiferos,
incluidos los seres humanos. Los ejemplos de mamiferos que no
son seres humanos incluyen, ratas, ratones, conejillos de
India, conejos, monos, perros, vacas, cabéllos, y similares.
Preferentemente, los seres humanos constituyen el animal
fuente. Las muestras bioldgicas obtenidas de dichos animales
incluyen, por ejemplo, las siguientes, y cada una contiene una
proteina, preferentemente, una proteina de membrana: fluidos
corporales tales como orina, sangre, saliva, transpiracidn,
moco, linfa, fluido amnidético y fluido cerebroespinal; vy
células y tejidos.

[0019]

Si bien el tipo de planta fuente no estd particularmente
limitado, los ejemplos de plantas incluyen plantas superiores
tales como plantas de semilla y helechos, y plantas inferiores
tales como hongos, liquenes y algas. Los ejemplos especificos
de muestras bioldgicas obtenidas de dichas plantas incluyen
varias partes de las plantas (incluidos sus productos
procesadoé, por ejemplo, extractos), tales como hojas, tallos,
raices, flores, semillas, frutos, y cascaras de los frutos;
secreciones tales como jugos; y células y tejidos.

[0020]

La muestra biolbdgica es, preferentemente, una muestra
obtenida de un mamifero, con particular preferencia, una
muestra bioldgica humana. Para facilitar la toma de muestras,
se prefieren mayormente orina, saliva y sangre de mamiferos,
en particular, de seres humanos. En particular, se prefiere la
orina.

[0021]

Las muestras bioldgicas pueden ser recién obtenidas o

pueden mantenerse durante cierto periodo después de la toma de

muestras, es decir, tomadas y almacenadas durante cierto
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periodo.
[0022]

El método de toma de una muestra bioldgica no esta
particularmente limitado, siempre y cuando el método no afecte
la proteina meta, preferentemente, la proteina de membrana,
contenida en la muestra bioldgica.

[0023]

Ademds, la muestra bioldégica tomada se puede someter al
método de la presente invencidén tal como se encuentra.
Alternativamente, una parte que contiene la proteina meta se
puede extraer o fraccionar de la muestra bioldégica recogida y
el extracto se puede someter al método de la presente
invencidn.

[0024]

La proteina meta de la presente invencién no esta
particularmente limitada, siempre y cuando sea una proteina
contenida en animales o plantas, tal como se ha mencionado
anteriormente. Sin embargo, la proteina meta es,
preferentemente, una proteina de membrana. La proteina de
membrana es una proteina que existe en una membrana celular o
una membrana vesicular. Los ejemplos de proteinas de membrana
incluyen, sin caracter limitativo, proteinas transportadoras
de membrana, bombas Na'/K" y canales iénicos. Por ejemplo, la
proteina de nembrana es preferentemente acuaporina
(Acuaporina: AQP), con particular preferencia AQP2, gque es uno
de los 13 tipos de AQPs humanas (ver “Cell Membrane Water
Channel, Aquaporin” The Medical Association of Nippon Medical
School, 2009; 5 (2)).

[0025]

La AQP es una de las proteinas de membrana principales

que pertenecen a la familia de las PIM (principales proteinas

intrinsecas) (Agre P (2006), “The aquaporin water channels”,
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Proc Am Thorac Soc 3 (1): 5-13; Agre P, et al., (1993),
“Aquaporin CHIP: the archetypal molecular water channel” Am.
J. Physiol. 265: (4 Pt 2) F463-76). La acuaporina existe en
las membranas luminales del conducto colector y es un canal de
agua que se desplaza entre la superficie de la membrana
celular y la membrana vesicular intracelular. La acuaporina
transporta selectivamente sbélo agua vy, por 1lo tanto, se
refiere a la absorcidén de agua celular (Gonen T, WalzT (2006),
“The structure of aquaporins”, Q. Rev. Biophys. 39 (4): 36l-
96). La secuencia de aminodcidos de la acuaporina es conocida.
Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos de la AQP2 humana fue
registrada en el GenBank bajo el numero de acceso AAB319999.1
(GI:685001) (SEQ ID NO: 1), y la secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminodcidos fue registrada en el
GenBank bajo el numero de acceso AH 007818.3 (GI:14190630).
[0026]
Una caracteristica del método de la presente invencidn es
que el método comprende las siguientes etapas:
(1) congelar la muestra bioldégica a una temperatura
superior a -80 °C, en particular, -70 °C o superior
(etapa de congelamiento);
(2) descongelar la muestra bioldgica congelada (etapa de
descongelamiento); y
solubilizar la muestra bioldédgica utilizande un
surfactante (etapa de solubilizacidn).
[0021]

Cada etapa se describe a continuacidn.

(1) Etapa de congelamiento

Esta es una etapa de congelamiento de la mnmuestra
bioldégica a una temperatura superior a -80 °C.
[0028]

El método de congelamiento no estd particularmente

J
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limitado, siempre y cuando el método no afecte adversamente la
proteina contenida en una muestra bioldgica, y la muestra
biolégica meta se puede congelar a una temperatura superior a
-80 °C. La muestra bioldégica se puede congelar tipicamente
utilizando un congelador que puede realizar el congelamiento a
la temperatura anteriormente mencionada (temperatura del
congelador: superior a -80 °C).

[0029]

La temperatura del tratamiento de congelamiento no esta
particularmente limitada, siempre y cuando sea superior a -80
°C tal como se ha descrito anteriormente. La temperatura es,
preferentemente, -70 °C o superior, con mayor preferencia, -50
°C o superior, especificamente, entre -50 °C y -10 °C, incluso
con mayor preferencia, -40 °C o superior, y especificamente,
entre -40 °C y -10 °C. Con mayor preferencia aun, la
temperatura es superior a -40 °C, especificamente, superior a
-40 °C e inferior a -10 °C, mas especificamente, oscila entre
-35 °C y -15 °C, y con particular preferencia, entre -30 °C y
-20 °C. |
[0030]

La muestra bioldégica congelada se puede someter a una
etapa de descongelamiento posterior (2) inmediatamente después
de la etapa (1). Alternativamente, la muestra Dbioldgica
congelada una vez congelada se puede mantener en estado
congelado durante cierto periodo. Si bien el periodo durante
el cual se mantiene la muestra en estado congelado no esta
particularmente limitado, se prefiere entre 1 hora y 1 semana,
con mayor preferencia, entre 12 horas y 24 horas.

Los resultados de los Ejemplos Experimentales descritos
mas adelante indican que el congelamiento de wuna muestra
bioldégica durante cierto periodo o més puede estabilizar el

valor del inmunoensayo de una proteina obtenida de la muestra

A
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bioldégica. Por consiguiente, para cuantificar 1la proteina
contenida en una muestra bioldégica con gran precisidn, se
prefiere que la muestra bioldgica sea mantenida en estado
congelado durante cierto periodo o mas, preferentemente,
durante aproximadamente 2 semanas o mé&s. Las condiciones de
temperatura de congelamiento para mantener la muestra
biolégica en estado congelado durante aproximadamente 2
semanas oscilan, por ejemplo, preferentemente entre -30 °C y -
20 °cC.

[0031]

(2) Etapa de descongelamiento

Esta es una etapa de descongelamiento de la muestra
bioldégica congelada en la etapa anterior.
[0032]

El método de descongelamiento no estd particularmente
limitado, siempre y cuando el método no afecte adversamente la
proteina contenida en una muestra bioldgica y ©pueda
descongelar la muestra bioldgica. Los ejemplos especificos de
dichos métodos incluyen, sin caréacter limitativo, un método
que permite que wuna muestra bioldgica congelada que se
encuentra en un recipiente repose a temperatura ambiente, un
método de aplicacién de agua corriente, un método de inmersidn
en agua y un método de descongelamiento gradual sobre hielo.
[0033]

Los tratamientos de congelamiento y descongelamiento que
se han descrito anteriormente en los puntos (1) y (2) se
pueden realizar una vez, o0 repetirse mads de una vez. Dada la
eficacia del tratamiento, cada uno de los tratamientos de
congelamiento y descongelamiento habitualmente se realizan una
vez. Sin embargo, tal como se describe en el Ejemplo
Experimental que aparece mas adelante, la repeticidén de 1los

tratamientos de congelamiento y descongelamiento no deteriora
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significativamente los resultados del inmunoensayo y parece no
afectar adversamente la proteina que se medird. Por lo tanto,
la repeticidén del congelamiento y descongelamiento multiples
veces no se ve limitada. Por consiguiente, cuando se desconoce
si se ha efectuado el tratamiento de congelamiento, por
ejemplo, cuando no se puede confirmar si la muestra bioldgica
que serd sometida a inmunoensayo ha sido congelada a una
temperatura superior a -80 °C, en particular, a -70 °C o
superior, se puede realizar nuevamente un congelamiento vy
descongelamiento.

[0034]

Alternativamente, cuando una muestra bioldgica
previamente sometida a la etapa (1) estd disponible (por
ejemplo, cuando se obtiene una muestra sometida a la etapa (1)
por un tercero), la presente invencidén se puede llevar a cabo
realizando la siguiente etapa (2’) en lugar de las etapas (1)
y (2):

(2") descongelar una muestra bioldgica congelada a una
temperatura superior a -80 °C, en particular, a -70 °C o
superior.

[0035]

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencién
brinda un método de pretratamiento de una muestra bioldgica
que comprende la etapa de descongelamiento (2") anterior. Como
temperatura de congelamiento y tiempo de congelamiento de la
etapa (2"), se pueden emplear las mismas condiciones
mencionadas anteriormente en los parrafos [0029] y [0030].
[0036]

(3) Etapa de solubilizacidn

Esta es una etapa de solubilizacién de una muestra
bioldégica que contiene una proteina que sera sometida a

inmunoensayo, utilizando un surfactante.

2\
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[0037]

La solubilizacidén en esta etapa no estd particularmente
limitada en cuanto al‘momento de adicidén de un surfactante,
siempre y cuando una proteina, en particular, una proteina de
membrana contenida en una muestra bioldgica, sea solubilizada.
Por ejemplo, el surfactante se puede agregar durante el
descongelamiento de una muestra bioldégica o con posterioridad
a él. Si el congelamiento y el descongelamiento no afectan la
accién solubilizante del surfactante y el surfactante no tiene
influencia en los efectos del congelamiento y el
descongelamiento, el surfactante se puede agregar a la muestra
bioldégica antes del congelamiento.

[0038]

El surfactante utilizado en la presente invencidén se
utiliza, generalmente, para solubilizar wuna proteina, en
particular, una proteina de membrana. Por ejemplo,
preferentemente se puede utilizar un surfactante no idnico que
tiene un excelente efecto solubilizante de proteinas y que no
afecta los resultados del inmunoensayo. Los ejemplos de
surfactantes no 1iénicos preferidos incluyen polioxietileno
octilfenil éter y polioxietileno sorbitdn monoésteres de acido
graso. Los ejemplos de polioxietileno octilfenil éteres
preferibles incluyen polioxietileno(8) octilfenil éter (Triton
X-114), polioxietileno(9) octilfenil éter (NP-40), y
polioxietileno (10) octilfenil éter (Triton X-100). Se
prefiere mayormente el polioxietileno(10) octilfenil éter
(Triton X-100).

[0039]

Los ejemplos de polioxietileno sorbitdn monoésteres de
acido graso preferibles incluyen polioxietileno sorbitén
monolauratos (en particular, polioxietileno (20) sorbitén

monolaurato (Tween 20)), polioxietileno sorbitéan
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monopalmitatos (en particular, polioxietileno(20) sorbitan
monopalmitatos (Tween 40)), polioxietileno sorbitén

monoestearatos (en particular, polioxietileno(20) sorbitan

monoestearato (Tween 60)), y polioxietileno sorbitén
monooleatos (en particular, polioxietileno (20) sorbitéan
monooleato (Tween 80)). Entre estos, se prefieren los

polioxietileno sorbitdn monolauratos, y en particular, se
prefiere el polioxietileno(20) sorbitan monolaurato (Tween
20) .

[0040]

Todos estos surfactantes estdn disponibles comercialmente
y se pueden adquirir, por ejemplo, de Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., y Nacalai Tesque, Inc.

[0041]

La cantidad de surfactante agregada a la muestra
bioldégica que contiene una proteina en la etapa de
solubilizacidén puede variar de acuerdo con el tipo de
surfactante empleado. Por ejemplo, el surfactante se puede
agregar en una cantidad adecuada para lograr una concentracién

del surfactante del 0,0001 al 30% en peso, preferentemente,

del 0,01 al 10% en peso, y con particular preferencia, del 0,1

al 2% en peso, por cada 100% en peso de muestra bioldgica que
se desea tratar. En otras palabras, la cantidad de surfactante
oscila entre 0,01 y 30000 partes en peso, preferentemente,
entre 10 y 10000 partes en peso, y con mayor preferencia,
entre 100 y 2000 partes en peso por cada 100 partes en peso de
la cantidad total de 1la proteina contenida en la muestra
biocldgica.

[0042]

Las condiciones para la etapa de solubilizacién no estan

particularmente limitadas, siempre y cuando la proteina meta,
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en particular, la proteina de membrana, se pueda disolver sin
gue pierda la actividad inmunoldgica que se desea medir. Sin
embargo, las condiciones son tipicamente un pH de 4 a 10,
preferentemente, un pH de 6,5 a 8,5, y una temperatura de 0 a
50 °C, y preferentemente, de 4 a 37 °C.
[0043]

La muestra bioldgica obtenida al someterla a las etapas
(1) a (3) o las etapas (2’) y (3) se puede someter al
inmunoensayo que se describe mds abajo tal comc se encuentra o
después de ser sometida a una separacién sélido-liquido o
fraccionamiento, de ser necesario.
[0044]

(IT) Inmunoensayo de la Proteina Contenida en la Muestra

Biolbégica

La presente invencidén se refiere a un inmunoensayoc para
determinar una proteina, en particular, una proteina de
membrana, contenida en una muestra bioldgica pretratada en la
etapa (I) anterior. El inmunoensayo que se utiliza en la
presente incluye tanto métodos para la deteccidén cualitativa
de una proteina contenida en una muestra bioldgica, como
métodos para la deteccidn cuantitativa de una proteina
contenida en una muestra bioldgica.

