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DESCRIPCION
Método para analizar selectivamente multimeros de adiponectina
Campo técnico

La presente invencién se refiere al analisis selectivo de formas multiméricas de adiponectina (denominadas en lo
sucesivo multimeros de adiponectina) presentes en una muestra biolégica.

Técnica Anterior

El documento WO 03/016906 describe un método de inmunoanalisis de Ad PMB en una muestra biolégica.

Waki et al., J. Biol.. Chem.. 278, 40352-40363 describen un método de uso de anticuerpos para detectar multimeros
de adiponectina.

La adiponectina es una hormona sensible a la insulina que es secretada especificamente por las células grasas, y
esta presente en la sangre a un nivel relativamente elevado (5 a 10 pg/mL). Los autores de la presente invencion
han informado previamente sobre un efecto fisioldgico de la adiponectina, esto es, la disminucidon del nivel de
adiponectina es una causa de la diabetes tipo Il después de la obesidad o una causa para el trastorno del
metabolismo de los azucares o lipidos en la diabetes lipoatréfica (Documento no de Patente 1). Se han propuesto
aplicaciones médicas de la adiponectina, incluyendo el diagnostico de trastornos del metabolismo del azucar; en
particular, el seguimiento del efecto terapéutico de un derivado de tiazolidina que es un farmaco mejorador de la
resistencia a la insulina (Documento de Patente 1), y la dosificacion de supresor fibrogenético hepatico utilizando el
efecto de adiponectina, incluyendo la supresion de la activacion y el crecimiento de las células estrelladas y la
supresion de la produccién de matriz extracelular (Documento de Patente 2).

La adiponectina se clasifica en la familia del C1g (Complemento 1q) sobre la base de su estructura, y por lo tanto
tiene un dominio similar al colageno, que es un rasgo caracteristico de la familia C1q. Se ha informado de que la
adiponectina forma multimeros basados en unidades de trimeros (Documentos no de Patente 2 y 3).

Se ha informado sobre la relacién entre las estructuras de la adiponectina y el efecto fisiolégico, la actividad, etc.
Tsao et al. han informado de que el efecto de la activacion de NF-kB se observa solo en multimeros de adiponectina
gue son mayores que un trimero pero no se observa en un trimero y en un dominio globular que carece del dominio
similar al colageno. Utpal et al. han informado de que solo la adiponectina de peso molecular alto se reduce
significativamente mediante la administracion de insulina o glucosa, y que la adiponectina en la que la cisteina en el
dominio similar al colageno es sustituida por serina o la adiponectina que ha experimentado un tratamiento de
reduccion exhiben un fuerte efecto de reduccién del azicar en sangre, pero no se observa sustancialmente un
efecto de reduccion del azlcar en sangre en la adiponectina que no ha experimentado tratamiento de reduccion y en
la adiponectina globular (Documento No de Patente 4).

Sin embargo, la adiponectina empleada en estos estudios referidos se produce a través de la recombinacién de
genes mediante el uso de E. coli o similares. Por lo tanto, el comportamiento o la accién de la adiponectina que se
produce en un organismo no pueden reflejarse con precision. Ademas, se sabe que el nivel sanguineo de la
adiponectina difiere entre los sexos. En comparacion con los hombres, se ha informado de que las mujeres tienen un
nivel de adiponectina en sangre significativamente alto (Documento No de Patente 5). Una prueba empleando suero
de ratén ha revelado que las hembras tienen un contenido particularmente alto en adiponectina de alto peso
molecular (Documento No de Patente 4).

Como se ha descrito anteriormente, a través de la medicién solo de la cantidad total de adiponectina, no puede
obtenerse suficiente informacion sobre la relacion entre las estructuras de la adiponectina y los efectos fisiologicos o
las enfermedades. Por lo tanto, todavia existe la demanda de un método para analizar selectivamente los
multimeros de adiponectina presentes en una muestra biolégica.

En un método de la técnica anterior para analizar la adiponectina, una muestra que se vaya a medir se hierve en
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) antes de realizar el inmunoanalisis (Documento de Patente 3). El
tratamiento de ebullicion permite la exposicion de un sitio de reconocimiento de anticuerpos de la adiponectina que
ha estado oculto estereoestructuralmente, con el fin de determinar inmunolégicamente la cantidad total de
adiponectina. Por lo tanto, este método no esta dirigido a analizar selectivamente multimeros de adiponectina.

Se ha descrito un método para analizar la adiponectina contenida en una muestra sin tratamiento desnaturalizante
con SDS ni tratamiento de desnaturalizacion térmica (Documento de Patente 1, se describe en el documento que se
midié la adiponectina nativa). Sin embargo, no se ha hecho referencia al analisis selectivo, y este método no puede
ser empleado para el analisis selectivo.
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[Documento de Patente 1] Documento WO 03/016906

[Documento de Patente 2] Documento JP-A-2002-363094

[Documento de Patente 3] Documento JP-A-2000-304748

[Documento No de Patente 1] Yamauchi T., et al., Nat. Med.., 7, 941-946, 2001
[Documento No de Patente 2] Nakano Y., et al., J. Biochem., 120, 803-812, 1996
[Documento No de Patente 3] Tsao TS., Et al., J. Biol.. Chem.., 277, 29359-29362, 2002
[Documento No de Patente 4] Pojvani, et al., J. Biol.. Chem.., 278, 9073-9085, 2003
[Documento No de Patente 5] Yamamoto Y., et al., Clin. Ciencia., 103, 137-142, 2002

Descripcion de la Invencion
Problemas a Resolver por la Invencion

La presente invencion proporciona un método para analizar selectivamente un multimero de adiponectina diana
seleccionado entre adiponectina peso molecular medio (Ad PMM) o adiponectina de peso molecular ultrabajo (Ad
PMUB) en una muestra bioldgica. Se describe un método para evaluar con precision la relacién entre una
enfermedad y la adiponectina través del analisis selectivo de los multimeros de adiponectina. El analisis selectivo
proporciona una informacién que no puede obtenerse a través de la medicién solo de la cantidad total de
adiponectina.

Medios para Resolver el Problema

Con el fin de resolver los problemas, los autores de la presente invencion han realizado extensos estudios y han
encontrado que la sangre contiene adiponectina que puede ser clasificada en los siguientes tres tipos sobre la base
del peso molecular medido mediante cromatografia de filtracion en gel; 150 kDa o mas y 200 kDa o menos
(principalmente cerca de 160 kDa) (denominada en lo sucesivo Ad PMB), mas de 200 kDa y menos de 400 kDa
(principalmente cerca de 260 kDa) (denominada en lo sucesivo Ad PMM), y 400 kDa o mas y 800 kDa o menos
(principalmente cerca de 450 kDa) (denominada en lo sucesivo Ad PMA). Los autores de la presente invencion han
realizado estudios adicionales, y finalmente tuvieron éxito en la obtencion de cuatro tipos de productos separados y
purificados de multimeros de adiponectina de la sangre humana. Estos cuatro tipos pueden ser separados a través
de electroforesis en poliacrilamida (2 a 15%) (en adelante puede ser referida como "PAGE (2 a 15%)") en
condiciones no desnaturalizantes, y se definen como Ad PMUB, Ad PMB, Ad PMM y Ad PMA, de alta movilidad a
baja movilidad. De estos cuatro tipos de adiponectina, se encontré que Ad PMB, Ad PMM y Ad PMA corresponden a
los tres tipos de adiponectina anteriores contenidos en el suero. Ademas, los autores de la presente invencion han
encontrado que Ad PMB es un trimero adiponectina al que esta unido la albumina a través de un enlace disulfuro, y
que, mediante el uso combinado de al menos un anticuerpo anti-adiponectina y un anticuerpo anti-albumina, se
puede analizar selectivamente la Ad PMB. Ademas, los autores de la presente invencion han encontrado que, a
través del calculo del peso molecular con electroforesis de SDS-poliacrilamida (2 a 15%) (en adelante se puede
denominar "SDS-PAGE") después del entrecruzamiento intramolecular, se determina que la Ad PMUB es un trimero
de adiponectina, se deduce que la Ad PMM es un hexamero o nonamero, y se deduce que la Ad PMA es un
multimero formado de mondmeros cuyo nimero es el doble 0 mas que de los monémeros que forman la Ad PMM.

Basandose en estos descubrimientos, los autores de la presente invencion han encontrado que, a través de reaccion
de una proteasa adecuada con una muestra que contiene adiponectina, se puede digerir adiponectina distinta de Ad
PMA, y que la Ad PMA que permanece después de la digestién con la proteasa se puede analizar selectivamente a
través del uso de un anticuerpo anti-adiponectina.

Los autores de la presente invencion también han encontrado que se puede determinar la cantidad de Ad PMM
contenida en una muestra a través del tratamiento de la Ad PMUB y la Ad PMB con proteasa, el calculo de la
cantidad total de Ad PMA y Ad PMM que queda, y la resta de la cantidad de Ad PMA de la cantidad total de Ad PMA
y Ad PMM, y que se puede determinar la cantidad de Ad PMUB contenida en una muestra a través del tratamiento
de la Ad PMUB y la Ad PMB con proteasa, el calculo de la cantidad total de Ad PMA y Ad PMM que queda, y la resta
de la cantidad total de Ad PMA y Ad PMM vy la cantidad de Ad PMB a partir de la cantidad total de adiponectina, que
se ha determinado selectivamente. La presente invencion se ha logrado sobre la base de los descubrimientos.

De este modo, la presente invencién proporciona un método para analizar selectivamente un multimero de
adiponectina diana en una muestra bioldgica, que comprende una etapa para distinguir el multimero de adiponectina
diana de los otros multimeros de adiponectina mediante el uso de una proteasa y/o un anticuerpo para el analisis
inmunolégico como se define mediante la reivindicacion 1. El multimero de adiponectina derivado de sangre humana
tiene los siguientes cuatro tipos de adiponectina, y uno o dos de los cuatro tipos de adiponectina se seleccionan a
partir de la adiponectina total y se someten a inmunoanalisis, mediante el uso de una proteasa y/o un anticuerpo;
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1. (1) Ad PMUB: exhibe la mayor movilidad entre las cuatro principales bandas tefiidas detectadas cuando
la adiponectina que se ha purificado a partir de plasma humano o suero humano se somete a electroforesis
en gel de poliacrilamida (2 a 15%) en condiciones no desnaturalizantes, y tiene un peso molecular de
alrededor de 100 kDa, medido a través de SDS-PAGE después del entrecruzamiento intramolecular;

2. (2) Ad PMB: exhibe la segunda mayor movilidad, a continuacion de la Ad PMUB, entre las cuatro
principales bandas tefidas detectadas cuando la adiponectina que se ha purificado a partir de plasma
humano o suero humano se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida (2 a 15%) en condiciones no
desnaturalizantes, tiene un peso molecular de alrededor de 150 kDa, medido a través de SDS-PAGE
después del entrecruzamiento intramolecular, y se une a la albumina a través de un enlace disulfuro;

3. (3) Ad PMM: exhibe la tercera mayor movilidad, a continuacién de la Ad PMB, entre las cuatro principales
bandas tefiidas detectadas cuando la adiponectina que se ha purificado a partir de plasma humano o suero
humano se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida (2 a 15%) en condiciones no desnaturalizantes,
y tiene un peso molecular alrededor de 250 kDa, medido a través de SDS-PAGE después del
entrecruzamiento intramolecular; y

4. (4) Ad PMA: exhibe la menor movilidad entre las cuatro principales bandas tefiidas detectadas cuando la
adiponectina que se ha purificado a partir de plasma humano o suero humano se somete a electroforesis
en gel de poliacrilamida (2 a 15%) en condiciones no desnaturalizantes, y tiene un peso molecular de 300
kDa o superior, medido a través de SDS-PAGE después del entrecruzamiento intramolecular.

También se describe un método para evaluar una enfermedad o un estado patolégico de un ser humano,
caracterizado porque comprende el analisis selectivo de uno o dos de los cuatro tipos de adiponectina anteriores
derivados de sangre humana a partir del resto de la adiponectina y el inmunoanalisis del multimero o los multimeros
de adiponectina objetivo, a través el uso de una proteasa y/o un anticuerpo, y la obtencién de la informacién acerca
de la enfermedad o la estado patolégico sobre la base de los resultados del andlisis selectivo.

Efectos de la Invencion

La presente invencion permite analizar selectivamente Ad PMUB, y Ad PMM, y por lo tanto la evaluacion precisa del
efecto fisiolégico de la adiponectina y la evaluacién del comienzo, el diagndstico, el desarrollo, el prondstico, y el
efecto terapéutico de las enfermedades y los estados patolégicos, especialmente la diabetes tipo Il, la enfermedad
arteriosclerotica, la enfermedad renal, la enfermedad hepatica, la obesidad y el sindrome metabdlico.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] Cromatograma de filtracién en gel de los multimeros de adiponectina en el Ejemplo 1.

[Fig. 2] Los resultados de la tincion con CBB de Ad PMB, Ad PMM, o Ad PMA después de la PAGE (2 a 15%),
en el Ejemplo 1.

[Fig. 3] Los resultados de la tincién con CBB de Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA después de la SDS-PAGE (2 a
15%), en el Ejemplo 2.

[Fig. 4] Los resultados del analisis de Transferencia Western de la adiponectina sérica humana en el Ejemplo
5.

[Fig. 5] Los resultados de inmunoanalisis de Ad PMB (adiponectina unida a albumina) en el Ejemplo 6.

[Fig. 6] Los resultados de tincion con CBB de los productos purificados de origen humano de Ad PMUB, Ad
PMB, Ad PMM, y Ad PMA después de la PAGE (2 a 15%), en el Ejemplo 3.

[Fig. 7] Los resultados de la tincién con CBB de los productos purificados de origen humano de Ad PMUB, Ad
PMB, Ad PMM, y Ad-APM, que se habian sometido a SDS-PAGE (2 a 15%) en condiciones no
desnaturalizantes, en el Ejemplo 4.

[Fig. 8] Los resultados de la Transferencia Western de los productos purificados de origen humano de Ad
PMUB, Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA, que se habian sometido a entrecruzamiento intramolecular y SDS-
PAGE (2 a 15%), en el ejemplo 4.

[Fig. 9] Los resultados del inmunoanalisis de Ad PMB (adiponectina unida a albumina) en el Ejemplo 7.

[Fig. 10] Los resultados del Ejemplo 13, que muestra la especificidad de la proteinasa K en la digestion de
multimeros de adiponectina.

[Fig. 11] Los resultados del Ejemplo 13, que muestra la especificidad de la proteasa A "Amano" sobre la
digestién de multimeros de adiponectina.

Mejor Modo de Llevar a Cabo la Invencion

No se impone ninguna limitacidon concreta en la muestra biolégica que se va a emplear en la presente invencion,
siempre y cuando la muestra biolégica contenga multimero de adiponectina. Los ejemplos de la muestra bioldgica
incluyen fluidos corporales (por ejemplo, sangre, orina), extractos de tejidos, y sobrenadantes de caldo de cultivo de
células derivadas de tejido obtenidas de un mamifero tal como un ser humano o un animal (por ejemplo, mono,
cabra, oveja, conejo, ratén, rata, cobaya). Con el fin de evaluar con precision efecto fisiolégico de la adiponectina, o
la enfermedad o los estados patoldgicos de un paciente, se prefiere la sangre (suero, plasma) como muestra
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biologica. No se impone limitacion concreta sobre el método de obtencion de una muestra, siempre que el método
no afecte adversamente a la adiponectina presente en la muestra en términos del andlisis selectivo de la
adiponectina. Dependiendo de los fines de la evaluacién, se puede seleccionar un método adecuado para la
obtencion de una muestra. Por ejemplo, se pueden extraer una muestra de sangre humana de un ser humano en
ayunas o después de la administracion de un farmaco al ser humano.

Los ejemplos especificos del inmunoanalisis de acuerdo con la presente invencion incluyen un método conocido
como un ELISA (inmunoandlisis enzimatico), CLEIA (inmunoanalisis enzimatico quimioluminiscente), RIA
(radioinmunoanalisis), y LTIA (inmunoanalisis turbidimétrico con latex). En el caso del ELISA, por ejemplo, se puede
emplear cualquiera de los siguientes procedimientos. Especificamente, en un procedimiento, un anticuerpo que
reconoce la adiponectina esta inmovilizado en un portador insoluble, y un anticuerpo marcado con enzima que
reconoce la albumina se utiliza combinado con el portador. En otro procedimiento, un anticuerpo que reconoce un
complejo de adiponectina-albumina esta inmovilizado en un portador insoluble, el complejo de adiponectina-
albumina es capturado por medio del uso del portador, y un anticuerpo marcado con enzima que reconoce la
adiponectina o la albumina se emplea combinado con el portador. Cada uno de los procedimientos de ensayo se
describira en detalle. Un anticuerpo que reconoce la adiponectina esta inmovilizado en un portador insoluble, y el
portador se pone en contacto y se mezcla con una muestra que contiene un complejo de adiponectina-albumina,
para capturar de ese modo el complejo de adiponectina-albumina sobre el portador insoluble. Posteriormente, un
anticuerpo marcado con enzima que reconoce la albumina se pone en contacto y se mezcla con el portador, con lo
que se forma un complejo de 3 componentes "portador insoluble” - "complejo de adiponectina-albumina" -
"anticuerpo marcado con enzima". Después de eso, la enzima que marca el anticuerpo se hace reaccionar con un
sustrato adecuado de la enzima, y el cambio en la absorbancia atribuido al producto de reaccidon se mide
Opticamente, con lo que el complejo de adiponectina-albumina se puede analizar cualitativa o cuantitativamente. En
el caso del LTIA, un anticuerpo que es capaz de unirse especificamente a un complejo de adiponectina-albumina se
lleva sobre un portador insoluble, y el portador se mezcla con el complejo de adiponectina-albumina para provocar el
entrecruzamiento (agregacion) del portador insoluble a través del complejo de adiponectina-albumina. La turbidez
resultante se mide 6pticamente, con lo que el complejo de adiponectina-albumina se puede analizar cualitativa o
cuantitativamente. Para una mediciéon exacta, conveniente y rapida de un complejo de adiponectina-albumina, se
prefiere el LTIA.

El portador insoluble que se va a emplear en la presente invencién puede ser un portador insoluble organico que se
ha empleado en inmunoanalisis rutinario y que puede ser producido industrialmente a gran escala. En el ELISA, se
prefiere una microplaca de 96 pocillos fabricada, por ejemplo, de poliestireno, que tiene excelente adsorbabilidad del
anticuerpo y que es capaz de mantener la actividad biolégica estable durante un largo periodo de tiempo. En el
LTIA, se prefieren particulas de latex de poliestireno.