[0045]

El inmunoensayo que se utiliza en la presente incluye el
inmunoensayo enzimdtico (EIA), el radioinmunoensayo (RIA), el
ensayo por inmunocabsorcidén ligado a enzimas (ELISA), la
aglutinacién, la nefelometria, la turbidimetria y 1la
transferencia Western convencionales. Estos métodos se pueden
seleccionar adecuadamente de acuerdo con el propdsito. Se
prefiere ELISA.

[0046]

Todos los inmunoensayos anteriores son métodos

N
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convencionales conocidos en el arte, y se pueden llevar a cabo
fdcilmente de acuerde c¢on (o segun) libros de texto vy
documentos tales como Eiji ISHIKAWA, “Enzaimu imunoassei wa ko
kaihatsu suru (This is How an Enzyme Immunoassay 1s
Developed)”, Gakkai shuppan senta, Julio de 2003. Por motivos
de conveniencia, los productos disponibles comercialmente se
pueden utilizar como anticuerpos (anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales) empleados en dichos inmunoensayos.
Cuando no estédn disponibles, dichos anticuerpos se pueden
preparar de acuerdo con (o segun) libros de texto o documentos
tales como “Tanpakushitsu jikken handobukku: bunri seisei
shitsuryo bunseki kotai sakusei bunshikan sogo sayo kaiseki
nado no kihon genri to saishin purotokoru soshuhen (Protein
Experiment Handbook - Basic Principles and Current Protocols
of Separation/Purification, Mass Spectrometry, Antibody
Production, Molecular Interaction Analysis)”, summary of the
full version, Yodosha Co., Ltd., August, 2003).

[0047]

Una modalidad preferida de la presente invencidén es un
inmunoensayo que utiliza, como muestra meta, una muestra
bioldégica obtenida de humanos sometida al pretratamiento de la
presente invencién, en particular, orina, y gque determina la
cantidad de una proteina contenida en la muestra biolégica,
por ejemplo, una proteina de membrana como por ejemplo
acuaporina (AQP), preferentemente AQP2 humana, tal como se
muestra en los Ejemplos Experimentales.

[0048]

El ensayo ELISA se utiliza preferentemente como
inmunoensayo. Por ejemplo, el anticuerpo para AQP utilizado en
ELISA se puede producir a través de un método estandar, o con
referencia a los Ejemplos de Produccién de Referencia 2 y 3

que se describen mas adelante. El ensayo ELISA que utiliza
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orina como muestra de prueba se puede llevar a cabo de acuerdo
con el protocolo que se describe en el Ejemplo Experimental 1
que se describe méds adelante. Tal y como se describe en el
Ejemplo Experimental 2, el pretratamiento de la presente
invencidén permite una deteccidén altamente precisa y eficaz de
la cantidad de proteina de membrana, como por ejemplo AQP,
contenida en la orina.

[(EJEMPLOS]

[0049]

A continuacidén, se describird una configuracién de la
presente invencidén y sus efectos en base a los Ejemplos de
Produccién de Referencia y los Ejemplos Experimentales. Sin
embargo, la presente invencién de ningin modo se limita a
dichos Ejemplos Experimentales y similares.

[0050]

Ejemplo de Produccién de Referencia 1: Produccién de AQP

humana fusionada a Trx/His expresada en E. coli

Se cloné el gen de acuaporina humana 2 (AQP2) y se
expresé en E. coli. La proteina AQP2 humana es una proteina
transmembrana cinco que estd compuesta por 271 aminodcidos, y
cuyo dominio de ©proteina tiene un peso molecular de
aproximadamente 30 kD (Sasaki S, et al., Cloning,
characterization, and chromosomal mapping of human agquaporin
of collecting duct. Clin. Invest.. 1994; 93(3): 1250-1256.).
Aqui, la proteina AQP2 humana se expresd en E. coli en un
estado gque tiene su extremo N marcado con Trx.

[0051]

El método se resume de la siguiente manera.
[0052]

Primero, el gen correspondiente a la AQP2 humana (271
aminodcidos) se divididé en dos partes a ser sometidas a

clonacién PCR utilizando un par de cebadores de primera mitad
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y un par de cebadores de segunda mitad. Los productos de PCR
fueron incorporados, cada uno, a un plasmido, los plasmidos se
transformaron en E. coli, y se determinaron sus secuencias de
dcidos nucleicos. Luego, se seleccionaron el clon 1 (primera
mitad) y el clon 4 (segunda mitad) que tenian la misma
secuencia que la de un tipo silvestre, escindidos en un sitio
de enzima de restriccién comin superpuesto (BamHI) y las
partes correspondientes se ligaron con una ligasa para obtener
una secuencia de genes. Luego, la secuencia de genes de AQP2
se insertdé en un vector de expresidén de proteina fusionada al
marcador His, para obtener un vector de expresiédn de AQP2
fusionada al marcador His (clon 8). Sin embargo, dado que no
expresdé la proteina AQP2 en forma suficiente, se extrajo el
fragmento de &cido nucleico NcoI-BamHI que carecia de extremo
N terminal y se 1lo incorporé a un vector de fusidén a
Tioredoxina (Trx). El vector de expresidén de AQP2 fusionada a
Trx (clones 2 y 8) se introdujo en E. coli y cuando se realizd
la induccién utilizando IPTG, se descubridé que una proteina
AQP2 fusionada a Trx se expresaba en gran cantidad.

[0053]

Esta proteina AQP humana fue confirmada utilizando un
anticuerpo producido con péptidos de extremo C terminal
humanos sintéticos disponibles comercialmente.

[0054]

(1) Amplificacién por PCR y clonacidén del gen de AQPZ2 humana

El gen de AQP2 humana fue amplificado por separado como
una primera mitad (AQP2N: 86-749) y una segunda mitad (AQP2C:
562-901) a partir de una biblioteca de ADNc humano (QUICK-
Clone cDNA  Human  cDNA, CLONTECH) utilizando cebadores
especificos para ello.

[0055]

Especificamente, tal y como se muestra en la FIG. 1, la
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PCR del gen de AQP2 humana se realizdé dividiendo la regidn
(86-901) que codifica la proteina de AQP2 humana (271
aminoacidos) en el sitio HindIII (posicién 609) en dos partes,
es decir, una parte N terminal y una parte C terminal. Como
cebadores de PCR para la parte N terminal del gen de AQP2
humana (hAQP2/primera mitad, denominada “hAQP2N” en adelante),
se utilizaron 22 bases desde el coddn de inicio como cebador
directo (hAQP2N-F: SEQ ID NO. 2) y se utilizaron 22 bases de
728-749 como cebador inverso (hAQP2N-R: SEQ ID NO. 3). Por
otro lado, con respecto a la parte C terminal del gen de AQP2
humana (hAQP2/segunda mitad, denominada “hAQP2C” en adelante),
se wutilizaron 22 bases de 562-583 como cebador directo
(hAQP2C-F: SEQ ID NO. 4), y se utilizaron 21 bases (881-901)
hasta el coddén de parada como cebador inverso (hAQP2C-R: SEQ
ID NO. 5). Para cada uno de los extremos 5’ de hAQP2Z2N-F vy
hAQP2C-R, se agregd un sitio de enzima de restriccidén (hAQP2N-
F: SphI, hAQP2C-R: BamHI) a ser utilizado para la insercidn en
el vector de expresidén. La FIG. 1 muestra el gen de AQP2 y la
configuracién de 1los cebadores para la primera mitad y la
segunda mitad. Como resultado de 1la PCR, se obtuvieron
productos de PCR de 884 bp (parte hAQP2N) y 340 bp (parte
hAQP2C) qgue habian sido calculados.
[0056]

El producto de PCR de AQPZN (86-749) fue incorporado en
un vector de clonacién pT7, que se transformaria en E. coli, a
través de lo cual se obtuvieron las colonias de E. coli Nos.
1, 2, 3, 5, y 6. Los ADNs de pléasmido se extrajeron de estas
colonias de E. coli que serian sometidas a PCR utilizando los
cebadores de primera mitad especificos (NF/NR) . Como
resultado, se confirmdé que la secuencia de AQP2N deseada (86-
749) se insertdé en las colonias de E. coli Nos. 1, 3 y 5.

Ademas, dos tipos de enzimas de restriccién actuaron en los
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cinco tipos de plésmidos para cortarlos en fragmentos. Luego,
se confirmé que los fragmentos de &acido nucleico tenian
tamafios derivados del gen de AQPZ.

[0057]

De un modo similar, también se amplificdé AQP2C (562-901),
utilizando los cebadores de segunda mitad especificos, las
colonias de E. coli Nos. 1 a 6 fueron examinadas y se halld
gue el gen habia sido insertado en todas las colonias. Los
plasmidos de las colonias, excluido el No. 5, es decir, los
Nos. 1, 2, 3, 4 y 6 fueron extraidos y los tamafics de los
genes insertados fueron examinados también utilizando dos
enzimas de restriccién. E1l tamafio del fragmento de acido
nucleico extraido por las enzimas de restriccién de los cinco
tipos de pléasmidos fue de 2200 bp, tal comoc habia sido
calculado. Por lo tanto, se juzgd que el gen que incluia AQP2C
(562-901) estaba incorporado en los plasmidos.

[0058]

Se determinaron 10 tipos de secuencias de &cidos
nucleicos en total, que son aquellas de los plasmidos de AQP2N
(86-749) Nos. 1, 2, 3, 5 y 6 y los plasmidos de AQP2C (562-
901) Nos. 1, 2, 3, 4 y 6, utilizando el CEQ2000 de Beckman-
Coulter. Luego, se compararon las secuencias de é&cidos
nucleicos de los plésmidos con una secuencia correspondiente
de tipo silvestre (FIG. 2). Como podemos observar en la FIG.
2, se seleccionaron el pléasmido de AQP2N (86-749) No. 1 y el
plédsmido de -AQP2C (562-901) No. 4, que tienen la misma
secuencia que la del tipo silvestre, y se determind crear un
vector de expresidén ligando fragmentos de ambos plésmidos.
[0059]

(2) Construccién del vector de expresidédn de AQP2 humana

fusionada al marcador His

Se extrajo un fragmento SphI-BamHI del plésmido de AQPZN

A
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(86-749) No. 1, y se extrajo un fragmento BamHI-HindIII del
plasmido de AQP2C (562-901) No. 4. Luego, los dos fragmentos
fueron incorporados, utilizando ligasa, a un vector de
expresién de fusidén con el marcador His (pGL80L) cuyo anillo
se abrié en los sitios SphI e HindIII. La PCR de las colonias
se llevé a cabo utilizando el par de cebadores F2/R y se
confirmé que los fragmentos fueron insertados en las colonias
de E. coli No. 2 y No. 8.
[0060]

Los pléasmidos se extrajeron de las colonias de E. coli
No. 2 y No. 8 y fueron examinados para determinar si estaban
presentes fragmentos de 4&cido nucleico que tenlan tamafios
prescriptos (SphI-HindIII: 664 bp, SphI-BamHI: 514 bp, BamHI-
HindIITI: 340 bp) utilizando dos tipos de enzimas de
restriccién especificas para el gen de AQP2. Como resultado,
se hallaron los mismos fragmentos de &cido nucleico en el No.
8 y se confirmé que el gen de AQP2 estaba inserto alli. El No.
8 fue examinado nuevamente para confirmar la secuencia de
4dcido nucleico, utilizando el CEQ2000 de Beckman-Coulter, y se
confirmé que no hubo sustituciones o deleciones en la
secuencia de &cido nucleico.
[0061]

(3) Construccidén del vector de expresidédn de AQP2 deficiente de

extremo N terminal fusionada a Trx

Si bien el vector de expresidén de AQP2 fusionada al
marcador His (clon 8) se obtuvo en el punto (2) anterior, no
expresd la proteina AQP2 en una cantidad suficiente. Por 1lo
tanto, el fragmento NcoI-BamHI que carece de extremo N de la
proteina AQP2 humana se extrajo del plésmido de expresidén de
AQP2 fusionada al marcador His No. 8 'y se incorpord,
utilizando una ligasa, al vector de expresidén fusionado a Trx

(pET32b) cuyo anillo se abrid en los sitios Ncol e HindIII. Se
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realizé la PCR de las colonias utilizando el par de cebadores
F2/R, y se confirmé que el fragmento estaba insertado en las
colonias de E. coli No. 2 y No. 8.
[0062]

Los pléasmidos se extrajeron de las colonias de E. coli
No. 2 y No. 8 y se examind si el fragmento de &cidos nucleicos
gue tenia un tamafio prescripto (NcoI-HindIII: 686 bp) estaba
presente, utilizando dos tipos de enzimas de restriccidn
especificas para el gen de AQP2. Se confirmé que existia un
fragmento de Acido nucleico de 686 bp en el No. 2 y el No; 8 vy
se insertd alli un gen de AQP2 que carecia de extremo N.
[0063]

(4) Expresidédn de la proteina de AQP2 deficiente de extremo N

fusionada a Trx en E. coli

Dado que no se observaron errores en las secuencias de
los vectores de expresidédn de AQP2 deficiente de extremo N
fusionada a Trx No. 2 y No. 8, se precultivdé E. coli de cada
colonia, se lo agregd a 100 mL de medio LB y se lo indujo
durante la noche a temperatura ambiente wutilizando IPTG
(isopropil-b-D-tiogalactopirandsido: inductor de b-
galactosidasa que se utiliza en un agente inductor de
expresién para un vector de expresidén que tiene un promotor
Lac o un promotor tac), a través de lo cual se produjo la
proteina AQP2 deficiente de extremo N fusionada a Trx en
células de E. coli.