Se conocen diversos métodos para soportar un anticuerpo sobre un portador insoluble, y en la presente invencién se
puede emplear cualquiera de los métodos conocidos segun se desee. Por ejemplo, un anticuerpo puede ser
soportado (sensibilizado) a través de la adsorcién fisica de un anticuerpo sobre la superficie de un portador
insoluble. Alternativamente, la superficie de un portador insoluble que tiene un grupo funcional se puede sensibilizar
eficientemente con un anticuerpo a través de un método union fisica o quimica conocido.

No se impone ninguna limitacién concreta sobre las condiciones de reaccion bajo las cuales se hacen reaccionar un
anticuerpo soportado sobre un portador insoluble y/o un anticuerpo marcado con enzima con un complejo de
adiponectina-albumina, con tal que la reaccion antigeno-anticuerpo se produzca bajo las condiciones de reaccion.
No se impone ninguna limitaciéon concreta sobre la mezcla de reaccién que contiene un complejo de adiponectina-
albumina, siempre y cuando la mezcla de reaccion no afecte adversamente a la reaccion antigeno-anticuerpo del
complejo de adiponectina-albumina. Por ejemplo, la mezcla de reaccién puede contener un componente tampoén
para ajustar el pH (por ejemplo, tampdn fosfato, tampodn glicina, tampén Tris, tampon de Good), cloruro sédico, un
tensioactivo, o una sustancia similar para la prevenciéon de reacciones no especificas, y un estabilizante tal como
albumina de suero bovino (BSA), sacarosa, o polimero de polisacarido, segun se desee. La mezcla de reaccion
también puede contener, ademas de las sustancias mencionadas anteriormente, que controlan la reactividad, un
polisacarido soluble en agua tal como el dextrano, o un aditivo tal como un inhibidor de la enzima, segun sea
apropiado.

Se puede preparar un anticuerpo marcado con enzima utilizado en el ELISA a través de un método conocido. Por
ejemplo, a través del método de Ishikawa et al. (método de la maleimida: "Enzyme Immunoassay, 32 edicion", Igaku-
Shoin Ltd.), se puede marcar con una enzima un anticuerpo no tratado o un anticuerpo que se ha sometido a la
proteolisis limitada con una proteasa adecuada para formar F(ab'); o Fab' de acuerdo con las necesidades. Los
ejemplos de la enzima para el marcaje incluyen peroxidasa, fosfatasa alcalina, 3-D-galactosidasa, y glucosa oxidasa.
La actividad enzimatica se determina por medio de un sustrato, y, si fuera necesario, un agente de desarrollo de
color. Cuando se emplea peroxidasa como enzima, se puede emplear peréxido de hidrégeno como sustrato, y se
puede emplear o-fenilendiamina, 3,3'5,5-tetrametilbencidina, sal de amonio de 2,2'-azinodi-(acido 3-
etilbenzotiazolinosulfénico), o una sustancia similar como agente de desarrollo de color. Cuando la enzima es
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fosfatasa alcalina, se puede emplear como sustrato fosfato de p-nitrofenilo o una sustancia similar. Cuando la
enzima es B-D-galactosidasa, se puede emplear como sustrato B-D-galactopiranésido o una sustancia similar.
Cuando la enzima es glucosa oxidasa, en presencia de peroxidasa, se puede emplear 3-D-glucosa como sustrato de
la glucosa oxidasa, y se puede emplear un agente de desarrollo de color similar al empleado en el caso de la
peroxidasa.

Cuando se realiza el ELISA, no se impone ninguna limitacién concreta sobre el método para someter a ensayo un
producto de reaccion entre un sustrato y una enzima, sobre la base de la actividad enzimatica del anticuerpo
marcado con enzima. Por ejemplo, cuando la enzima, el sustrato, y el agente de desarrollo de color son peroxidasa,
peroxido de hidrégeno, y o-fenilendiamina, respectivamente, el producto de la reaccién enzimatica se puede detectar
mediante la determinacion de la absorbancia a 492 nm, que es la longitud de onda caracteristica del producto de
reaccion, mediante el uso de un lector de microplacas de 96 pocillos.

No se impone ninguna limitacion concreta sobre el método para determinar el grado de agregacion de los portadores
insolubles en el LTIA. Por ejemplo, con el fin de evaluar cualitativa o semi-cuantitativamente la agregacién, el grado
de agregacion se puede determinar visualmente mediante la comparacion de la turbidez entre las muestras que
tienen concentraciones conocidas y la muestra diana. Con el fin de evaluar cuantitativamente la agregacion,
preferiblemente, se emplea la medicion optica, desde el punto de vista de la conveniencia y la precision. La medicion
Optica de masa agregada se puede realizar a través de un método conocido. Los ejemplos especificos de la
medicion optica que se pueden emplear en la presente invencién incluyen la denominada medicion turbidimétrica (la
formacion de masa agregada se observa como un aumento de la turbidez), la medicién del tamafio de particula de
distribucién (la formacion de masa agregada se observa como un cambio en la distribuciéon del tamafio particula o el
tamafo medio de particula), y el analisis turbidimetrico que integra esferas (el cambio en la radiacidn dispersada en
la direccidon delantera causada por la formacion de masa agregada se mide mediante el uso de una esfera de
integracioén, y se compara la razon entre la intensidad y la radiacion transmitida).

Ahora se describira un método para someter selectivamente a inmunoanalisis la Ad PMM. La cantidad de Ad PMM
se puede determinar de la siguiente manera, esto es, una proteasa que digiere especificamente Ad PMUB y Ad PMB
se hace reaccionar con una muestra; se determina la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA no digerida que queda; y
la cantidad de Ad PMA se resta de la cantidad total. No se impone ninguna limitacién concreta sobre la proteasa
empleada en este método, con tal que la proteasa digiera especificamente solo Ad PMUB y Ad PMB. No se impone
ninguna limitacién concreta sobre el origen de la proteasa, y la proteasa es una derivada de un microorganismo, un
animal, una planta, o similar. Una proteasa preferida es una derivada de un microorganismo que pertenece, por
ejemplo, al género Bacillus, Aspergillus o Staphylococcus. Se puede emplear un producto disponible en el mercado,
incluyendo la proteasa S "Amano" y la proteasa A "Amano" (productos de Amano Enzyme Inc.), sumizyme FP y
sumizyme LP50D (productos de Shin Nihon Chemical Co., Ltd.), y la proteasa V8 (Seikagaku Corporation). La
proteasa puede ser obtenida a través de la tecnologia genética recombinante. La proteasa puede ser modificada
quimicamente. La cantidad de Ad PMM y Ad PMA que quedan se puede determinar mediante el uso de un kit
disponible en el mercado para determinar la cantidad total de adiponectina. La cantidad de Ad PMA contenida en la
muestra puede determinarse mediante el método descrito anteriormente.

El método para procesar una muestra biolégica con proteasa difiere dependiendo del tipo de proteasa.
Preferiblemente, el tratamiento con proteasa se lleva a cabo en un tampdn tal como tampoén fosfato, tampon Tris, o
tampdn de Good durante 5 minutos a 24 horas a 4 a 60°C. La concentracion de la proteasa empleada para el
tratamiento se determina considerando la actividad especifica de la proteasa, la temperatura de reaccion, el tiempo
de reaccion, y factores similares. Tipicamente, la proteasa se emplea a una concentracién que se encuentra dentro
del intervalo de 0,01 a 100 U/ml o 0,01 a 100 mg/ml. El inmunoanalisis puede realizarse a través de ELISA o LTIA
con referencia a las descripciones anteriores sobre el inmunoanalisis selectivo de Ad PMB.

Alternativamente, la cantidad de Ad PMM se puede determinar de la manera siguiente, es decir, la cantidad total de
Ad PMUB, Ad PMB, y Ad PMM se determina como la cantidad total de adiponectina convertida a través del uso de
una proteasa descrita anteriormente en relacion al andlisis selectivo de Ad PMA, y la cantidad total de Ad PMUB y
Ad PMB convertidas, que se ha determinado a través del uso de la proteasa anterior que digiere especificamente Ad
PMUB y Ad PMB, se resta de la cantidad total anterior de Ad PMUB, Ad PMB, y Ad PMM. El inmunoanalisis puede
realizarse a través de ELISA o LTIA con referencia a las descripciones anteriores a cerca del inmunoanalisis
selectivo de Ad PMB o Ad HIKW.