[0064]

Se cultivaron dos tipos (No. 2 y No. 8) de E. coli. Se
prepararon muestras pre-IPTG (antes de la induccidn), muestras
post-IPTG (después de la induccidn) y fracciones insolubles vy
fracciones solubles que fueron obtenidas solubilizando el E.
coli inducido, para la SDS-PAGE/tincién con CBB y analisis

Western. Para la deteccidén, se utilizé un anticuerpo de

N
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péptido de AQP2 humanha sintético disponible comercialmente
(suero de conejo anti-AQP2 humana, PherMingen). Tal como se
puede observar en la EIG. 3, la expresién de la proteina AQPZ
deficiente de extremo N fusionada a Trx no fue confirmada en
las muestras de induccidén pre-IPTG 2) y 7). Sin embargo, se
confirmé una gran cantidad de proteina AQP2 deficiente de
extremo N fusionada a Trx en las muestras de induccidén post-
IPTG 3) y 8). Dado que la proteina de fusidén existia mas en
las fracciones insolubles de E. coli 4) y 9) que en las
fracciones solubles 5) y 10), se hallé que la proteina de
fusién existia como cuerpo de inclusidn.

[0065]

Tal como se ha descrito anteriormente, el gen de AQP2
humana se cloné de ADNc humano mediante PCR, y se confirmdé que
el gen de AQP2 humana obtenido coincidia completamente con el
de tipo silvestre. Ademds, al utilizar este gen de AQP2
humana, fue posible expresar la proteina AQP2 humana fusionada
a Trx que carecia de aproximadamente 30 aminoacidos del
extremo N de la proteina AQP2 humana.

[0066]

A continuacién, se hard referencia a esta proteina como
“proteina AQP2 humana fusionada a Trx/His expresada en E.
coli” o “proteina AQP2 humana fusionada a Trx”.

[0067]

Ejemplo de Produccién de Referencia 2: Produccidén de AQP2

humana marcada con His expresada en célula de insecto Sf-9

(hAQP2/His/Sf-9). Ver EIG. 4 (1)

Se inserté ADNc con una secuencia marcada con His
agregada en el extremo 5’ de AQP2 en un sitio de
multiclonacién del plésmido dador pFastBacl (pFastBacl-AQP2).
Las células competentes de E. coli DH10Bac se transformaron

utilizando pFastBacl-AQP2. Con respecto a los clones que eran
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blancos sobre una placa de agar a la cual se habia agregado
Bluo-gal e IPTG, la confirmacién de si un Bacmido incluye la
insercién de AQP2 (Bacmido de AQP2 recombinante) se llevd a
cabo mediante PCR. El Ba&cmido de AQP2 recombinante se extrajo,
purificé y transfectd en células Sf-9, utilizando CELLFECTIN
(Invitrogen). Se recolectd el sobrenadante de cultivo después
de 72 horas desde la transfeccién, para ser utilizado como
Baculovirus Recombinante (rBaculovirus-AQP2). Hasta la
obtencién de un titulo suficiente del rBaculovirus-AQP2 en el
sobrenadante del cultivo, se repitieron 1la infeccidén, la
amplificacién, la recoleccién y la reinfeccidén del
rBaculovirus-AQP2 en células Sf-9. Las células ©Sf-9 se
infectaron con el rBaculovirus-2AQP2, se cultivaron de 2 a 4
dias, y se recolectaron las células. Se efectudé la SDS-PAGE
utilizando las células, y se confirmé la expresién del
rBaculovirus-AQP2 mediante transferencia Western utilizando el
anticuerpo de AQP2. La FIG. 4 (2) muestra los resultados.
[0068]

Ejemplo de Produccién de Referencia 3: Anticuerpo policlonal

de conejo para AQP2 humana

La proteina AQP2 humana fusionada a Trx producida en el
Ejemplo de Produccidén de Referencia 1 se purificdé y utilizd
para inmunizar conejos (especies/cepas: Conejo/Blanco de Nueva
Zelanda, sexo: hembra, peso: 3 a 3,5 kg, obtenidos de KITAYAMA
LABES), para producir un anticuerpo policlonal.

[0069]

(1) Preparacién del inmundgeno

Se utilizé como inmundégeno la proteina AQP2 humana
fusionada a Trx (hAQP2/Trx) purificada, utilizando un gel de
agarosa Ni-NTA, del E. coli en el cual se confirmé la
expresién de AQP2 humana en el Ejemplo de Produccién de

Referencia 1. Para la inmunizacidén, se prepard el inmundgeno

~?
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(hAQP2/Trx) en una cantidad igual a 200 pg/mL, utilizando
PBS(-). Se mezclaron 2,5 mL del inmundégeno con igual volumen
de adyuvante completo de Freund (DIFCO, Catf No. 263810),
utilizando dos jeringas de vidrio conectadas por una llave de
tres vias, para preparar una emulsiodn.

[0070]

(2) Preparacidn del anticuerpo policlonal

(2-1) Inmunizacién

El inmundégeno (hAQP2/Trx) preparado anteriormente se
inyecté por via intradérmica en el lomo de conejos cada 2
semanas en miltiples puntos a razédn de 1 mL/cuerpo para la
inmunizacidn. Después de 1 semana desde la tercera
inmunizacién, se realizaron tomas de muestras parciales de
sangre del 1lébulo de la oreja, y se verificdé el titulo del
anticuerpo mediante el método ELISA que se describe en el
punto (2-2) que aparece mas adelante. Ademas, se realizaron
inmunizaciones adicionales, después de 1 semana desde la
séptima inmunizacidén, se realizaron tomas de muestras totales
de sangre de la arteria cardtida. La sangre recogida se
centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente para recoger el suero. El titulo de anticuerpo del
antisuero se verificdé mediante el método ELISA descrito en el
punto (2-2) que aparece a continuacidén, y se examind la
reactividad en una transferencia Western.
[0071]
(2-2) Medicidén del titulo del anticuerpo mediante ELISA

El inmundégeno (hAQP2/Trx) preparado en una cantidad igual
a 1 pg/mL utilizando PBS(-) se colocd en una placa de 96
cavidades a razdén de 100 pL/cavidad, y se dejd reposar a
temperatura ambiente durante 2 horas o mds. Por otro lado, con
respecto a las células Sf-9 que expresan  hAQP2/His

(hAQP2/His/Sf-9) (Ejemplo de Produccidén de Referencia 2), 1las

3
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células Sf-9 que expresan hAQP2/His (hAQP2/His/Sf-9) que
habian sido disueltas en 8M de Urea/50 mM Tris-HC1l (pH 8,0),
se colocaron en una placa de 96 cavidades a razén de 10
ulL/cavidad, se agregaron 100 pL/cavidad de PBS(-), y la placa
se dejdé reposar a temperatura ambiente durante 2 horas o mas.
[0072]

La solucidén de inmundgeno se retiré de la placa, se
agregé 0,1% de BSA/PBS(-) a razdn de 400 uL/cavidad en la
placa, y se efectud el blogueo a temperatura ambiente durante
1 hora o més (placa recubierta con inmundégeno y placa
recubierta con hAQP2/His/Sf=9).

[0073]

E1l antisuero obtenidé a través de la toma de muestra
parcial o total de sangre se diluydé con un factor de 1000
utilizando 0,1% BSA/PBS(-), y se sometidé a ocho diluciones en
serie a un indice comin de 3 (series de dilucidén: de un factor
de 1000 a un factor de 2.187.000). Como suero control, se
diluyé Suero de Conejo Normal (NRS) y se lo prepard del mismo

modo (series de dilucidén: de un factor de 1000 a un factor de

2.187.000).
(0074]

La solucién de bloqueo se retirdé de la placa de 96
cavidades y la serie de dilucidén del antisuerc o el NRS se
agregé a razén de 100 pL/cavidad, y la mezcla se dejd
reaccionar durante la noche a temperatura ambiente.

[(0075]

Al dia siguiente, la placa de 96 cavidades se lavd tres
veces con una solucidén de lavado (0,05% Tween—20/0,9%ANaCl),
se agregd peroxidasa de rabano (HRP)-anti IgG de conejo en
cabra (Biosource, Cat. No. ALI3404) diluida con un factor de
dilucién de 10000 utilizando 0,5% Tween-20/0,1 BSA/PBS(-), a

razén de 100 pL/cavidad, y la mezcla se dejdé reaccionar a
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temperatura ambiente durante 2 horas. Luego, la placa se lavd
cinco veces con una solucidén de lavado. Posteriormente, se
agregd una solucidn colorante obtenida disolviendo tabletas de
OPD (Sigma, Cat. No. P8287) en 1 mg/mL de una solucidén de
dilucién sustrato (monohidrato de &cido <c¢itrico 7 g/L,
Na,HPO,.12H,0 23,89 g/L, 0,015% H20,), a razén de 100
uL/cavidad ©para permitir que la <coloracidén proceda a
temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos. Se agregaron 100
uL/cavidad de 2 N HpSO, para detener la reaccidn, y se midié
la absorbancia a 492 nm utilizando un iEMS Reader MF (Lab
Systems) .

[0076]

(2-3) Examinacién de reactividad mediante' transferencia
Western

El inmunégeno (hAQP2/Trx) y un control Trx/His (obtenido
sustituyendo una parte de AQP2 por una parte de extremo C 743-
968 de proteina PKD2, es decir, PKD2 con un marcador Trx/His
agregado) se diluyeron en 10 pg/mL con 2-mercaptoetanol que
contenia buffer de lisis para la electroforesis, y las mezclas
se calentaron a 100 °C durante 5 minutos. Las soluciones de
antigeno y un marcador de peso molecular (Bio-Rad, Cat. No.
161-0373) se aplicaron a un gel de amida acrilica al 15% a
razén de 10 pL/cavidad, y las muestras se analizaron mediante
electroforesis a 25 mA/gel.

[0077]

Después de la electroforesis, un gel fue teniido con CBB
G-250 (Bio-Rad Cat. No. 161-0786) y las proteinas en otro gel
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um
(Bio-Rad, Cat. No. 162-0115) a 200 mA durante 1 hora,
utilizando papel secante semiseco. Después de la
transferencia, la membrana se sumergié en 5% de leche

descremada/50 mM Tris-HCl (pH 8,0) a temperatura ambiente



31

durante 1 hora o mé&s para el blogqueo. El antisuero y el NRS se
diluyeron, cada uno de ellos, con un factor de 1000 utilizando
0,1% BSA/PBS(-) y se dejaron reacclonar con una membrana
durante la noche a temperatura ambiente.

[0078]

Al dia siguiente, la membrana se lavd con una solucidn de
lavado, y se dejé reaccionar con-HRE—anti IgG de conejo en
cabra (Biosource, Cat. No. ALI3404) diluida con un factor de
3000 utilizando 0,5% Tween-20/0,1 BSA/PBS(-), a temperatura
ambiente durante 2 horas. La membrana se lavdé con una solucién
de lavado y se sumergié en una solucidén colorante para la
coloracidén. La solucidn colorante se prepard disolviendo 4,84
g de tris (hidroximetil) aminometano, 5,84 g de cloruro de
sodio, y 3,36 mL de &cido clorhidrico concentrado en HxO para
obtener un volumen total de 1 L. Para el uso, se agregaron 20
mL de 4-cloro-l-naftol/metanol al 0,3% y 60 pL de Hp0, al 30%
en 100 mL de esta solucidén colorante, y se mezclaron.

[0079]
(2-4) Resultados de la preparacién del anticuerpo policlcnal

La FIG. 5 muestra 1los resultados del ensayo ELISA
realizado en la serie de dilucidén (de un factor de 1000 a un
factor de 2.187.000 veces) del suero recogido a través de la
toma de muestra parcial de sangre realizada después de la
tercera inmunizacidén, utilizando una placa de 96 cavidades en
la cual se habia formado una fase soélida de hAQP2/Trx o la
hAQP2 expresada en células Sf-9 (hAQP2/Trx/Sf-9). En la FIG.
5, (A) muestra los titulos de anticuerpos para el inmundgeno
(hAQP2/Trx) y (B) muestra los titulos de anticuerpos para la
hAQP2 expresada en células Sf-9 (hAQP2/Trx/Sf-9). Como podemos
observar en los resultados, se confirmé que el titulo de
anticuerpos para el inmundgeno aumentd lo suficiente a través

de tres inmunizaciones a un conejo.
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[0080]

La FIG. 6 muestra los resultados de ensayos ELISA

realizados de un modo similar después de la toma de muestra

total de sangre realizada después de la séptima inmunizacién.
En la FIG. 6, (A) muestra los titulos de anticuerpos para el
inmundégeno (hAQP2/Trx) Y (B) muestra los titulos de
anticuerpos para la hAQP2 expresada en células Sf-9
(hAQP2/Trx/Sf-9). A los anticuerpos policlonales respectivos
obtenidos en este momento se los denomindé OPP21401, OPP21402,
OPP21403, y OPP21404. Los volumenes del antisuero fueron 50
mL, 52 mL, 50 mL, y 68 mL, respectivamente. Ademés, 1los
titulos de anticuerpos finales fueron confirmados mediante
ELISA, y se halld que OPP21403 mostrd el mayor titulo de
anticuerpo.

[0081]

Ademds, la reactividad de cada anticuerpo policlonal para
cada tipo de antigeno (hAQP2/Trx, hAQP2/Trx/Sf-9, y control
Trx/His) fue examinada mediante transferencia Western.
Especificamente, cada antigeno (hAQP2/Trx, hAQP2/Trx/Sf-9, vy
control Trx/His) transferido a una membrana de nitrocelulocsa
se dejé reaccionar con cada antisuero diluido con un factor de
1.000 para la coloracidén, utilizando un método de 4-cloro-1-
naftol. La FIG. 7 muestra los resultados. Tal como se muestra
en la FIG. 7, todos los anticuerpos (OPP21401, OPP21402,
OPP21403, y OPP21404) reaccionaron no solo con hAQP2/Trx sino
también con hAQP2/His/Sf-9. OPP21403 tuvo la reaccidn més
fuerte con hAQP2/His/Sf-9.