Ahora se describirda un método para someter a inmunoanalisis selectivo la Ad PMUB. La cantidad de Ad PMUB se
puede determinar a través de la resta, de la cantidad total de adiponectina, de la cantidad total de Ad PMB, Ad PMM
y Ad PMA determinada anteriormente. En concreto, se hace reaccionar una proteasa que digiere especificamente
Ad PMUB y Ad PMB, se determina la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA que quedan, y la cantidad total de Ad
PMM y Ad PMA vy la cantidad de Ad PMB se restan de la cantidad total de adiponectina, que ha sido determinada
por separado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 238325913

Cada uno de los cuatro tipos de adiponectina humana presentes en una muestra de sangre humana se puede
analizar selectivamente. Por lo tanto, la presente invencién permite la evaluacion del comienzo, la diagnosis, el
desarrollo, el pronédstico y el efecto terapéutico de la diabetes de tipo Il, la enfermedad arteriosclerética, la
enfermedad renal, la enfermedad hepatica, la obesidad y el sindrome metabdlico. Por ejemplo, la evaluacién puede
realizarse mediante la observacion del cambio en una o mas de las cantidades de Ad PMUB y Ad PMM, o la
observacion de la proporcion de al menos dos de la cantidad total de adiponectina, la cantidad de Ad PMUB, y la
cantidad de Ad PMM, y la comparacién de los resultados con un valor estandar. Alternativamente, la evaluacion se
puede realizar a través de la observacion del cambio en el tiempo de estas cantidades en el mismo individuo.
Alternativamente, la evaluacion puede realizarse mediante la correlacion de un indice conocido que se ha utilizado
para una determinada enfermedad o estado patoldgico (por ejemplo, la insulina en la diabetes tipo Il, o el colesterol
HDL en la enfermedad arterioesclerdtica, o similares) con al menos una de las cantidades de Ad PMUB y Ad PMM o
con la proporcion de al menos dos de las cantidades de la cantidad total de la adiponectina, la cantidad de Ad
PMUB, y la cantidad de MMW-AD.

Ejemplos

La presente invencion se describira a continuacion en detalle por medio de ejemplos, que no se deben considerar
limitantes de la invencion.

<Reactivos y materiales>
Los reactivos y materiales empleados en los Ejemplos y Ejemplos de Referencia son;

a. liquido de lavado de resina de unién a anticuerpo: NaHCO3-NaOH 0,1 M (pH

8,3) que contiene NaCl 0,5 M;

b. eluyente de resina de unién a anticuerpo: glicina-HCI 0,1 M (pH 2,5);

c. liquido de neutralizacién de resina de unién anticuerpo: Tris-HCI 2M (pH 8,0);

d. Placa de ELISA: microplaca de 96 pocillos (producto de NUNC);

e. Solucién de sensibilizacion de anticuerpos de ELISA: PBS (pH 7,4);

f. Tampodn de ELISA: PBS (pH 7,4) que contiene albumina de suero bovino al 1% y Tween 20 al 0,1%;

g. Kit Vector ABC (ratén): producto de Funakoshi Co., Ltd., Num. de Cat PK-6102;

h. Kit de sustrato DAB (sustrato para desarrollo del color en la transferencia Western): producto de Funakoshi
Co,, Ltd., Num. de Cat SK-4100;

i. anticuerpo monoclonal anti-adiponectina humana (AcMo hu-Acrp30): producto de Fujisawa Pharmaceutical
Co., Ltd., BD Transduction Laboratories, cédigo de producto: A12820;

j. anticuerpo policlonal de cabra anti-adiponectina humana (anticuerpo Goat a human Acrp30): producto de
Cosmo Bio Co., Ltd., GT, Nium. de Cat 421065;

k. anticuerpo de cabra marcado con HRP anti-IlgG de ratén: Cosmo Bio Co., Ltd., producto de Capple;

I. liquido de lavado de ELISA: PBS que contiene Tween 20 0,05%;

m. Tampén de ELISA 2: PBS que contiene BSA al 1% y Tween 20 al 0,05%;

n. anticuerpo policlonal de cabra marcado con HRP anti-albimina humana (anticuerpo HRP-Gt anti-HSA):
producto de PARIS, y

0. HRP-Avidina: producto de PIERCE.

Ejemplo de Referencia 1. Preparacion de adiponectina globular de ratéon recombinante en E. coli (rMgAd)

La secuencia del dominio globular (correspondiente a los residuos 104-247) de la secuencia del gen de la
adiponectina de raton (acceso NCBI Num. U37222) se inserté en BamHI y Hindlll de un vector pQE30 que contenia
la etiqueta 6 x His, y a continuacion se introdujo en E. coli. La adiponectina globular ratén recombinante (rMgAd)
expresada en E. coli se purific6 mediante el siguiente proceso. Especificamente, una fraccion soluble de E. coli se
afnadio a Ni-NTA agarosa (producto de QIAGEN), y se hizo que rMgAd se uniera durante 16 horas a 4°C. La rMgAd
se hizo eluir seriadamente con imidazol, y una fracciéon que contenia adiponectina se recogioé y se dializé6 con PBS
(pH 7,4) durante tres dias. El contenido de proteina de la rMgAd resultante se determind por medio de un kit de
analisis de proteinas Bio-Rad DC.

Ejemplo de Referencia 2. Produccion de anticuerpo anti-rMgAd

El rMgAd (50 g) preparado en el Ejemplo de Referencia 1 y la misma cantidad de coadyuvante completo de Freund
se mezclaron, y se inmunizaron dos conejos con la mezcla seis veces, a intervalos de dos semanas, para producir
un antisuero. El anticuerpo especifico (IgG) presente en el antisuero se purificé a través de un método rutinario por
medio del uso de resina con proteina A (anticuerpo anti-rMgAd).
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Ejemplo de Referencia 3. Purificaciéon del multimero de adiponectina (mAd) derivado de sangre humana

El anticuerpo anti-rMgAd (500 mg) preparado en el Ejemplo de Referencia 2 se unié a Sefarosa 4B activada con
CNBr (Amersham Bioscience) (50 ml), para preparar de ese modo resina Sefarosa 4B de unién a anticuerpo anti-
rMgAd. Se afiadié suero humano (2,5 L) a la resina Sefarosa 4B de unién a anticuerpo anti-rMgAd, y la resina se
lavé cuidadosamente con el liquido de lavado de la resina de unién al anticuerpo. Se aplico el eluyente de la resina
de union al anticuerpo para obtener una fraccion de adiponectina sérica humana (mAd), y el liquido de neutralizacién
de la resina de union al anticuerpo se afnadié a la fraccion para la neutralizacion en una cantidad de 1/10 de la
fraccion. Después de eso, la fraccidon neutralizada se aplicé a la resina de Proteina A, y se recogié una fraccion que
contenia los componentes que no se adsorben a la resina de Proteina A como Acm purificado. El contenido de
adiponectina se determiné por medio de un "kit ELISA de adiponectina humana" (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.).

Ejemplo de Referencia 4. Produccion de anticuerpo monoclonal anti-adiponectina humana

El Acm purificado (20 mg) obtenido en el Ejemplo de Referencia 3 se mezcl6 con la misma cantidad de coadyuvante
completo de Freund, y se inmunizaron dos ratones con la mezcla tres o cuatro veces, a intervalos de dos semanas.
La mezcla se administr6 a los ratones de nuevo tres dias antes de la fusion celular. Las células del bazo se
recogieron de los ratones inmunizados, y se realizé la fusion celular con células de mieloma P3U1 a través de un
método rutinario mediante el uso de polietilenglicol. Las células fusionadas que producen anticuerpo monoclonal
anti-adiponectina humana se seleccionaron a través de un método conocido. Especificamente, se seleccionaron los
pocillos que fueron altamente reactivos con el Acm a través de ELISA, y se realizé la dilucion limitante. Las células
fusionadas seleccionadas se administraron por via intraperitoneal a ratones que habian sido tratados con pristano, y
la ascitis se recogié en forma de anticuerpo monoclonal anti-adiponectina humano. La purificacién del anticuerpo
especifico (IgG) a partir de la ascitis se realizé6 mediante un método rutinario mediante el uso de resina de proteina
A. De este modo, se obtuvieron las células fusionadas que producen once anticuerpos monoclonales anti-
adiponectina humana asi como tales anticuerpos monoclonales (numeros de identificacion 64401 a 64411).

Ejemplo 1 Separacién y purificacion de multimeros de adiponectina derivados de la sangre humana (1)

El Acm purificado obtenido en el Ejemplo de Referencia 3 se desmineralizé mediante dialisis con tampén fosfato 20
mM (pH 7,0), adsorbido a una columna de Gelatina-Cellulofine (Seikagaku Corporation), y a continuacién se hizo
eluir seriadamente con tampones de fosfato 20 mM (pH 7,0) que contenian NaCl 0, 100, 200, 300, y 500 mM. Las
fracciones del producto eluido resultantes, que habian sido obtenidas mediante el uso de los tampones de diferente
concentracion de NaCl, contenian mezclas de adiponectina de diferentes pesos moleculares. Cada una de las
fracciones del producto eluido se concentré y a continuacion se sometié a cromatografia de filtracion en gel a través
del uso de Sephacryl S-300 (peso molecular fraccionado; 10 a 1500 kDa, tamafo medio de particula; 47 um,
Amersham Bioscience). En la cromatografia de filtracion en gel, se empleé como eluyente tampdn de fosfato 20 mM
(pH 7,0) que contenia NaCl 150 mM. La calibracion del peso molecular de la columna Sephacryl S-300 habia sido
realizado mediante el uso de un Kit de calibracion de filtracién en gel (Amersham Bioscience). En la cromatografia, la
adiponectina se detecté por medio de un "kit de ELISA de adiponectina humana " (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.).