[0082]

De esto, entre los cuatro tipos de anticuerpos
policlonales obtenidos anteriormente, se considerd que
OPP21403, que se habia expresado en células Sf-9 y que habia

tenido la reaccién mas fuerte con hAQP2, resultd apropiado
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vivo.
[0083]
[Tabla 1]
Nombre Inmundgeno Animal Forma Reactividad
del inmuni-
anti- zado hAQP2/ hAQP2/ Control
cuerpo Trx His/Sf-9 | Trx/His
AQP2 humana
fusionada a
OPP2140 ,
1 Trx/His Conejo | Suero + + -
expresada en E.
coli
AQP2 humana
fusionada a
OPP2140 . .
) Trx/His Conejo | Suero + + -
expresada en E.
coli
AQP2 humana
fusionada a
OPP2140 ]
5 Trx/His Conejo | Suero + + -
expresada en E.
coli
AQP2 humana
fusionada a
OPP2140 .
4 Trx/His Conejo Suero + + -
expresada en FE.
coli
Ejemplo de Produccién de Referencia 4: Anticuerpo monoclonal

de ratdén para AQP2 humana

La proteina AQP2 fusionada a Trx
el Ejemplo de Produccién de Referencia 1 se purificd e inyectd
por via

(especies/cepas:

de SLC)

fusién celular con células de mieloma de ratdn

intraabdominal

y se produjo un anticuerpo monoclonal a través de

linea celular: P3U1,

[0084]

Ratén/Balb/c,

para

la

SeXo:

(hAQP2/Trx)

inmunizacién

hembra y macho,

obtenida de ATCC).

(1) Preparacién del anticuerpo monoclonal

(1-1)

Inmunizacidn

en

producida en

(nombre de 1la

ratones

obtenido

gl
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Se inyecté 1 mL del inmundégeno (hAQP2/Trx) preparado en
el Ejemplo de Produccién de Referencia 3 (1) por via
intraabdominal para la inmunizacidn de diez ratones
(especies/cepas: Ratén/Balb/c, sexo: hembra y macho, obtenido
de SLC) tres veces cada 2 semanas. Tres dias antes de la
fusién de células, se inyectd hAQP2 a razdén de 20 pg/cuerpo
como Ultima inmunizacidén sin la utilizacidén de un adyuvante.
[0085]

(1-2) Fusidén de células

Las células de mieloma de ratén (nombre de la linea
celular: P3Ul, obtenida de ATCC) se descongelaron al menos 1
semana antes de la fusién de células y se cultivaron en 10%
FCS/RPMI 1640. El1 dia de la fusién de células, se confirmd
bajo un microscopio que las células de mieloma de ratdn eran
suficientemente viables.

[0086]

Un uUnico ratén (hembra) que habia sido inmunizado en el
punto (1-1) anterior fue anestesiado con éter, desinfectado
utilizando etanol al 70%, y luego se le retird el bazo de un
modo estéril. Finalmente, se cortd el bazo con tijeras y se lo
hizo pasar a través de una malla de acero en aproximadamente
10 mL de RPMI 1640 para ser colado. Esta suspensidén se
transfiridé a un tubo de centrifugado de 15 mL y se centrifugé.
Luego, se descartd el sobrenadante y se eliminaron los grumos
del precipitado minuciosamente mediante golpecitos con el
dedo. Se agregaron 4 mL de NH4,Cl al 0,747% al precipitado, vy
los glébulos rojos innecesarios fueron hemolizados mezclando
la mezcla levemente en una pipeta. Luego, se agregaron de 6 a
7 mL de RPMI 1640 y la mezcla se centrifugd. Luego, se lavaron
las células con RPMI 1640 nuevamente, y se resuspendieron en
aproximadamente 10 mL de RPM 1640.

[0087]

\5\0
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Por otro lado, se transfirieron de 50 a 100 mL de la
solucién de cultivo P3Ul a un tubo de centrifugado de 50 mL y
se sometieron a centrifugado para recolectar las células. Las
células se lavaron wuna vez con RPMI 1640 y luego se
resuspendieron en RPMI 1640. La suspensién de las células del
bazo y la suspensién de P3Ul se combinaron para obtener un
volumen de aproximadamente 30 mL, y la mezcla se centrifugod.
Se descarté el sobrenadante y se eliminaron los grumos del
precipitado minuciosamente mediante golpecitos con el dedo. Se
agregaron 2 mL de Solucidén PEG al 50% (Sigma, Cat. No. P7181)
al precipitado durante 30 segundos, a la vez que se agitaba el
recipiente de la mezcla, y la mezcla luego se mezcld en la
pipeta durante 30 segundos. Luego, se agregaron 5 mL de RPMI
1640 a la mezcla durante 2 minutos, se agregaron otros 5 mL de
RPMI 1640, y la mezcla se dejé reposar a 37 °C durante 3
minutos y posteriormente se centrifugd la mezcla.

[0088]

Se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en aproximadamente 100 mL de HAT (ICN, Cat. No.
1680849) al cual se habia agregado 10% FCS/RPMI 1640, y la
cantidad total de las células se colocd en cuatro placas de
cultivo de 24 cavidades para ser cultivadas a 37 °C en 5% de
CO, (Incubador de CO,; SANYO, MCC-17AIC). La coﬁdicién de
centrifugado fue temperatura ambiente, 1200 rpm, y 5 minutos,
para todos los casos.

[0089]
(1-3) Deteccidédn de anticuerpos

Después de 1 semana a 10 dias desde la fusién de células
cuando fue posible confirmar visualmente las colonias formadas
en la base de <cada placa, se recogidé wuna parte del
sobrenadante de cultivo de cada cavidad para realizar la

deteccién de anticuerpos. En la primera deteccién, se utilizd

A
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una solucién no diluida del sobrenadante de culfivo, y en la
segunda deteccidén y de alli en adelante, el sobrenadante de
cultivo se diluyé con un factor de 2,5 utilizando 0,1%
BSA/PBS (-) .

[0090]

La solucién de bloqueo fue retirada de 1la placa
recubierta con inmunbégeno y la placa recubierta con
hAQP2/His/Sf-9 producida de un modo similar al que se describe
en el Ejemplo de Produccién de Referencia 3 (2) (2-2), el
sobrenadante de cultivo se agregd a cada placa a razdédn de 100
pL/cavidad, y la mezcla se dejé reaccionar durante la noche a
temperatura ambiente.

[0091]

Al dia siguiente, cada una de las placas se lavd tres
veces utilizando una solucién de lavado, se agregd HRP-anti
IgG de conejo en cabra (Biosource, Cat. No. 170-6516) diluido
con un factor de 5000 utilizando 0,5% Tween-20/0,1% BSA/PBS(-
), a la placa en una cantidad igual a 100 uL/cavidad y la
mezcla se dejdé reaccionar a temperatura ambiente durante 2
horas. Luego, la placa se lavd cinco veces con una solucidn de
lavado. Una solucidén colorante obtenida por disolucidn de
tabletas de OPD, que habia sido preparada de un modo similar
al que se describe en el Ejemplo de Produccién de Referencia 3
(2) (2-2), se agregd a la placa a razdén de 100 pL/cavidad,
para permitir que 1la coloracidén proceda durante 10 a 30
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 100 uL/cavidad de
2 N HySO, para detener la reaccién. Luego, se midid Ila
absorbancia utilizando el iEMS Reader MF (Lab Systems).

[0092]

Para la clonacién, se seleccionaron las cavidades que

eran positivas tanto en la placa recubierta con inmundgeno

como en la placa recubierta con hAQP2/His/Sf-9.
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[0093]
(1-4) Clonacidén de hibridoma

La clonacidén de hibridoma se llevd a cabo a través de un
método de dilucidén limitante.
[0094]

Los ratones inmunes (machos) anestesiados con éter fueron
desinfectados utilizando etanol al 70%, y luego se extrajeron
sus bazos de un modo estéril. Se prepararon células nutrientes
a través de operaciones similares a las del método de
preparacién de células de bazo descrito en el punto (1-2)
anterior. Las células del bazo de un ratdn individual se
resuspendieron en aproximadamente 40 mL de 10% FCS/RPMI 1640 y
se sembraron en cuatro placas de cultivo de 96 cavidades en
una cantidad igual a 100 pL/cavidad. Las células de las
cavidades positivas en el punto (1-3) anterior se diluyeron en
serie de acuerdo con el numero de células, y se sembraron en
una cantidad equivalente a 100 pL/cavidad en una placa de
cultivo de 96 cavidades en la cual se habian sembrado las
células nutrientes, y las células se cultivaron a 37 °C en 5%
de CO,.

[0095]

La clonacidén y la deteccidn de repitieron varias veces y
se selecéionaron las cavidades que eran positivas en la
deteccidén y las cuales se confirmdé, mediante observacidn
microscdépica, que contenian un uUnico clon. Este clon se clond
nuevamente a través del método de dilucidén limitante. Luego,
en la prdéxima deteccidn, se confirmdé que todas las cavidades
en las que existian células eran positivas y las cavidades en
las que no existian células eran negativas. Se selecciond un
Gnico clon de esta placa y se establecié como hibridoma
productor de anticuerpos monoclonales.

[0096]
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El hibridoma establecido se cultivdé en serie para su
expansién en 10% FBS/RPMI 1640 para obtener aproximadamente 50
mL de una solucién de cultivo celular (solucidn de cultivo de
hibridoma). Se transfirieron aproximadamente 40 mL de esta
solucidén a un tubo de centrifugado de 50 mL, y se centrifugd a
temperatura ambiente a 1200 rpm durante 5 minutos para
recolectar las células (hibridoma) . Las células se
suspendieron en 3 mL de un tanque de células (JUJI FIELD, Cat.
No. BLC-1), y la suspensidén se dispensd en tres criotubos a
razén de 1 mL y se conservd en nitrégeno liquido. Una parte
del sobrenadante centrifugado se conservd a 4 °C y se sometid
a tipificacidén de anticuerpos y transferencia Western.

[0097]
(1-5) Recoleccidn de fluido ascitico

Para obtener un anticuerpo purificado para ser utilizado
para establecer un sistema de ensayo ELISA, el hibridoma
obtenido anteriormente se inyectd en ratones y se recogid la
ascitis que contenia una gran cantidad de anticuerpos.

[0098]

Especificamente, aproximadamente 10 mL de la solucidn de
cultivo celular (solucidén de cultivo de hibridoma) preparada
en el punto (3-4) se centrifugaron a temperatura ambiente a
1200 rpm durante 5 minutos, para recoger las células
(hibridoma) . Las células lavadas una vez PBS (-) se
resuspendieron en 1,5 mL de PBS(-) y se inyectaron cantidades
equivalentes a 0,5 mL de la suspensién en las cavidades
peritoneales de tres ratones machos. Previamente se habia
inyectado 0,5 mL/cuerpo de pristina (2, o, 10, 14-
tetrametilpentadecano; Sigma, Cat. No. T7640) por via
intraperitoneal en cada uno de los ratones al menos 3 dias
antes de la inyeccidén de células.

[0099]

A
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Se recogidé la ascitis cuando los tamarfios de los abddémenes
de los ratones inyectados con las células se encontraban en su
tamafio madximo. Se tomd la ascitis de un ratdn individual de un
modo estéril y se centrifugd a temperatura ambiente a 1200 rpm
durante 5 minutos para recoger el sobrenadante. Luego, se
hemolizaron los gldbulos rojos en el precipitado utilizando
0,747% NH4C1, como en la preparacién de las células
nutrientes. Las células se lavaron con RPMI 1640 y luego se
suspendieron en 3 mL de un tanque de células. La suspensién se
dispensé en tres criotubos a razén de 1 mL, para ser
conservada en nitrdégeno liquido. La ascitis de otros dos
ratones se <centrifugd a temperatura ambiente a 3000 rpm
durante 10 minutos para recoger 1los sobrenadéntes. Los
sobrenadantes obtenidos de tres ratones se conservaron a 4 °C.
[0100]

(1-6) Tipificacidén de anticuerpos

Los anticuerpos obtenidos se clasificaron en subclases vy
tipos de cadena L, utilizando antisuero anti Ig de ratdn
(IgGl, G2a, G2b, G3, M, cadena k y cadena 1) (BIONETICS).
[0101]

Se retird la solucidén de bloqueo de una placa recubierta
con inmundégeno producida de un modo similar al Ejemplo de
Produccidén de Referencia 3 (2) (2-2), se agregd el
sobrenadante de cultivo obtenido en el punto (1-4) en una
cantidad equivalente a 100 pL/cavidad y se dejé reaccionar
durante la noche a temperatura ambiente; Al dia siguiente, la
placa se lavd tres veces con una solucién de lavado. Cada uno
de los antisueros anti Ig de ratdédn (IgGl, G2a, G2b, G3, VM,
cadena k, y cadena 1) se diluyé con un factor de 1000
utilizando 0,1% BSA/PBS(-), y se agregaron 100 pL de cada una
de las diluciones a una cavidad. La mezcla se dejd reaccionar

a temperatura ambiente durante 2 horas, la placa se lavd tres
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veces con una solucidén de lavado, se agregd HRP-anti IgG de
conejo en cabra diluido con un factor de 10000 utilizando
0,05 de Tween-20/0,1% de BSA/PBS(-) a razén de 100
uL/cavidad, y la mezcla se dejdé reaccionar a temperatura
ambiente durante 2 horas. Luego, la placa se lavd cinco veces
con una solucidén de lavado, se agregd una solucidén colorante
por disolucidén de tabletas de OPD, que habia sido preparada de
un modo similar al del Ejemplo de Produccién de Referencia 3
(2) (2-2), en una cantidad igual a 100 pL/cavidad, para
permitir que la coloracién proceda a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se agregd 100 uplL/cavidad de 2 N HySO4 para
detener la reaccién, y se midié la absorbancia a 492 nm
utilizando el 1EMS Reader MF (Lab Systems).

[0102]

Los que exhibieron 1las reacciones mas raras fueron
determinados como sus subclases y la cadena L del anticuerpo.
[0103]

(1-7) Examinacién de ia especificidad de anticuerpos mediante
tfansferencia Western.

Se realizdé la transferencia Western de un modo similar al
del Ejemplo de Produccién de Referencia 3 (2) (2-3) y las
membranas bloqueadas se dejaron reaccionar durante la noche
con el sobrenadante de cultivo obtenido en el punto (1-4) a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se lavdé cada una de
las membranas con una solucién de lavado, y se dejd reaccionar
con HRP-anti IgG de ratdén en cabra diluido con un factor de
3000 utilizando 0,05% de Tween-20/0,1% de BSA/PBS(-) a
temperatura ambiente durante 2 horas. La membrana se lavd con
una solucidén de lavado y se dejd que la coloracidén proceda
utilizando un método similar al que se describe en el Ejemplo
de Produccidn de Referencia 3 (2) (2-2).

[0104]
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(2) Resultado de la preparacidén de anticuerpos monoclonales

A través de las operaciones anteriores, se establecieron
dos clones del hibridoma productor de anticuerpos
monoclonales, de diez ratones inmunes a la hAQP2/Trx. Estos
hibridomas se denominaron OPH21401 y OPH21402, y los
anticuerpos producidos de los hibridomas se denominaron
OPM21401 'y OPM21402, respectivamente. Para cada wuno de
OPM21401 y OPM21402, la subclase era IgGl y la cadena L era la
cadena k.

[0105]

Se examinaron las especificidades de estos anticuerpos
mediante transferencia Western. Tal como se observa en la FIG.
8, ambos anticuerpos reaccionaron tanto con hAQP2/Trx como con
hAQP2/His/Sf-9, y no reaccionaron con un control Trx/His. Por
lo tanto, se considera que 1los dos tipos de anticuerpos
monoclonales obtenidos anteriormente son anticuerpos

especificos de la AQP2 humana.

[0106]
[Tabla 2]
Nombre Inmundgeno Animal Forma Reactividad
del inmuni-
anti— zado hAQPZ/ hAQPZ/ Control
cuerpo Trx His/Sf-9 | Trx/His
AQP2 humana
fusionada a i
OPM2140 . i Ascit
1 Trx/His Ratén ) + + -
is
expresada en E.
coli
AQP2 humana
fusionada a )
OPM2140 i Ascit
Trx/His Ratén : + + -
2 is
expresada en E.
coli

(3) Purificacidédn de anticuerpos monoclonales

Se agregaron 4 mL de un Buffer de Unidén (3,3 M NaCl/1,5 M
glicina, NaOH 8,5 g/L) a 2 mL de la ascitis de ratdn

recolectada en el punto (1) (1-5) anterior, y la mezcla se
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dejé reposar a temperatura ambiente durante 2 horas, y luego
se centrifugd bajo una condicién de 3000 rpm, 30 minutos y 4
°C para recolectar el sobrenadante. Este sobrenadante se
filtrdé con un filtro de 0,45 um, y se aplicdé a una columna de
Proteina-A Sepharosa que habia sido equilibrada de antemano
con el Buffer de Unidén anterior. La columna se lavd con el
Buffer de Unidén, se eluyd con un Buffer de Elucidén (Bio-Rad,
Cat. No. 153-6162), y se neutralizdé inmediatamente con 2 M
Tris. El eluato se dializdé contra 0,1 M NaHCO;, luego se midid
su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm para obtener
la concentracién de IgG utilizando la siguiente férmula de
cdlculo.
[0107]

Concentracién de IgG (mg/mL) = valor ODzg de la solucidn
de IgG x 0,714
[0108]

Ejemplo Experimental 1: Establecimiento del ensayo ELISA de

acuaporina 2 (AQP2)

Para monitorear inmediatamente las condiciones
patoldgicas de la enfermedad renal poliquistica (PKD), se
examiné si la acuaporina 2 (AQP2) se puede utilizar como una
proteina candidata de los biomarcadores para la enfermedad, si
se puede establecer un sistema de ensayo (ELISA) que utilice
un anticuerpo para la acuaporina 2 (AQP2), y si se pueden
realmente monitorear las condiciones patoldégicas de la PKD
utilizando el sistema de ensayo.

[0109]

Para el ensayo ELISA, se utilizaron un anticuerpo
policlonal (nombre del anticuerpo: OPP21403) (ver Ejemplo de
Produccién de Referencia 3) y un anticuerpo monoclonal (nombre
del anticuerpo: OPM21401) (ver Ejemplo de Produccidén de

Referencia 4) que habian sido producidos, respectivamente,
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por: clonacién del gen de AQP2 humana, adicién de un marcador
de Trx a su extremo N, produccién de la “proteina AQP2
fusionada a Trx” (ver Ejemplo de Produccién de Referencia 1)
por expresién del gen marcado con Trx en E. coli, e
inmunizacién de conejos y ratones con la proteina producida.
[0110]

Como proteina estdndar para ELISA, se utilizé wuna
“proteina hAQP2 fusionada a GST” expresada en E. coli. Como
control, se utilizdé la proteina AQP2 humana marcada con His
“hAQP2-His/Sf-9” (ver Ejemplo de Produccién de Referencia 2)
expresada en células de insecto Sf-9.

(0111]

(1) Pruebas para establecer el ensayo ELISA

(1-1) Examinacién de la condicién de procesamiento de la
muestra de prueba

Dado que la AQP2 es una proteina de membrana enterrada en
una membrana, se examinaron las condiciones para la
solubilizacién de la AQP2 de la membrana utilizando varios
solubilizantes (Urea, Triton X-100, NP-40, Tween-20,
clorhidrato de guanidina y SDS), que no afectan el sistema de
ensayo.

[0112]

Especificamente, se mezclé un liquido (suspensidén de
hAQP2-His/Sf-9) obtenido por suspensidén, en PBS, de “hAQP2-
His/Sf-9”, que es una proteina AQP2 humana enterrada en una
membrana de una célula de insecto, con cada uno de los
diferentes solubilizantes (Urea, Triton X-100, NP-40, Tween-
20, clorhidrato de guanidina o SDS) en iguales volumenes, la
mezcla se diluydé con un factor de 10 utilizando 10% FBS/0,1%
BSA/PBS, y se llevé a cabo el ensayo ELISA. Luego, se midié la
coloracidén como la absorbancia a una longitud de onda de 492

nm.
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[0113]

La FIG. 9 muestra los resultados.
[0114]

Como podemos observar de los resultados, se confirmd que,
en comparacién con la utilizacidén de urea o clorhidrato de
guanidina, la AQP2 se puede solubilizar de una membrana de un
modo mds eficaz y con un mayor rendimiento cuando, como
solubilizante, se utiliza un surfactante como por ejemplo
Triton X-100, NP-40, o Tween-20 (que son surfactantes no
idénicos) o dodecilsulfato de sodio (SDS, que es un surfactante
anidénico).

[0115]
(1-2) Examinacién del estabilizante en un sistema de ensayo
ELISA

Para poder medir establemente la proteina solubilizada en
cuestidén (AQP2) mediante ELISA, la examinacién se 1llevd a cabo
con respecto a un primer buffer que se utilizard para la
reaccidén utilizando un anticuerpo primario.

[0116]

Especificamente, se examindé si un estabilizante agregado
al primer buffer (0,2% BSA / 10 mM EDTA / 0,2M Tris-~HCl (pH
8,0)) afecta la coloracidén en el sistema de ensayo ELISA, de
la siguiente manera: se agregd cada estabilizante (Urea,
Triton X-100, NP-40, Tween-20, clorhidrato de guanidina y SDS)
al primer buffer en varias concentraciones (proporcidén de
dilucién con respecto a una concentracién del 1%: 1, 1/2, 1/4,
1/8, 1/6, 1/32, 1/64 y 1/128); y se mididé la absorbancia de la
proteina en cuestidén (AQP2) a una longitud de onda de 492 nm.

La proteina en cuestién se prepard mediante:
solubilizacidén completa de una suspensidén de la hAQP2/Sf-9,
que es una proteina AQP2 humana enterrada en una membrana de

una célula de insecto, con el solubilizante SDS anteriormente
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descrito; y dilucién de esta mezcla con un factor de 2000
utilizando 0,1% BSA/PBS para eliminar la influencia de SDS.
[0118]

La FIG. 10 muestra los resultados. Tal como se indica en
la FIG. 10, cuando se utilizaron como estabilizante agregado
al primer buffer, los surfactantes no 1idénicos tales como
Triton X-100, NP-40, y Tween-20 aumentaron la sensibilidad de
la medicién en concentraciones iguales o superiores al 0,063%
(proporcién de dilucidén: 1/16), mientras que la urea, el
clorhidrato de guanidina y el SDS deterioraron la coloraciédn.
Por lo tanto, se determind que Triton X-100 al 1% es favorable
como estabilizante para ser agregado al primer buffer; en
otras palabras, se determindé que 0,2% BSA / 10 mM EDTA / 2%
Triton X-100 / 0,2M Tris-HCl (pH 8,0) es favorable como primer
buffer para ser utilizado en el ensayo ELISA.

[0119]
(1-3) Sistema de ensayo de AQP2 humana mediante ELISA Sa&ndwich

En los puntos (1-4) a (1-6) que se describen mas
adelante, se utilizdé el siguiente sistema de ensayo ELISA en
la examinacién de proteinas estandares mediante ELISA,
examinacién de muestra de Dprueba, y examinacidén por
comparacidén con transferencia Western.

[0120]
<Sistema de ensayo ELISA de AQP2 humana>

Se agregaron 100 upL de un anticuerpo monoclonal (primer
anticuerpo: OPM21403) preparado a una concentracién de 5 Qg/mL
con 0,1 M NaHCO; a cada cavidad de una microplaca de 96
cavidades (NUNC), y la placa se tapd y se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se removidé la primera
solucién de anticuerpos de la placa y se agregd una solucidn
de bloqueo (0,1% BSA/PBS(-)) a razdn de 400 pL/cavidad, y se

llevdé a cabo el bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora

s\
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o mds. Luego, se retird la solucidn de bloqueo de la placa en
la cual se formd el primer anticuerpo como fase sdélida, se
agregaron 100 puL del primer buffer (0,2% BSA/2% Triton (marca
registrada) X-100 / 10 mM EDTA / 200 mM Tris—-HC1 (pH 8,0)) a
cada cavidad, luego se agregaron 50 upuL de wuna proteina
estandar 0 una muestra de prueba preparada en las
concentraciones respectivas utilizando 0,1% BSA/PBS(-) y la
placa se selld y se agitd durante la noche a temperatura
ampbiente.

[0121]

Al dia siguiente, después de lavar la placa tres veces
con una solucién de lavado (0,05% Tween-20/0,9% NaCl), se
agregaron 100 uL de un anticuerpo policlonal (segundo
anticuerpo: OPP21403) diluido con un factor de 5000 utilizando
suero porcino al 10%/0,05% Tween-20/0,1 M Tris-HCl (pH 8,0), a
cada cavidad, y se tapdé la placa y se agitd a temperatura
ambiente. Después de 2 horas de reaccidn, la placa se lavd
tres veces con una solucidén de lavado, luego se agregaron 100
UL de peroxidasa de rébano (HRP)-anti IgG de conejo en cabra
(Biosource, Cat. No. ALI3404), que se habia diluido con un
factor de 10000 utilizando 0,05% Tween-20/0,1% BSA/PBS(-), a
cada cavidad de la placa, y se tapdé la placa y se agitd a
temperatura ambiente. Después de 2 horas, se lavd la placa
cinco veces con una solucidn de lavado, luego se agregaron 100
pL de solucidén colorante TMB (ScyTek, Cat. No. TM4989) a cada
cavidad para permitir que se produzca la coloracién a
temperatura ambiente. Después de 10 minutos, se agregaron 100
pL de Buffer de Detencidén TMB (ScyTek, Cat. No. TSB999) a cada
cavidad de la placa para detener la reaccidén. Se limpiaron-.las
manchas y el agua de la base de la placa con una toalla de
papel suave, y luego se midieron las absorbancias de las

cavidades respectivas a una longitud de onda de 450 nm

SL
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utilizando un absorcidémetro de microplaca (iEMS Reader MF,
LABSYSTEMS) .
[0122]

Se generd una curva estdndar en base a los valores de
absorbancia de la proteina estadndar, y se determindé la
concentracién de AQP2 contenida en la muestra de prueba en
base a la curva estandar.

[0123]

(1-4) Examinacidén de la proteina estandar

Con respecto a la proteina esténdar, y utilizando el
sistema de ensayo ELISA que se describe en el punto (1-3), se
evalué cudl de la AQP2 derivada de E. coli o la AQP2 derivada
de la célula de insecto es apropiada como proteina estandar
para los ensayos ELISA.

Como AQP2 derivada de E. coli, se utilizé la “proteina
AQP2 fusionada a Trx” producida a través del método que se
describe en el Ejemplo de Produccién de Referencia 1. Como
BAQP2 derivada de célula de insecto, se utilizdé la M“AQP2-
His/Sf-9” producida a través del método que se describe en el
Ejemplo de Produccién de Referencia 2 y solubilizada con el
solubilizante.

[0124]

La FIG. 11 muestra las curvas estdndares generadas al
realizar los ensayos ELISA descritos en el punto (1-3)
anterior, utilizando las proteinas anteriores como proteina
estdndar. Tal como se muestra en la FIG. 11, en ambos casos
donde se wutilizé la “proteina AQP2 fusionada a Trx” como
proteina estdndar y donde 1la “AQP2/Sf9” solubilizada se
utilizé como proteina estandar, se observd una correlacidn
dependiente de la concentracién (dosis) con la absorbancia
medida, y ambas curvas se extienden en forma paralela entre

si. Por lo tanto, se halld que se puede utilizar cualquiera de

£
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las proteinas como proteina estdndar para el ensayo ELISA de
AQP2 humana.
[0125]

(1-5) Examinacidén de las muestras de prueba

Como muestras de prueba, se utilizaron cuatro muestras de
orina (Nos. 4, 5, 6, y 9) que habian sido recolectadas de
voluntarios humanos sanos y habian sido diluidas en serie para
realizar los ensayos ELISA que se describen en el punto (1-3)
anterior. La FIG. 12 muestra los resultados, graficados con
una curva esténdar generada utilizando 1la “proteina AQP2Z
fusionada a Trx” como proteina esténdar.