La Fig. 1 muestra el cromatograma de filtracion en gel. Las fracciones del producto eluido se dividieron en tres
porciones, es decir, 150 kDa o mas y 200 kDa o menos (en su mayoria cerca de 160 kDa), mas de 200 kDa y menos
de 400 kDa (en su mayoria cerca de 260 kDa), y 400 kDa o mas y 800 kDa o menos (en su mayoria cerca de 450
kDa), para preparar asi el multimero de adiponectina separado y productos purificados. Un primer producto de 150
kDa o mas y 200 kDa o menos (en su mayoria cerca de 160 kDa) es referido como Ad PMB, un segundo producto
de mas de 200 kDa y menos de 400 kDa (en su mayoria cerca de 260 kDa), es referido como Ad PMM, y un tercer
producto de 400 kDa o mas y 800 kDa o menos (en su mayoria cerca de 450 kDa), es referido como Ad PMA.

Cada uno de los tres multimeros de adiponectina separados preparados anteriormente y los productos purificados,
es decir, Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA se sometié a electroforesis en gel de poliacrilamida (concentracion de
poliacrilamida: 2 a 15%) (denominada en lo sucesivo PAGE (2 a 15%)) para la separacion y a continuacioén a tincion
de proteinas con CBB (Azul Brillante de Coomassie). La Fig. 2 muestra los resultados de la tincién de las proteinas
sometidas a electroforesis.

En cada una de Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA, se observaron bandas distintas a la banda principal tefiida pero se
detectaron con una claridad considerablemente menor en comparacion con la banda principal, revelando que la
separacion y purificacion se completaron satisfactoriamente. Puesto que los multimeros de adiponectina se forman
basandose en un trimero como se describio anteriormente, el peso molecular de cada una de Ad PMB, Ad PMM, y
Ad PMA medido a través PAGE no coincide necesariamente con el medido a través de filtracion en gel.
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Ejemplo 2 Analisis de la Estructura de los multimeros de adiponectina (Ad PMB, Ad PMM y Ad PMA)
derivados de sangre humana

1) Analisis con SDS-PAGE

Cada uno de los multimeros de adiponectina separados y productos purificados obtenidos en el Ejemplo 1 se
sometio a SDS-PAGE (2 a 15%) en condiciones no reductoras para la separacion y a continuacion a tincién de
proteinas con CBB. La Fig. 3 muestra los resultados de la tincion de las proteinas sometidas a electroforesis.

En cada una de Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA, se observé una banda clara tefiida en la proximidad de 60 kDa. Se
dedujo que la banda tefiida era un dimero adiponectina sobre la base de la estructura y peso molecular referidos de
la adiponectina. En la Ad PMB, ademas de la banda préxima de 60 kDa, se observé una banda clara, tefida no
identificada en la proximidad de 90 kDa.

2) Analisis de la adiponectina no identificada correspondiente a la banda proxima a 90 kDa en SDS-PAGE (2
a 150/0)

Una porcion de gel que contenia la banda no identificada tefiida préoxima a 90 kDa, que habian sido detectada en el
apartado 1) anterior, se corto, y la proteina se extrajo por medio de un electroeluidor Modelo 422 (producto de Bio-
Rad Laboratories, Inc.). La proteina extraida se hirvioé y redujo mediante el uso de una solucién de tratamiento que
contenia 2-mercaptoetanol, y el producto se sometié a SDS-PAGE (2 a 15%) para la separacién y a continuacion se
transfiri6 a una membrana de PVDF, seguido de tinciéon de proteinas con CBB. Se observaron dos bandas tefiidas
en la proximidad de 60 kDa y 30 kDa.

Las proteinas que muestran las bandas proximas a 60 kDa y 30 kDa se analizaron en términos de la secuencia de
aminoacidos N-terminal. Se encontré que la secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina de la banda
proxima a 60 kDa coincidia con la secuencia de aminoacidos N-terminal de la albimina humana. Se encontré que la
secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina de la banda préxima a 30 kDa coincidia con una porcion de la
secuencia de aminoacidos de la adiponectina que comienza en el residuo de aminoécido 19°.

De los resultados descritos anteriormente, se encontré que la proteina correspondiente a la banda préxima a 90
kDa, que se detecta cuando Ad PMB se somete a SDS-PAGE (2 a 15%), era un heterodimero formado a través de
la union disulfuro del mondmero de albumina y el mondémero de adiponectina. Por lo tanto, se encontré que la
adiponectina contenida en la fraccion Ad PMB tenia una estructura en la que el trimero adiponectina y la albumina
se unen entre si a través de una union disulfuro.

Ejemplo 3 Separacién y purificacion de multimeros de adiponectina derivados de sangre humana (2)

El Acm purificado se prepard también de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo de Referencia 3, se
desmineralizé a través de didlisis con tampén fosfato 20 mM (pH 7,0), se adsorbié a una columna de Gelatina-
Cellulofine (Seikagaku Corporation), y a continuacion se hizo eluir seriadamente con cada uno de tampones de
fosfato 20 mM (pH 7,0) que contenia, NaCl 0, 100, 200, y 500 mM. Se encontré que la fraccion resultante eluida con
NaCl 100 mM contenia Ad PMUB, Ad PMB, y Ad PMM, y se encontré que la fraccién eluida con NaCl 200 mM
contenia Ad PMM y Ad PMA. Sin embargo, se encontré que la fraccion eluida con NaCl 500 mM contenia solamente
Ad PMA. Por lo tanto, la fraccion eluida con NaCl 500 mM se empled en la siguiente etapa como Ad PMA separada y
producto purificado. Posteriormente, se preparé una resina de Sefarosa 4B de unién al anticuerpo para ALB a
humana de cabra a acuerdo con el método descrito en el Ejemplo de Referencia 3, y la fraccién eluida con NaCl 100
se aplico a la resina, para obtener de ese modo una fraccidon no adsorbida y una fraccion adsorbida. Se encontré
que la fraccién no adsorbida contenia Ad PMUB y Ad PMM, pero se encontrd que la fraccion adsorbida contenia
solamente Ad PMB. Por lo tanto, la fraccion adsorbida se empled en la siguiente etapa como la fraccion Ad PMB.
Después de eso, la fraccidon no adsorbida se concentrd y se sometid a continuacidon a cromatografia de filtracion en
gel mediante el uso de Sephacryl S-300 (peso molecular fraccionado, de 10 a 1.500 kDa, tamafio medio de
particula; 47 um, Amersham Bioscience), para separar de ese modo la Ad PMUB de la Ad PMM. Las fracciones
resultantes se emplearon en la siguiente etapa como Ad PMUB separada y producto purificado y Ad PMM separada
y producto purificado, respectivamente.

La separacion y purificacién en este Ejemplo se realizé sobre la base de la informacion obtenida en la separacién y
purificacion en el Ejemplo 1, mientras que las condiciones de separacion y purificacion se modificaron. Como
resultado, en este método, se aislé un nuevo tipo de adiponectina (denominada en lo sucesivo Ad PMUB) ademas
de los tres tipos Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA.

Los cuatro tipos de multimeros de adiponectina separados y los productos purificados, es decir, Ad PMUB, Ad PMB,
Ad PMM, y Ad PMA, se separaron entre si a través de PAGE (2 a 15%) en condiciones no desnaturalizantes,
seguido por tincion de proteinas con CBB. La Fig. 6 muestra los resultados de la tincion de las proteinas sometidas a
electroforesis.

9
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Ejemplo 4 Analisis de la estructura de multimeros de adiponectina (Ad PMUB, Ad PMB, Ad PMM y Ad PMA)
derivados de sangre humana

1) Analisis con SDS-PAGE

Cada uno de los multimero de adiponectina separados y los productos purificados obtenidos en el Ejemplo 3 se
sometieron a SDS-PAGE (2 a 15%) en condiciones no reductoras para la separacion y a continuacion a tinciéon de la
proteina con CBB. La Fig. 7 muestra los resultados de la tincién de las proteinas sometidas a electroforesis.

En cada una de Ad PMUB, Ad PMB, Ad PMM, y Ad PMA, se observé una banda de tincién clara en la proximidad de
60 kDa. Se dedujo que la banda tefiida era un dimero adiponectina sobre la base de la estructura y el peso
molecular referidos de la adiponectina. En la Ad PMB, ademas de la banda préxima a 60 kDa, se observé una banda
tefiida clara, no identificada en la proximidad de 90 kDa. En la Ad PMUB, puesto que se observé una banda tefiida
atribuida al mondmero ademas de la banda tefida atribuida al dimero, se dedujo que Ad PMUB era un trimero. En la
Fig. 7, se observaron dos bandas tefiidas atribuidas a Ad PMB. Se confirmé por separado que las dos bandas
correspondian a la adiponectina que se une a albumina.

2) Estimacion del peso molecular a través de entrecruzamiento intramolecular

Cada uno de los multimeros de adiponectina separados y los productos purificados obtenidos en el Ejemplo 3 se
diluyeron con tampén de fosfato 100 mM (pH 8,0) hasta aproximadamente 5 a aproximadamente 10 mg/mL. Un
agente de entrecruzamiento, suberato de bis(sulfosuccinimidilo) (nombre comercial BS®: Producto de Pierce), se
diluyé con agua purificada a 20 mg/ml. Se mezclaron cantidades iguales del producto diluido y del agente del
entrecruzamiento diluido y luego se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afnadio a la mezcla la misma cantidad de Tris-HCI 100 mM (pH 8,0), y la mezcla resultante se dej6é en reposo durante
15 minutos a temperatura ambiente. El liquido resultante se someti6 a SDS-PAGE (2 a 15%) en condiciones no
reductoras para la separacion, se transfiri6 a una membrana de PVDF a través de transferencia semi-seca secante
y, a continuacion se sometio a inmunotincion. Especificamente, una membrana de transferencia se bloqueé con PBS
que contenia de leche desnatada al 5% y NaNs al 0,1%, se lavd con PBS que contenia Tween 20 al 0,1%, y a
continuacion se hizo reaccionar con un anticuerpo monoclonal anti- adiponectina humana (hu Acrp30-MoAb) (1
pg/mL) durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavé cuidadosamente con PBS que contenia
Tween 20 al 0,1%, y se dejo que se desarrollara color se mediante el uso de un kit Vector ABC (ratén) y un kit de
sustrato DAB.