[0126]

Tal como se muestra en la FIG. 12, en las cuatro muestras
de orina utilizadas como muestras de prueba, se observd una
correlacién similar a la de la curva estédndar entre la
proporcién de dilucidén y la absorbancia medida. Por lo tanto,
se confirmbé que, al utilizar la orina como muestra de prueba,
el sistema de ensayo ELISA anterior permite la deteccidén y
cuantificacién de la AQP2 contenida en la orina. Ademds, se
realizaron mediciones de AQP2 humana en la orina de diez
voluntarios humanos sanos de un modo similar. Las
concentraciones de la AQP2 humana en la orina fueron de 0,93 a
8,84 ng/mL. Ademas, se confirmé que el limite de deteccidén en
el sistema de ensayo ELISA anterior fue 0,01 ng/mL.

[0127]

() de la FIG. 13 muestra los resultados de las
mediciones realizadas en la orina de diez voluntarios humanos
sanos para cuantificar la AQP2 humana en la orina mediante
transferencia Western utilizando anticuerpo monoclonal
(OPM21401) (Ejemplo de Produccién de Referencia 3) para la
AQP2 humana. (B) de la FIG. 13 muestra las cantidades de AQP2

humana en la orina medida a través del sistema de ensayo ELISA

4
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anterior para los mismos diez voluntarios humanos sanos. De
estos resultados, se confirmé que las cantidades de AQP2
humana en la orina medida mediante el sistema de ensayo ELISA
de la presente invencién se correlaciona sustancialmente con
los resultados de la traﬁsferencia Western. Cabe destacar que,
de los resultados de la transferencia Western, se halld que la
AQP2 derivada de humanos incluye la AQP2 con una cadena de
carbohidratos agregada, y wuna AQP2 sin una cadena de
carbohidratos.

[0128]

(2) Protocolo del ensayo ELISA de AQP2

En base a las examinaciones anteriores, se establecid un
método ELISA de AQP2 que tiene el siguiente protocolo:

1. Se diluye un anticuerpo anti-AQP2 (anticuerpo monoclonal:
OPM21401) para obtener 5 ug/mL utilizando 0,1M NaHCO3, se
dispensan 100 uL de la dilucién en cada cavidad, y se
deja la mezcla reposar a temperatura ambiente durante al
menos 2 horas.

2. Se retira la soluCién de anticuerpo anti-AQP2 de cada
cavidad, se agregan 350 pL de una solucidén de bloqueo
(0,1% BSA/PBS(-)) para cada cavidad, y se mantiene la
placa a 4 °C hasta su uso.

3. Se retira la solucidén de bloqueo de la placa en la cual
se ha formado una fase sélida del anticuerpo, y se
agregan 100 uL de un primer buffer (0,2% BSA / 10 mM EDTA
/ 2% Triton X-100 / 0,2M Tris-HCl1 (pH 8,0)) a cada
cavidad.

4, En cavidades prescriptas, se agregan 50 uL de una AQP2
humana esténdar de referencia en cada uno de los ocho
niveles de concentracién (0, 0,01, 0,04, 0,12, 0,37, 1,1,
3,3, y 10 ng/ml) y 50 pL de una muestra de prueba

(preferentemente, orina) que se desea medir, y se agita
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la placa a temperatura ambiente durante al menos 2 horas.

5. Se lava la placa, se agregan 100 pl de una solucidn de
anticuerpos anti-AQP2 (anticuerpo policlonal: OPP21403)
(diluida con un factor de 5000) a cada cavidad, y se
agita la placa a temperatura ambiente durante 2 horas.

6. Se lava la placa, se agregan 100 pl de una solucidn
obtenida por dilucién de anti IgG de conejo marcada con
HRP con un factor de 10000 a cada cavidad y se deja que
la reaccidén proceda a temperatura ambiente durante 2
horas.

7. Se lava la placa, se agregan 100 puL de una solucidén de
TMB a cada cavidad, se deja que la reaccidén proceda
durante 10 minutos, y luego se agrega &cido sulfurico 2N
a cada cavidad para detener la reaccidn.

8. Se obtiene un valor OD450 utilizando un espectrémetro de
absorcién, y se determina la concentracién de la AQP2 en
la muestra de prueba en base a una curva de calibraciédn
estandar (ver FIG. 14) que habia sido generada en la AQP2
humana estandar de referencia.

[0129]

Ejemplo Experimental 2: Examinacién (No. 1) de condiciones de

pretratamiento para la muestra de prueba

Para examinar las condiciones de pretratamiento para la
muestra de prueba que se someterd a un inmunoensayo (ELISA) de
la proteina AQP2 humana establecido en el Ejemplo Experimental
1, se realizaron los siguientes experimentos, utilizando orina
como muestra de prueba. Como orina, se utilizd orina fresca
recolectada de un voluntario humano sano.

[0130]

(1) Primera prueba y sus resultados

Se colocaron 5 ml de orina fresca en cinco tubos de 10

mL, vy los tubos se conservaron durante 24 horas, bajo
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condiciones de 37 °C, 23 °c, 4 °c, -30 °C, y -80 °C (en la
oscuridad). Después de la conservacién, se dejdé reposar cada
muestra a temperatura ambiente para permitir que la muestra
regrese a temperatura ambiente.

[0131]

Al utilizar la muestra como muestra de prueba, se llevd a
cabo el ELISA de AQP2 establecido en el Ejemplo Experimental 1
para medir la cantidad de AQP2 humana en la orina. Como
control, se realizdé el ELISA de AQP2 anterior en una parte de
la orina fresca, inmediatamente después de su recoleccidén sin
conservarla, para medir la cantidad de AQP2 humana en la
orina.

[0132]

La cantidad de AQP2 humana obtenida de la muestra control
se definidé como 100, y se determind una relacidédn relativa de
la cantidad de AQP2 humana obtenida para cada muestra
conservada.

[0133]

Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 15, las
cantidades de AQP2 humana en la orina conservada bajo las
condiciones de 37 °C, 23 °C, 4 °C, y -80 °C (en la oscuridad)
se redujeron significativamente en comparacidén con la cantidad
de AQP2 humana en la muestra control, mientras que la cantidad
de AQP2 humana en la orina conservada a -30 °C fue la misma
cantidad que la AQP2 humana de la muestra control y no se
observdé ninguna reduccidén en la cantidad.

[0134]

(2) Segunda prueba y sus resultados

Cada una de las muestras de orina, gque habian sido
conservadas bajo condiciones de 37 °C, 23 °C, 4 °C, -30 °C, y
-80 °C (en 1la oscuridad) y luego regresado a temperatura

ambiente en la primera prueba, se dividieron en tres tubos; y
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cada uno de estos tubos se conservé bajo condiciones de 4 °C,
-30 °C y -80 °C (en la oscuridad) durante 24 horas. Después de
la conservacidn, cada una de las muestras se dejd en reposo a
temperatura ambiente para regresar a temperatura ambiente.
[0135]

Utilizando las muestras como muestra de prueba, se midid
la cantidad de AQP2 humana en la orina de un modo similar al
que se ha descrito anteriormente. La cantidad de AQP2 humana
obtenida de la muestra de prueba conservada a -30 °C en la
primera prueba se definié como 100, y se determindé una
relacidén relativa de la cantidad de AQP2 humana obtenida para
cada muestra conservada.

[0136]

Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 15, con
respecto a la muestra conservada a -30 °C en la primera
prueba, la cantidad de AQP2 humana era constante y
sustancialmente sin cambios, mientras que la muestra fue
conservada, en la segunda prueba, a -30 °C a una condicidén de
temperatura (4 °C o -80 °C) distinta de -30 °C. Ademés, aun en
el caso de la muestra de prueba que fue conservada a una
condicién de temperatura (37 °C, 23 °C, 4 °C, o -80 °C)
distinta de -30 °C en la primera prueba, si la muestra de
prueba fue conservada a -30 °C en la segunda prueba, la
cantidad de AQP2 humana en la orina era sustancialmente 100.
Por lo tanto, se halld que es importante que la medicidén de
AQP2 tenga la muestra de prueba conservada una vez a -30 °C.
[0137]

(3) Tercera prueba, cuarta prueba vy quinta prueba y sus

resultados

Cada muestra de orina conservada a una condicién de 4 °C
(en la oscuridad) y que regresd a temperatura ambiente en la

segunda prueba, se divididé en tres tubos, y estos tubos se
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conservaron nuevamente bajo una condicién de 4 °C (en la
oscuridad) durante 24 horas. Después de la conservacidn, cada
muestra se dejé reposar bajo una condicidén de temperatura
ambiente para regresar a temperatura ambiente. Luego, se tomd
una parte de cada muestra (tercera prueba). La cuarta prueba y
la quinta prueba se llevaron a cabo de un modo similar.

[0138]

Utilizando cada muestra de prueba después de estas
pruebas (tercera prueba, cuarta prueba y quinta prueba) como
muestra de prueba, se mididé la cantidad de AQP2 en la orina de
un modo similar al que se ha descrito anteriormente. La
cantidad de AQP2 obtenida de la muestra de prueba conservada a
-30 °C en la primera prueba se definié como 100, y se
determindé una relacidén relativa de la cantidad de AQP2 humana
obtenida para cada muestra de prueba.

[0139]

Como resultado, tal y como se muestra en la FIG. 15,
cuando la condicién de conservacién era 37 °C, 23 °C, 4 °C, o
-80 °C, la relacién relativa del valor de AQP2 era 5 o
inferior, y por lo tanto, no se pudo detectar la AQP2. Sin
embargo, sélo si se aplicaba la condicién de -30 °C al menos
una vez, la AQP2 podia ser detectada con éxito. En el caso de
la muestra de prueba conservada a -30 °C en la primera prueba,
sin importar si fue conservada a -30 °C o a una condicién de
temperatura (4 °C o -80 °C) distinta de -30 °C durante el
periodo desde la segunda prueba hasta la quinta prueba, la
cantidad de AQP2 humana en la orina casi no disminuyé y era
estable. Ademds, se confirmé que, incluso en el caso de la
muestra de prueba conservada bajo una condicién de temperatura
(37 °C, 23 °c, 4 °C, o -80 °C) distinta de -30 °C en la
primera prueba o segunda prueba, si era conservada a -30 °C

después de la segunda prueba o la tercera prueba, se suprimia
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significativamente la disminucién de la cantidad de AQP2
humana en la orina.
[0140]

Estos resultados muestran que, cuando una muestra de
prueba, orina en particular, es sometida a un inmunoensayo
(ELISA) de la proteina AQP2 humana, es posible medir la AQP2
humana en forma precisa en un alto rendimiento, mediante
congelamiento, al menos una vez, de la muestra de prueba bajo
una condicién de temperatura superior a -80 °c,
especificamente, de -70 °C a 0 °C, en particular, -30 °C o una
temperatura cercana a -30 °C (-35 °C a -15 °C).

[0141]

Ejemplo Experimental 3: Examinacién (No. 2) de las condiciones

de pretratamiento para la muestra de prueba

Para examinar las condiciones de pretratamiento para la
muestra de prueba que se sometera a un inmunoensayo (ELISA) de
la proteina AQP2 humana establecido en el Ejemplo Experimental
1, se realizaron los siguientes experimentos, utilizando orina
como muestra de prueba. Como orina, se utilizé orina fresca
recolectada de un voluntario humano sano.

[0142]

Se colocaron 0,5 mL de orina fresca en siete tubos
Eppendorf y se congelaron a una temperatura de -20+5 °C (en la
oscuridad) durante 1 dia, 3 dias, 7 dias, 15 dias, 21 dias, 28
dias, y 56 dias. Después de la conservacidn, cada muestra se
dejé reposar a temperatura ambiente para permitir que la
muestra regrese a temperatura ambiente. Utilizando = cada
muestra como muestra de prueba, se llevdé a cabo el ensayo
ELISA de AQP2 establecido en el Ejemplo Experimental 1 para
medir la cantidad de AQP2 humana en la orina.

[(0143]

La FIG. 16 muestra los resultados. Tal como se muestra en
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la FIG. 16, se midid exitosamente, mediante ELISA, la cantidad
de AQP2 humana en todas las muestras de orina congeladas a una
temperatura de -20+5 °C durante 3 dias, 7 dias, 15 dias, 21
dias, 28 dias y 56 dias. Se confirmé que cuando la orina
(muestra bioldgica) es mantenida en estado congelado durante
cierto periodo o més, como ser durante aproximadamente 2
semanas, los valores medidos se estabilizan. Estos resultados
indican que en el inmunoensayo (ELISA) de la proteina AQP2
humana en una muestra de prueba, en particular en orina, la
proteina AQP2 humana en la muestra bioldégica se puede medir
cuantitativamente con alta precisién manteniendo la muestra
bioldgica en estado congelado durante aproximadamente 2
semanas O mas.

[0144]

En base a los resultados anteriores, el periodo de
congelamiento se establecid en 2 semanas, y se investigd el
efecto de las temperaturas de congelamiento
(-80°C, -30°C, -28°C, -26°C, =-20°C, 4°C).

Mas especificamente, utilizando muestras de orina fresca
(Nos. 1 y 2) obtenidas de dos voluntarios humanos sanos, se
dispensd 0,5 mL de cada muestra en seis tubos Eppendorf y se
conservaron a -80°C, -30°C, =-28°C, -26°C, -20°C, y 4°C (en la
oscuridad) durante 2 semanas. Después de la conservacidén, cada
muestra se dejé reposar a temperatura ambiente para permitir
que la muestra regrese a temperatura ambiente. Utilizando cada
muestra como muestra de prueba, se llevdé a cabo el ensayo
ELISA de AQP2 establecido en el Ejemplo Experimental 1 para
medir la cantidad de AQP2 humana en la orina.

[0145]

La FIG. 17 muestra los resultados. Tal y como se muestra

en la FIG. 17, las cantidad de AQP2 en la orina conservada a -

80 °C y 4 °C (en la oscuridad) se encontraba por debajo del
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limite de deteccidén, mientras que las cantidades de AQPZ en
las muestras de orina conservadas a -30 °C, -28 °C, -26 °C,
y -20 °C (en la oscuridad) durante 2 semanas fueron
exitosamente medidas mediante ELISA.

[0146]

Los resultados anteriores confirman que cuando la orina
utilizada en el inmunocensayo (ELISA) de 1la proteina AQP2
humana es congelada bajo una condicién de temperatura de
congelamiento de aproximadamente -30 °C a aproximadamente -20
°C durante un periodo de aproximadamente 2 semanas o mas, se
puede medir con precisién la proteina AQP2 humana en la orina
con un alto rendimiento.

[Texto Libre del Listado de Secuencias]
[0147]

Las SEQ ID NOS. 2 y 3 son las secuencias base del cebador
directo (hAQP2N-F) y del cebador inverso (hAQP2N-R) utilizados
para amplificar la parte de extremo N del gel de AQPZ humana
(hAQP2/primera mitad, hAQP2N) mediante PCR. Las SEQ ID NOS. 4
y 5 son las secuencias base del cebador directo (hAQP2C-F) vy
del cebador inverso (hAQP2C-R) utilizados para amplificar la
parte de extremo C del gel de AQP2 humana (hAQP2/segunda

mitad, hAQP2C) mediante PCR.

Revisidén efectuada por Melissa Agudelo
COL0O-20893-841-001-5
WPC20893\ID-260472

A%
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REIVINDICACIONES
Un método para el pretratamiento de una muestra bioldgica
en el inmunocensayo de una proteina contenida en la
muestra bioldgica, el método comprende las etapas de:
(1) congelar la muestra bioldgica a una temperatura
superior a -80 °C;
(2) descongelar la muestra bioldégica congelada; y
(3) solubilizar 1la muestra bioldgica wutilizando wun

surfactante.

Un método para el pretratamiento de una muestra bioldgica
en el inmunocensayo de wuna proteina contenida en 1la
muestra bioldgica, el método comprende las etapas de:

(2") descongelar una muestra bioldgica congelada a una
temperatura superior a -80 °C; y

(3) solubilizar 1la muestra bioldgica wutilizando un

surfactante.

El método de pretratamiento de acuerdo con la
reivindicacién 1 & 2, caracterizado porque la muestra
bioldégica es un fluido corporal de un animal que incluye

un ser humano.

El método de pretratamiento de acuerdo con la
reivindicacién 3, caracterizado porque el fluido corporal

es orina.

El método de pretratamiento de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el
surfactante utilizado en una etapa de solubilizacidén (3)

es un surfactante no idnico.
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El método de pretratamiento de acuerdo con la
reivindicacidén 5, caracterizado porque el surfactante no

iénico es polioxietileno(10) octilfenil éter.

El método de pretratamiento de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el

inmunoensayo es ELISA.

El método de pretratamiento de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la

proteina es una proteina de membrana.

Un inmunoensayo para determinar una proteina contenida en
una muestra bioldgica, caracterizado porque la muestra
bioldégica es pretratada con el método de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

El inmunoensayo de acuerdo con la reivindicacién 9, que

es ELISA.

El inmunoensayo de acuerdo con la reivindicacién 9 6 10,

caracterizado porgue la muestra bioldégica es orina.

El inmuncensayo de acuerdo con cualquiera de 1las
reivindicaciones 9 a 11, caracterizado porque la proteina

es una proteina de membrana.

El inmunoensayo de acuerdo con 1la reivindicacién 12,

caracterizado porque la proteina es acuaporina.
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RESUMEN

La presente 1invencién Dbrinda un método para el
pretratamiento de una muestra bioldégica en el inmunoensayo de
una proteina contenida en la muestra bioldgica. E1 método
comprende las etapas de: (1) congelar la muestra bioldgica a
una temperatura superior a -80 °C, en particular, a -70 °C o
superior; (2) descongelar la muestra bioldgica congelada; vy
(3) sclubilizar la muestra bioldbgica utilizando un

surfactante.

65



[Fig. 1]

CEBADOR hAQP2 / PRIMERA MITAD

hAQP2N-F; 5°-GG GCA TGC ATG TGG GAG CTC CGC TCC ATA G-3°

Sehl &g 107
hAQP2N-R; 3'=CQT AGT TGT AGA GGA GGG AGC C-J’

749 728

CEBADOR hAQP2 /SEGUNDA MITAD

hAQP2C-F; 5'-CCC TGC TCT CTC CAT AGG CTT C-3

562 583
hAQP2C-R; 5’-CC AAG CTT TCA GGC CTT GGT ACC CCG TGG-3’
BamHI 901 881
Sph hAQP2C-F
K-ﬂ? PN — 609 901
1 86 hAGR2N-R hAQP2C-R
| t BamHI

PRODUCTO DE | E
PCR DE LA : |
PRIMERA MITAD PRODUCTODE | i
PCR DE LA ‘ !

SEGUNDA MITAD

HindII



[Fig. 2]
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[Fig. 4]
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[Fig. 16]
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CAVELIER : 79
- ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 42 N* 7235
8OGOTA, 8 - COLAMBIA

.
1

'Répre%entacién ¥ Roder con autenticacién notarial y Apostille
para patentss, modelos de utilidad, disefios industriales,
marcas de fAbrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Attorney witk notarial
guthentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial .mames, trade
emblems, domain pames, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abaje firmado (s)/I (we), the undersigned
domicifiado (s} en/of 9, Kande-Teulasamachi 2-chome,

3]

por ¢l preseate nombramos 3 LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555,
DANIEL PERNA, tpa. 65620 y GERMAN MARIN, tpa 64239,
domiciliados en la Carvera 4* N° 7235, Bogots, Colombia en
obedecimicnto a lo dispucsto en ¢l parfgrafo 1o del Articulo 543 del
Cédigo de -Comercio, el primerv como principal’ y los demas como
suplentes, ex $u orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
2suntos de propiedad industrial con facultad pars recidir notificaciones y

¥

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of article 543 of the
Commereial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555, DANIEL PENA, tpa. 65620 and GERMAI{MARN, tpa. 54239,
domiciled at Carrera 4° N° 7235, Bogots, Colombia, the first as principal
and the others as altemates, in the oder of their appointment, as out
representatives for all industrial property matters with faculty to reeeive
notifications and to appoint attorneys in and out of Court, The first

nombrar zpoderados judiciales o extrajudicieles. El primer represcutante
suplente recmuplazard. al principal en caso de ausencia o impediruents
termporal o definitive de aguél. La misma egla se splicard cuando el
scgundo representante suplente haya de reemplezar al primero, o ¢l
tercero 2l segunda, En tales casos, ¢l represegtante principel, o el
primere, o segundo supleats, en su caso, o ambos, declararin s
intencién de mo ejercer la represemtacién mediante declaracidn
autenticeda por Noterio Piblico en Colombia, o por Noterio u otro
Funciopario Piblico, o Cdnsul de Colombia, cn ¢l extranjero; y si s¢
tratare de impedimento, con ¢l certificado respestivo, Si alguno de los
nombrados faltare definiivamente, €] siguiente tormard sw lugar, Cuando
cesore 1o ausencia o impedimente del representante principal, o de su
primero o scgundo supleates, en su caso, podrin ejcreer Ia
represeatacién, en su orden, uno v otros seglia ¢l caso, esomiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento ¢l ejercicio de la
representacion por ¢l primero, scgundo o tercer supiente en su caso.

Ademis, confiero (tonferimos) poder o los abogades arriba nombrados,
pars obtener Iz proteccién de mi {puestrs) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderades para que me (nos) representen ante cualesquicra etidades o
personss, &jerzan 0 no jusisdiceidn, especialmente 2ntc las del orden
administrativo, contencjoso_administrativo y judicial, as{ como los
tribunales de arbitramento, en todo lo concemicnte n los sigvientes
asuntos: a) Obtencién do patentes de invencién, modelos de whilidad, y
disefios industrisles; ¢ registro de marcas de fHbrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lesias comerciales, nombres comerciales,
etisedlas, ombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de mombre o domisilio,
cancclacidn vefuntaris; y el registro de licencias d¢ uso de esos derechos;

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODED1-179 (MINUTA 12.1.2.2.5)

alternate shall replace the principal in case of his absence ot of terporal
or definjtive impediment. The same rule will apply when the second
alternate represeatative is ‘o repluce the first onie, or when the third is to
replace the first or second zlternates in their turn, or both of them, second,
In such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their tum, or both of them, shall state their intention not to act as
Tepresentatives through a decleration given before a2 Notary Public in

Colombia, or before & Notary or another Public Official or 2 Colombian

Consul zbrozd; and in case of impediment, the appropriate cestificate
shall suffice. If any of the appointees were to be defigitely absent, the
following alternate shall take his place. When the ebsence or impediment
of the principal representative, or of the first or second alternate in their
tum ceases, the representation can be taken again in thelr scquence, by the
principal, the fisst or second alternate depending on case, and the mere
fact or its exercise will suffice, The isc of the repr ion by the
first, second or third, alternates ir their turn shall end at sueh time,

To addition, we grant a Power of Attomey in favor of the above_named
attorneys.st Taw so that they may obtzin the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpose 1
{we) authorize the said attorneys to represent wme (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a) Obtainment
of pateats, utility models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service merks, slogans, commercial
names, frade emblems, domain names, vegetal varieties and
denominstions of origin; its renewal, assignment, change of name or

domicile, volustary canceliation; and the registration of licenses of ase of )

the above rights; b) Actions of unfair competition, protection to the

248



b) Las acclones de competencia desics], proteccion del consumidor,
oposicionss 1 obscrvacmnes, cancelacion 1dm1mmuvu y judicial,

nulidad, medid 3 i6n de liceactss, Ia tutels Iz

tha de industriales, y sn geactal los Juidios civites,
pcnales, ndmnmmzvvs o contenciose sdministrativos relacionades con
estos Serochos; ¥y P que pr © se nbs
prumnw.\n. ¥ par que en todos Jos asumes axiba  detemminades,
puedan sustimir este maad igir, concilias, admitir los hechos del
P , desisin, lar, recibir, ian, y rificar los actos de
agentes oficiosos, ce

consumcr, opposiions or obsa-va.ﬁons, sdministrative or Court
cancaﬂmon, oullity, mfringesnent, granfing of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of mdcsmz, and in general the civil, peaal,

and admiaistrative suits rclnang to those rights: actions end suits |

instituted by me (us) or against me {us), And that in o) the above mattees
they may subsdtute thiz Power of Astotney, compromize, conciliate, admit
the facts of the case, desise, cancel, receive, resign, and ratify ects done by
represeatatives withqut o powes of attomey, -

Dado y Srmado hoy/Given and signed this_ 26th. of June 2009

i * Japan

per/oy_Yoshio SAMEZAWA, Direetor of intefleciyal Property Depertment

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODE01-179 (MINUTA 12.1.1.25)
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‘‘as true . the signature of Yoshio SAMEZAWA °

3\

Piegistratibn ¥. 387 -—200 09

' CERTIFICAT
I, the undersigned, hereby certify :

that ::.1]:. SAEGUSA, a proxy for Yoshio SAME:ZAWA, Director of
Irtellectua.l '-‘—‘roper_y Departmerlt of OTSUKA PHARMACE BUTICAL ¢o.,

LTD.-, has stated in my nresence that E:.;:. SAEGUSA has acicnowledged

on the attached

. REPRESENTAT;ON AND POWER~ OF- ATTORNEY.

that the abovementioned company is a corporation located at

9, Kanda-Tsukasamathi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokyo 1018535, Japan;

and was established under the laws'of Japan; as verified by

the certificate ‘issued by Tokyo District Legal Affairs Bureau.

Dated on this 26th day of June, 2009

‘ X000
Mifotare TSUIIMOTO
Notary -

Osaka Legal ‘Affairs Bureau
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% EE BB 9 B, For legalization by the foreign consul in Japan,
this is to certify that the Seal affixed hereto

S 080 AL M
FL21E6eRg0H Official
s A Ministry of Foreign Affairs. . .
(Consular Service Division)

KIRES RS 55 W n;
|EStles)

CERTIFICATE

This is to certify that the annexed Nota‘rial Certificate has
‘been executed by No{ary,duly authorized and practising in Osaka,
Japan, and that the Official Seal appearing on the same.is genuine.

Date  JUN, 28. 2@09

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau
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EMBAJADA DE COLOMEIA - SECCION CONSULAR

" Tokio, Jepén, JUNIO 30, 2609

Ne. 173

El encargado de las funciones consulares de Cclombia
CERTIFICA:
Que e (la) Sefcr(a) NORIKO KAWAHITO, quien autoriza el
presente decumento , es |a persona legalmente fecultada para
representer en |a fecha sefislada & {a [a) MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORESJAPON y que |a fia y sallo que en

el documento aparecen como SuUyos son (as que usa y acostumbra
para sus actos oficisles.

El Encargade de Funciones Consulares no asume responsabilidad
aguna por el contenido del documento,

(LR




TRADUCCION OFICIAL No. 08.04/09b realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucién WNo. 0001 de .1889 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual OTSURA PHARMACEUTICAL CO., LTID.,
domiciliada en 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokio
1018535, Japén, otorga derechos de representacidén y poder a los
Doctores Luz Clemencia de Pdez, 23555; Daniel Pefia, tpa. 65620 y
Germdn Marin, tpa. 64239, domiciliados en la Carrera 4 No. 72-35,
Bogotéd, Colombia,

Dado y firmado el 26 de junio de 2009 en Japén por Yoshio SAMEZAWA,
Director del Departamento de Propiedad Intelectual.