Los resultados se muestran en la Fig. 8. La calibracién peso molecular se realizé mediante el uso de un marcador de
peso molecular. La Ad PMUB proporciona una banda tefiida proxima a aproximadamente 100 kDa y se identifico
como un trimero sobre la base de la estructura referida anteriormente y el peso molecular de la adiponectina. La Ad
PMB proporciona una banda tefiida proxima a aproximadamente 150 kDa y se identific6 como un trimero de union a
albumina similar al obtenido anteriormente, sobre la base del peso molecular. La Ad PMM proporciona una banda
tefida proxima a 250 kDa y se dedujo que era un hexamero o un nandémetro. La Ad PMA proporciona una banda
tefiida a un peso molecular considerablemente alto, y se dedujo que tenia un peso molecular muy alto, de al menos
300 kDa o superior, y que era un 12-mero o 18-mero aproximadamente. Sin embargo, la forma exacta de Ad PMA
permanece sin identificar.

Ejemplo 5 Andlisis de transferencia Western de la adiponectina contenida en suero humano

Las muestras de suero (0,2 I) obtenidas a partir de ocho sujetos sanos se sometieron a PAGE (2 a 15%) para la
separacion, se transfirieron a una membrana de PVDF a través de transferencia semi-seca, y se sometieron a
inmunotincion. Especificamente, una membrana de transferencia se bloqued con PBS (pH 7,4) que contenia de
leche desnatada al 5% y NaNs al 0,1%, se lavé con PBS (pH 7,4) que contenia Tween 20 al 0,1%, y después se hizo
reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo monoclonal anti-adiponectina (hu-Acrp30
MoAb; Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., BD Transduction Laboratories) (1 pg/mL). La membrana se lavo
cuidadosamente con PBS (pH 7,4) que contenia Tween 20 al 0,1%, y se dej6 que se desarrollara el color mediante
el uso de un kit Vector ABC (Ratén) y un kit de sustrato DAB (Funakoshi Co., Ltd.).

Como resultado, las bandas principales se observaron en posiciones similares a las de las fracciones de Ad PMB,
Ad PMM, y Ad HMW preparadas en el Ejemplo 1, revelando que la sangre contiene predominantemente estos tres
tipos de adiponectina (Fig. 4).

La Ad PMUB no ofrece sustancialmente ninguna banda tefiida. Aunque la razén de esto todavia no se ha aclarado,
se postula que la cantidad de Ad PMUB presente en la sangre era pequefia (Fig. 4).
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Ejemplo 6 Analisis de adiponectina de unién a albumina (1)

Un anticuerpo policlonal de cabra anti-adiponectina humana (anticuerpo Acrp30 para a humana de cabra) se diluyo
con una solucién de sensibilizaciéon de anticuerpos para ELISA a 1 mg/mL, y una placa de ELISA se sensibilizé con
el producto diluido. La placa se bloqued con un tampdn de ELISA. La Ad PMB preparada en el Ejemplo 1 se diluyo
con un tampén de ELISA a 1, 0,1, y 0,01 pg/mL (contenido de Ad) y después se hizo reaccionar durante 1 hora a
temperatura ambiente. La placa se lavd con un tampén de ELISA. Un liquido con anticuerpo monoclonal anti-
albumina humana (Solicitud de Patente Japonesa Abierta a la Inspeccién Publica (kokai) Num 2001-337092) que se
habia diluido 2000 veces con un tampon de ELISA se hizo reaccionar con la placa de ELISA durante 1 hora a
temperatura ambiente. La placa se lavé con un tampén de ELISA. Un liquido con anticuerpo de cabra anti-IgG de
ratén (Cabra a ratén) marcado con HRP que se habia diluido 1000 veces con un tampdén de ELISA se hizo
reaccionar con la placa durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd con un tampén de ELISA. La HRP
desarroll6 color a través de la reaccion de la enzima con los sustratos, es decir, TMB (tetrametilbenzidina) y peréxido
de hidrégeno. Se afadid acido sulfurico 2N a la mezcla de reacciéon para detener la reaccién. Se midi6 la
absorbancia a 450 nm. Los resultados de la mediciéon se muestran en la Figura. 5.

Se observé un aumento en la absorbancia dependiente de la concentracion, lo que indica que el inmunoanalisis
sandwich estaba justificado. Por lo tanto, se confirma que la Ad PMB es adiponectina que se une a la albumina
(adiponectina de union a albumina). Ademas, se encontré que el método del presente ejemplo posibilita el analisis
selectivo de Ad PMB.

Ejemplo 7 Andlisis de adiponectina de unién a albumina (2)
(1) Linealidad en la dilucién

Una placa de ELISA se sensibilizd con un anticuerpo monoclonal anti-adiponectina (64402), que habia sido diluido
con una solucién de sensibilizacién de anticuerpos de ELISA a 5 ug/ml. Con posterioridad, la placa se bloqued con
un tampdn de ELISA que contenia suero de cabra al 20%. El producto purificado de Ad PMB preparado en el
Ejemplo 3 se diluy6é con un tampén de ELISA a 0 a 20 ng/ml (contenido de Ad), y a continuacion se hizo reaccionar
con la placa durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavé con un liquido de lavado de ELISA, y después
se hizo reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo de cabra anti-albumina humana
marcado con HRP (HRP-Gt anti-HSA) que se habia diluido 1000 veces con un tampoén de ELISA. La placa se lavo
con un liquido de lavado de ELISA y a continuaciéon se desarrollo color con un liquido de desarrollo de color OPD
(tampon citrato 250 mM que contenia 2 mg/ml de hidrocloruro de ortofenilendiamina y de peréxido de hidrégeno al
0,02%, pH 5,0). Se afiadid un liquido de parada (acido sulfurico1,5 N, EDTA-2Na 1 mM) a la placa para detener la
reaccion, y se midié la absorbancia a 492 nm. Los resultados del ensayo se muestra en la Fig. 9.

Se observé un aumento en la absorbancia dependiente de la concentracion, lo que indica que el inmunoanalisis
sandwich estaba justificado. Por lo tanto, se confirma que la Ad PMB es adiponectina que se une a la albumina
(adiponectina de unién a albumina).

(2) Ensayo de adiciéon-recuperacion
Se diluyd suero humano 100 a 800 veces con un tampén 2 de ELISA, y el producto purificado de Ad PMB preparado
en el Ejemplo 3 (0 a 50 ng/ml) se afiadi6 al producto diluido. La mezcla se analizé con un sistema ELISA similar al

del apartado (1), y el porcentaje de recuperacion se determind sobre la base de la cantidad afiadida y la cantidad
medida. Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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[Tabla 1]
Factor de | Cantidad de Ad
dilucion | purificada afiadida | 10 5 25 11,25 0
del suero (ng/ml) —
Calculada (ng/ml) {13,751 8,75 | 6,25 | 5,00 3,75’
Encontrada 15,22 19,78 | 6,48 | 5,08 | 3,75
100
(ng/ml)
Recuperacioén (%) | 111 | 112 | 104 | 102 100|
Calculado (ng/ml) (11,97 |6.97- | 4,47 | 3,22 1,97|
Encontrado 12,13 7,13 | 4,42 | 3,31 | 1,97
200
(ng/ml)
Recuperacion (%) | 101 | 102 99 103 100|
Calculada (ng/ml) (11,00 | 6,00 | 3,50 | 2,25 1,00’
Encontrada 11,72 6,02 | 3,60 | 2,35 | 1,00
400
(ng/ml)
Recuperacion (%) [106,5|100,4 |102,7 | 104,6 100,0|
Calculada (ng/ml) (10,53 | 5,53 | 3,03 | 1,78 0,53|
Encontrada 10,83 | 5,44 | 3,07 | 1,81 | 0,53
800
(hg/ml)
Recuperacion (%) | 103 | 98 101 | 102 100‘

En todos los casos, se obtuvo un buen porcentaje de recuperacion, revelando que el método de la presente Ejemplo
permite analizar selectivamente la Ad PMB.

Ejemplo 8 Tratamiento con proteasa (1)

El Acm purificado preparado en el Ejemplo de Referencia 3 y cada proteasa asequible comercialmente se afiadieron
a tampon fosfato 50 mM (pH 8,0), y la mezcla se calent6 durante 60 minutos a 37°C. El liquido de tratamiento se
sometié a PAGE (2 a 15%) para la separacion y se tifid con CBB. De este modo, la acciéon de cada proteasa sobre
cada una de las fracciones se comparé con la del control al que no se afiadié proteasa (Tabla 2).