Firma Firma Ilegible

Registro No. 387 - 2009
CERTIFICADO

Yo, el suscrito, por el presente certifico:

gque el sefior Eiji SAEGUSA, apoderado de Yoshio SAMEZAWA,
Director del Departamento de Propiedad Intelectual de’  OTSUKA
PHARMACEUTICAL CO., LTD., ha declarado en mi presencia que Eiji
SEAGUSA ha reconocido como verdadera la firma del sefior Yoshio
SAMEWAZA en el adjuntoc documentc de Representacidn y Poder.

que la anterior compafiia es una sociedad domiciliada en 9,
Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokio 1018535, Japén; y que
fue constituida de conformidad con las leyes de UJapén; como lo
constata el certificado expedido por la Oficina de Asuntos Legales
de Tokio.

Fechade hoy 26 de junio de 2009 /( .-f;,../.’.' .
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PRal RS
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Firma ilegible
Miyotaro TSUJIMOTO
Notario
Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Sello: Oficina de Asuntos Legales de Osaka
NOTARIO
1-2 HIRANO-MACHI, 2-CHOME,
CHUO-KU, OSAKA, JAPON

TEXTO EN JAPONES

CERTIFICADO
El presente es para certificar que el Certificado Notarial anexo
fue suscrito por ur Notario debidamente autorizado Yy en ejercicio

en Osaka, Japén y que el sello oficial gue aparece en el mismo es

auténtico.

Fecha JUN.-26.2009

Director de la Oficina de Asuntos Legales de Osaka

Se anexa certificacidén No.173 expedida por la Seccidén Consular de la
Embajada de Colombia en Tokio, Japén con fecha del 30 de junio de 2009
en donde se certifica la firma anterior del séﬁor NORIKO KAWAHITO como
funcionario del Ministerio de Relaciones BExteriores, Jaéén, asi como
el sello que aparece en el documento anexc. Certificacién firmada por
José Francisco biaz Ulloca, Segundo Secretario de las Funciones

Consulares. Pagados los Derechos Consulares.

Legalizacidén de la firma anterior por parte del Jefe de
Legalizaciones en Bogotd D.C. del Ministerio de Relaciones

Exteriores con ntmeroc 016576 con fecha del 3 de agosto de 2004.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta
oficina para su confrontacién.
DVZ\DVZ\ID-155360\WPCLO02H\COLO 14055-841~003~

g

PAINISTERG DF JUSTICIA
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CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (nosottos), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION
TOKYO MEDICAL AND DENTAL UNIVERSITY

domiciliado (s) 5-45, Yushima 1-chome, Bunkyo-ku,

en/of

Tokyo 1138510, Japan

Por el presente mnombramos a CAVELIER
ABOGADOS, sociedad colectiva constitiida de
conformidad con las leyes de la Repiblica de
@ olombia, mediante Escritura Publica No. 6233 del 10
de septiembre de 1974, otorgada en la Notaria Sexta
del Circulo de Bogota, domiciliada en Bogota D.C,,
con matricula mercantli No. 00820237 y NIT
860041367-3, domiciliada en la Catrrera 4a N° 72-35,
Bogoti, Colombia, como nuestra tepresentante en
todos los asuntos de Propiedad Industrial e Intelectual,
con facultad para recibir notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

CAVELIER  ABOGADOS  también  podri
representarnos, con las mismas facultades artiba
indicadas, ante cualesquiera entidades o petsonas,
ejerzan o no jurisdiccién, autotidades administrativas o
jutisdiccionales, tribunales de arbitramento, en asuntos
de naturaleza civil, comercial, penal, constitucional,

competencia, competencia desleal, administrativa,
‘:ontencioso administrativa,  proteccién  del
consumidor, variedades vegetales, nombres de

dominio, oposiciones u observaciones, cancelacion
administrativa y judicial, nulidad, medidas cautelares,
concesién de licencias, acciones de tutela, la proteccién
de secretos industriales, detecho regulatorio y en
general para que nos represente en  cualesquiera
acciones y procesos que promovamos O Se 1nos
promuevan.

La representante podra, en nuestro nombre, designar
apoderados  para  actuar  ante  autoridades

© CAVELIER ABOGADOS

Do hereby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
general partnership organized under the laws of the
Republic of Colombia by means of Public Deed No.
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Sixth
of the Bogota Circuit, domiciled in Bogota D.C., with
Mercantile Registration No. 00820237 and Taxpayet
Identification Number 860041367-3, domiciled at
Carrera 4a N° 72-35, Bogota, Colombia, as out
representative for all Industrial and Intellectual
Property matters with faculty to receive notifications
and appoint attorneys in and out of Coutt.

CAVELIER ABOGADOS may also tepresent us,
with the same faculties stated above, before any
entities or petsons, with or without jurisdiction,
administrative or jutisdictional authorities, courts of
atbitration, in  civil, commercial,  criminal,
constitutional, competition, unfair competition,
administrative, administrative contentious, consumer
protection, plant vatieties, domain names, opposition
ot observation matters, administrative and Court
cancellation, nullity, precautionary measutes, licensing,
action for writ mandamus, protection of trade secrets,
regulatoty law and in general represent us in any
actions and suits instituted by us or against us.

The representative may, in our name, designate
attorneys to act before administrative and judicial



administrativas y judiciales, por via extrajudicial y
también procesalmente en nuestro nombre, como
demandantes, como demandados, como litisconsottes,
como agentes oficiosos, como tercetos, pot
llamamiento en garantia o como intervinientes ad
excludendum. Dentro de esta autorizacién, la
tepresentante podra facultar a los apoderados que ella
designe para transigit, conciliar, admitir los hechos del
ptoceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y
sustituir el poder que se le otorgue. Asi mismo, la
reptesentante tendra la facultad para revocar el poder
asi ototgado en el momento que considere pertinente.
La representante en todo caso podri ratificar los actos
de agentes oficiosos.

authorities, through out-of-court channels, and also
procedurally in our name as plaintiff, defendant, joint
litigant, reptesentative without power of attorney, third
party, when summoned to appear in court or as
mtervener ad excludendum. Under this authorization,
the representative may empower the attorneys
appointed thereby to compromise, conciliate, admit
the facts of the case, desist, cancel, receive, resign and
substitute the power of attorney granted thereto.
Likewise, the tepresentative shall have the faculty of
revoking the power of attorney thus granted at any
time it may deem convenient. The representative may
in any case ratify the acts of representatives without a
power of attorney.

Dado y firmado hoy/Given and signed this fﬁv /) }Z—éﬁ./’kdufc/ >0/ &«
0 /

En/in Tokyo, Japan
Pot/b Shuki MIZUTANI,

y Directot, Industry Alliances Division
Fitma/Signature

© CAVELIER ABOGADOS



Sefior Director
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.

Asunto :Solicitud de patente para METODO PARA EL PRETRATAMIENTO
DE UNA MUESTRA BIOLOGICA QUE CONTIENE PROTEINA
PCT/JP2012/070570

Solicitante : NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION TOKYO MEDICAL AND
DENATAL UNIVERSITY

Yo, ADRIANA ZAPATA GIRALDO mayor de edad, vecina de esta
ciudad, identificada con cédula de ciudadania No. 51.680.061 de
Bogotd, en mi calidad de representante legal de la sociedad CAVELIER
ABOGADOS domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35, en desarrollo de la
representacién que le fue otorgada por NATIONAL UNIVERSITY
CORPORATION TOKYO MEDICAL AND DENATAL UNIVERSITY, confiero poder a
los doctores LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, identificada con cédula de
ciudadania No. 35.456.344 de Usaquén, portadora de 1la Tarjeta
Profesional No. 23.555 y JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL, T.P.A.
No.40.119, identificado con cédula de ciudadania numero 16.209.330 de
Cartago (Valle), para presentar la solicitud de registro de la

patente indicada en la referencia.

Los apoderados quedan facultados para interponer recursos,
transigir, conciliar, desistir, cancelar, recibir, renunciar,
sustituir y revocar las sustituciones, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

Sefior Director,

zyofa‘#ﬁ@fszp A GM(?/
C.C.”No. 51.680M61 de Bogota

Acepto:

Ve @Wn@a@@é&a
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. No. 23.555 del C.S. de 1la J

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén
%MMS\SDC\COLO—ZOB 93-841~001-5

“EXCELENCIA LEGAL EN UN MUNDO SIN FRONTERAS”

) BOGOTA - Edificia Siski - Camara 4 No. 72 - 35 - Tel. (57-1) 347 3611 - Fax (57-1) 211 8850 - Fax in USA: (1-305) 675 7743 - COLOMBIA
MEDELLIN - San Fernando Ptaza - Carrera 43 A No. 1 - 50. - Tarre Proteccion Oficina 652 - Tel: (57-4) 604 4794 Ext, 6728 / 6731 - Fax: (57-4) 604 4731- COLOMBIA

ww cavelier.com
- cavelier@cavelier.com
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CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

I (we), the undersigned

Please see the attached sheet.

domiciliado(s) en

of

Please see the attached sheet.

declaro(amos) bajo juramento ser inico(s) y verdadero(s) inventor(es)

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

METODO PARA EL

de la invencién: I

METHOD FOR PRETREATING BIOLOGICAL SAMPLE

PRETRATAMIENTQ DE UNA MUESTRA

CONTAINING PROTEIN

BIOLOGICA QUE CONTIENE PROTEINA

declaro(amos) asi mismo que cedo{emos) y transfiero(erimos), sin

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour

limitaci6n, a favor de la sociedad

of 1) OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD., and

2) NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION TOKYO
MEDICAL AND DENTAL UNIVERSITY

constituida y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

Japan

domiciliada en

domiciled in

1) 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokyo 1018535,
Japan; and
2) 5-45, Yushima 1-chome, Bunkyo-ku, Tokyo 1138510, Japan

todos los derechos inherentes a dicha invencién y que la citada
Compaiiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
invencién correspondiente en la Republica de Colombia.

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and signed this 4th of Februar Yr 2014

en/in Japan

por/by  Please see the attached sheet.

Firma/Signature

Please see the attached sheet.

© CAVELIER ABOGADOS
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The undersigned

1) Sei SASAKI,

2) Yasukazu OHMOTO,

3) Toyoki MORI,

4) Fusako IWATA, and

5) Masahiro MURAGUCHI

Domiciled in

1) ¢/o National University Corporation Tokyo Medical and Dental University,
5-45, Yushima 1-chome, Bunkyo-ku, Tokyo 1138510, Japan; and

2)-5) ¢/o OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.,

1-7-1, Doshomachi, Chuo-ku, Osaka-shi, Osaka 5410045, Japan

Singed

G <W\Q)\

Sei SASAKI

Yasukazu OHMOTO

Toyoki MORI

Fusako IWATA

». Masahiro MURAGUCHI

)\
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CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

I (we), the undersigned

Please see the attached sheet.

domiciliado(s) en

of

Please see the attached sheet.

declaro(amos) bajo juramento ser unico(s) y verdadero(s) inventor(es)

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

de la invencién:

METODO PARA FEIT.

METHOD FOR PRETREATING BIOLOGICAL SAMPLE

PRETRATAMIENTO DE UNA MUESTRA

CONTAINING PROTEIN

BIOLOGTCA QUE CONTTENE PROTEINA

declaro(amos) asi mismo que cedo(emos) y transfiero(erimos), sin

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour

limitacidn, a favor de la sociedad

of 1) OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD., and

2) NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION TOKYO
MEDICAL AND DENTAL UNIVERSITY

constituida y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

Japan

domiciliada en

domiciled in

1) 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokyo 1018535,
Japan; and
2) 5-45, Yushima 1-chome, Bunkyo-ku, Tokyo 1138510, Japan

todos los derechos inherentes a dicha invencion y que la citada
Compaiifa queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
invencion correspondiente en la Republica de Colombia.

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and signed this 4th of Februar Y 2014

enfin Japan

por/by  Please see the attached sheet.

Firma/Signature

Please see the attached sheet.

© CAVELIER ABOGADOS
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The undersigned

1) Sei SASAKI,

2) Yasukazu OHMOTO,

3) Toyoki MORI,

4) Fusako IWATA, and

5) Masahiro MURAGUCHI

Domiciled 1in

1) ¢/o National University Corporation Tokyo Medical and Dental University,
5-45, Yushima 1-chome, Bunkyo-ku, Tokyo 1138510, Japan; and

N-5) ¢/o OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.,

. 1-7-1, Doshomachi, Chuo-ku, Osaka-shi, Osaka 5410045, Japan

Singed

Sei SASAKI
HYouterstr DlrmeTp

Yasukazu OHMOTO ;

A_%d’%“"
Toyoki MORI

Fusako IWATA

. Masahiro MURAGUCHI

1\
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
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SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

(21} N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(51) Int CI:

(71)Solicitante(s)

GO1N 033/543

OTSUKA PHARMACEUTICAL CO.,LTD. Y
NATIONAL UNIVERSITY CORPORATION

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais TOKYO MEDICAL AND DENTAL
20111166272 2011/08/11 JP UNIVERSITY
(72) Inventor(es) ~ SEI SASAKI
Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 201/03/11 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2013/0214
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2012/08/10 N° publicacion: WO 2013/022107 A1

No. de solicitud PCT/JP2012/070570

(54) Titulo:

METODO PARA EL PRETRATAMIENTO DE UNA MUESTRA BIOLOGICA QUE CONTIENE PROTEINA

Resumen:

La presente invencion brinda un método para el pretratamiento
de una muestra bioldgica en el inmunoensayo de una proteina
contenida en la muestra bioldgica. EI método comprende las
etapas de: (1) congelar la muestra biolégica a una temperatura
superior a -80 °C, en particular, a -70 °C o superior; (2)

descongelar la muestra biolégica congelada; y (3) solubilizar la

muestra biologica utilizando un surfactante.
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