A través de tratamiento con proteasa bajo cualquiera de las condiciones 1y 2, la fraccion correspondiente a la Ad
PMB desaparecio, mientras que la Ad PMM y la Ad PMA permanecieron presentes. No se observd ningun producto
obvio convertido. A través de tratamiento con proteasa bajo cualquiera de las condiciones 3 y 4, no se observd Ad
PMB, mientras que Ad PMM y Ad PMA estuvieron presentes. En este caso, se observé una nueva banda tefida
atribuida a un producto convertido derivado de Ad PMB en una regién de bajo peso molecular. A través de su
tratamiento con proteasa en cualquiera de las condiciones 5y 6, la Ad PMB y la Ad PMM desaparecieron, mientras
que APM-Ad permanecié presente. En este caso, se observd una nueva banda tefida atribuida a un producto
convertido derivado de Ad PMB en una regidon de bajo peso molecular. Las regiones en las que estos productos
convertidos fueron detectados mediante PAGE (2 a 15%) estaban comprendidas en el rango de 3,0-42 kDa; los
valores exactos pueden variar dependiendo del tipo de proteasa. Estos resultados indican que la cantidad total de
Ad PMM y Ad PMA se puede determinar a través del tratamiento en las condiciones 1 o 2; la cantidad sélo de Ad
PMB o la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA se puede determinar a través del tratamiento en las condiciones 3 o 4,
y la cantidad de Ad PMM o la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA se puede determinar a través del tratamiento en
las condiciones 5 0 6.
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[Tabla 2]

Condiciones

de 1 2 3 4 5 6
tratamiento
! Proteasa roteasa Proteasa Sumizvme Proteasa

Proteasa S P V8 A FPy P Umamizyme
"Amano" "Amano" "Amano"

I Multimero

de
adiponectina
l Ad PMA + + + + + +
| AdPMM + + + + - ]
| AdPmB - ] ] ] - ]
! Producto
Convertido . B * * * *

(-): Ausente, (+): Sin cambios, o produccion de
producto convertido

Ejemplo 9 Tratamiento con proteasa (2)

El Acm purificado analizado en el Ejemplo 3 y cada proteasa disponible comercialmente (1 mg/ml) se afiadieron a
tampon fosfato 50 mM (pH 8,0), y la mezcla resultante se calenté durante 30 minutos a 37°C. El liquido de
tratamiento se sometié a PAGE (2 a 15%) para la separacion y se tifi6 con CBB. Asi, se comparé la accion de cada
proteasa sobre cada una de las fracciones con la del control al que no se habia afiadido ninguna proteasa (Tabla 3).

A través del tratamiento con la proteasa en cualquiera de las condiciones 7 a 9, la Ad PMUB y la Ad PMB
desapareci6é, mientras que la Ad PMM y la Ad PMA permanecieron presentes. En este caso, se observaron nuevas
bandas tefiidas atribuidas a los productos convertidos derivados de Ad PMUB y Ad PMB en las regiones de bajo
peso molecular. A través de su tratamiento con la proteasa en cualquiera de las condiciones 10 a 12, la Ad PMUB, la
Ad PMB y la Ad PMM desaparecieron, y la Ad PMA se mantuvo presente. En este caso, se observaron nuevas
bandas tefidas atribuidas a los productos convertidos derivados de Ad PMUB, Ad PMB, y Ad PMM en las regiones
de bajo peso molecular. Las regiones en las que se detectaron estos productos convertidos a través de PAGE (2 a
15%) se situaron en el intervalo de aproximadamente 30-40 kDa; los valores exactos pueden variar dependiendo del
tipo de proteasa. Estos resultados indican que la cantidad total de Ad PMUB y Ad PMB puede determinarse a través
del analisis selectivo mediante el uso de cualquiera de las proteasas empleadas en las condiciones de tratamiento 7
a 9 y mediante la medicion de la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA que quedan o la cantidad de nuevos productos
de Ad convertidos. Ademas, la cantidad de Ad PMA que queda o la cantidad total de Ad PMUB, Ad PMB, y Ad PMM
pueden determinarse a través del analisis selectivo mediante el uso de cualquiera de las proteasas empleadas en la
condiciones de tratamiento 10 a 12.

13



10

15

20

25

30

35

40

ES 238325913

[Tabla 3]
Condiciones
de 7 8 9 10 11 12
Tratamiento
l Proteasa |Proteasa |Sumizyme | Sumizyme |Proteinasa | Proteasa | Proteasa
A FP LP50D K P N
"Amano" "Amano" | "Amano"
I Multimero
de
adiponectina
l Ad PMA + + + + + + + + + + + +
l Ad PMM ++ ++ + + - - -
| AdPMB - - - ] ] ]
| adPMuB | - - - ] ) ]
Produqto + + + ++ + ++ + ++ + + + + ++ +
convertido

(+): Disminucion, (++): Sin cambios, (+ + +): Aumento
o produccién de producto convertido

(-): Ausente, o ninguna produccién de producto
convertido

Ejemplo 10 Tratamiento con proteasa para la realizacion del analisis de Ad PMA

Cada uno de los multimeros de adiponectina separados y productos purificados obtenidos en el Ejemplo 3 se afiadid
a la fraccion no adsorbente de resina del anticuerpo de union obtenida en el Ejemplo de Referencia 3 (en lo sucesivo
denominada "plasma con Ad eliminada") a una concentracion final de 10 ug/ml mas o menor, y la mezcla resultante
se empleé como una muestra para la investigacion. La proteinasa K se disolvié en Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) para
preparar una solucion de 5-10 u/mL, y la solucion se empled como solucion enzimatica de pretratamiento. La
solucion enzimatica de pretratamiento (90 pl) se afadié a cada una de las muestras (10 pl), y la mezcla se hizo
reaccionar a 37°C durante periodos predeterminados que oscilan de 10 a 30 minutos. Se afiadidé tampon citrato 100
mM (pH 3,0, que contenia SDS al 2%) (400 pl) a cada una de las mezclas de reaccion resultantes para detener la
reaccion enzimatica (pretratamiento). La mezcla de reaccion (20 ul) se diluyé con un tampén 2 de ELISA (1,0 ml), y
la mezcla resultante se empled como muestra pretratada. La cantidad de adiponectina que permanece en la muestra
pretratada se determind mediante el uso del sistema ELISA de medicidon de adiponectina que se describira mas
adelante.

Ejemplo 11 Tratamiento con proteasa para la medicién de la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA

De una manera similar a la empleada en el Ejemplo 10, cada uno de los multimero de adiponectina separados y los
productos purificados obtenidos en el Ejemplo 3 se afadieron a un plasma con Ad eliminada a una concentracion
final de 10 pg/ml mas o menos, y la mezcla resultante se empled como una muestra para la investigacion. La
proteasa A "Amano" se disolvié en Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) para preparar una soluciéon de 0,6-1,0 mg/mL, y la
solucién se empled como una solucién enzimatica de pretratamiento. La solucién enzimatica de pretratamiento (90
pl) se afadié a cada una de las muestras (10 pl), y la mezcla se hizo reaccionar a 37°C durante periodos
predeterminados que oscilaron de 10 a 30 minutos. Se afadi6é tampédn citrato 100 mM (pH 3,0, que contenia SDS al
2%) (400 pl) a cada una de las mezclas de reaccion resultantes para detener la reaccion enzimatica
(pretratamiento). La mezcla de reaccién (20 pl) se diluyé con un tampoén 2 de ELISA (1,0 ml), y la mezcla se empled
como una muestra pretratada. La cantidad de adiponectina que permanece en la muestra pretratada se determind
mediante el uso del sistema ELISA de medicion de adiponectina que se describira mas adelante.

Ejemplo 12 Preparacion de las muestras para la determinacion de la cantidad total de la adiponectina

Los autores de la presente invencién han desarrollado un método (Solicitud Internacional que reivindica la prioridad
de la Solicitud de Patente Japonesa Num. 2003-354715), en el que al menos uno de un agente reductor, un acido o
una sal del mismo, un agente tensioactivo, y una proteasa se afiaden a una muestra bioldgica para la reaccién con
la adiponectina, con lo que se forman multimeros de adiponectina en una forma especifica para el inmunoanalisis.
En el presente Ejemplo, se emplearon un acido y un agente tensioactivo en el pretratamiento. Especificamente, se
afadié tampon citrato 100 mM (pH 3,0, que contenia SDS al 2%) (490 pl) a plasma humano o a suero humano (10
Ml), y la mezcla se agité cuidadosamente. La mezcla de reaccion (20 ul) se diluyé con un tampén 2 de ELISA (1,0
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ml), y la mezcla se empled como una muestra pretratada. La cantidad de adiponectina que permanece en la muestra
pretratada se determind mediante el uso del sistema ELISA de mediciéon de adiponectina que se describira mas
adelante.

Ejemplo 13 Sistema ELISA de medicion de adiponectina

Una placa de ELISA se sensibilizé con un anticuerpo monoclonal anti-adiponectina humana (64405) que habia sido
diluido con PBS a 5 pg/ml. La placa se bloqued con un tampdn 2 de ELISA. Cada una de las muestras tratadas
previamente preparadas en los Ejemplos 10 y 11 se afiadié y se hizo reaccionar con la placa durante 1 hora a
temperatura ambiente. La placa se lavé con un liquido de lavado de ELISA. Se hizo reaccionar anticuerpo
monoclonal anti-adiponectina humana marcado con biotina (64404) que habia sido diluido 2000 veces con un
tampdn 2 de ELISA con la placa durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afadi® HRP-Avidina que se habia
diluido 2000 veces con un tampén 2 de ELISA y se hizo reaccionar con la placa durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La placa se lavé con un liquido de lavado de ELISA. Se desarrollé color con un liquido de desarrollo de
color OPD (tampdn citrato 250 mM que contenia 2 mg/ml de hidrocloruro de ortofenilendiamina y perdxido de
hidrégeno al 0,02%, pH 5,0). Se afiadié una soluciéon de parada (acido sulfurico 1,5 N, EDTA-2Na 1 mM) a la placa
para detener la reaccion, y se midié la absorbancia a 492 nm. Por separado, se prepard una muestra estandar.
Especificamente, la solucidon enzimatica de pretratamiento (90 pl) y tampon citrato 100 mM (pH 3,0, que contenia
SDS al 2%) (400 pl) se mezclaron entre si, y cada una de las muestras (10 pl) se afiadié a la mezcla. La muestra
estandar también se midié a través de ELISA de una manera similar a la descrita anteriormente, y el valor del
desarrollo de color de la muestra estandar se definié como 100%. El valor de la medicién obtenido a partir de cada
una de las muestras preparadas en los Ejemplos 10 y 11 se convirtié en %. En cada caso, se calculd el valor medio
de los valores del porcentaje de desarrollo de color obtenido de ese modo. Los resultados obtenidos a partir de las
muestras preparadas en los Ejemplos 10 y 11 se muestran en las Figs. 10 y 11, respectivamente.

Como se desprende de los resultados mostrados en la Figura 10, a través de tratamiento con la proteasa (proteinasa
K), los multimeros de Ad distintos de Ad PMA contenidos en el plasma son digeridos, y se puede realizar el analisis
dirigido especificamente a Ad PMA. Los resultados mostrados en la Fig. 11 indican que, a través del tratamiento con
la proteasa (proteasa A "Amano"), se digieren multimeros de Ad distintos de Ad PMM y Ad PMA contenidos en el
plasma, con lo cual la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA se puede determinar de una manera dirigida
especificamente a Ad PMM y Ad PMA. La cantidad de Ad PMM se puede calcular a través de la resta de la cantidad
de Ad PMA de la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA.

Como se desprende de los resultados descritos anteriormente, la cantidad presente de Ad PMUB en una muestra se
puede calcular de la siguiente manera: la muestra se trata previamente en una manera similar a la descrita en el
Ejemplo 12, se determina la cantidad total de adiponectina contenida en la muestra resultante, la cantidad de Ad
PMB se determina de una manera similar a la descrita en el Ejemplo 6 o 7, la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA
se determina de una manera similar a la descrita en los Ejemplos 11 y 13, y la cantidad de Ad PMB y la cantidad
total de Ad PMM y Ad PMA se restan de la cantidad total de adiponectina. Por lo tanto, se pueden analizar
selectivamente los cuatro tipos de multimero de adiponectica en sangre humana, y se puede determinar la cantidad
total de estos cuatro tipos de adiponectina.

Ejemplo de Referencia 14 Relacion con la enfermedad arteriosclerética

Doscientos noventa y ocho (298) pacientes que sufrian de diabetes tipo I, pero que no habian recibido tratamiento
con insulina se dividieron en dos grupos, es decir, un grupo con enfermedad arterial coronaria (CAD) (90 pacientes
que tenian una lesion organica detectada a través de una angiografia coronaria (CAG)) y un grupo con enfermedad
arterial no coronaria (NCAD) (el resto, 208 pacientes). De una manera similar a la descrita anteriormente en los
Ejemplos, se determind el contenido en adiponectina total (Ad T.), y cada uno de los multimeros de adiponectina se
analiz6 de forma selectiva. Especificamente, el contenido de Ad T. se determiné mediante los métodos descritos en
los Ejemplos 12 y 13; el contenido de Ad PMA se determind mediante los métodos descritos en los Ejemplos 10 y
13, y el contenido Ad PMM se calculé mediante la resta del contenido de Ad PMA de la cantidad total de Ad PMM y
Ad PMA determinada mediante el método descrito en los ejemplos 11 y 13. La cantidad total de Ad PMUB y Ad PMB
se calcul6 a través de la resta de la cantidad total de Ad PMM y Ad PMA del contenido de Ad T. Las cantidades
obtenidas de multimeros se compararon mediante la prueba t con el fin de determinar si existe o no una diferencia
significativa entre el grupo CAD y el grupo NCAD.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Entre el grupo de CAD y el grupo NCAD, no se observo diferencia
significativa en el contenido de Ad T., pero se observé una diferencia significativa en el contenido de Ad PMA (p <
0,05). En la razén (%) del contenido de Ad PMA con respecto al contenido de Ad T., se observo una diferencia
significativa obvia (p < 0,0001). Los resultados revelan que, el contenido de Ad PMA, especialmente la razén (%) del
contenido de Ad PMA con respecto al contenido de Ad T., puede servir como un indicador mas exacto de CAD que
el contenido de Ad T.
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[Tabla 4]
CAD NCAD

Media | Desviacion |Media | Desviacién |Valor de

tipica tipica p

Contenido de | 9,64 6,73 9,92 6,15 0,726
AdT.en
plasma
(Mg/mL)

Contenido de | 3,00 2,70 3,76 3,11 0,046
Ad PMA en
plasma

(ug/mL)

Contenido de | 4,32 3,06 4,02 2,41 0,374
Ad PMM en
plasma
(Mg/mL)

Contenido 2,34 1,92 2,18 1,60 0,463

total de Ad

PMUB y Ad
PMB (ug/mL)

AdPMA/AAT | 27,0 10,2 34,2 10,9 <0,0001
en plasma.
(%)

Ad PMM/AA T | 43,6 11,5 42,0 11,8 0,260
en plasma (%)

Ejemplo de Referencia 15 Relacion con el sindrome metabdlico

Los 298 pacientes empleados en el Ejemplo 14 se dividieron en cuatro grupos sobre la base del contenido total de
adiponectina (Ad T) y la razén del contenido de Ad PMA con respecto al contenido de Ad T, es decir, Ad PMA/Ad T x
100 % (R PMA), mediante el uso de los siguientes criterios. En primer lugar, se calcularon los valores medios de Ad
T y R PMA para que fueran 9,8 ug/ml y 32%, respectivamente. Los pacientes que mostraron valores de Ad T y R
PMA que eran inferiores a los respectivos valores medios se clasificaron en el grupo A; los pacientes que mostraron
valores de Ad T que eran menores que el valor medio y que mostraron valores de R PMA que eran iguales o
superiores al valor medio se clasificaron en el Grupo B; los pacientes que mostraron valores de Ad T que eran
iguales o mayores al valor medio y que mostraron valores de R PMA que eran menores que el valor medio se
clasificaron en el Grupo C, y los pacientes que mostraron valores de Ad T y R PMA que eran iguales o superiores a
los respectivos valores medios, se clasificaron en el Grupo D. Ademas, los pacientes dentro de cada grupo se
dividieron en dos grupos en vista de los criterios de diagndstico del sindrome metabdlico (JAMA, 285:2486, 2001)
US Adult Treatment Panel Il (ATP Ill), es decir, un primer grupo formado por pacientes que mostraban, en dos o
mas de los cinco elementos de los factores de riesgo, niveles de los factores de riesgo que eran superiores a los
criterios respectivos, y un segundo grupo formado de los pacientes que mostraban, en menos de dos elementos de
los factores de riesgo, niveles de los factores de riesgo que eran superiores a los criterios respectivos. Por lo
general, de acuerdo con los criterios diagndsticos del ATPIII, se define que un paciente que tenga, en cualquiera de
los tres 0 mas elementos, niveles de los factores de riesgo que sean mas altos que los respectivos criterios sufre
sindrome metabdlico. Sin embargo, en el presente ejemplo, se empled un criterio mas severo. Los resultados se
muestran en la Tabla 5.

Una prueba de Kruskal-Wallis reveld que el numero de elementos del criterio diagnéstico del sindrome metabdlico
tiene una correlacion estadisticamente significativa con los valores de Ad T y R PMA (valor de p = 0,001). En los
grupos A y C, que consisten en pacientes que exhiben valores de R PMA que son menores que el valor medio, la
proporcion de pacientes clasificados para el grupo que exhibe dos o mas elementos del criterio de diagndstico del
sindrome metabdlico era mas grande. Los resultados indican que, en comparacion con el valor de Ad T, el valor de
R PMA puede servir como un buen indicador para el sindrome metabdlico. Es decir, los autores de la presente
invencion han encontrado por primera vez que la medicién del valor de R PMA y uso del valor de R PMA como un
indice para el sindrome metabdlico son eficaces en la prevencion o el prondstico del sindrome metabdlico.
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[Tabla 5]
Menos de 2 elementos 2 0 més elementos
Grupo A 44 92
Grupo B 29 21
Grupo C 6 13
Grupo D 50 43
(pacientes)

Como se desprende de la descripcion anterior, incluso cuando el uso del contenido total de adiponectina como un
indice para una enfermedad o estado patoldgico no es suficiente para la evaluacion de la enfermedad o el estado
patolégico, el analisis de un cierto tipo de multimeros de Ad o la razén de la cantidad de cierta fraccién del multimero
de Ad con respecto a la cantidad total de adiponectina permite el pronéstico y la prevencion de la enfermedad o la
evaluacion del estado patoldgico.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para someter a inmunoanalisis selectivamente un multimero de adiponectina diana seleccionado entre
adiponectina peso molecular medio (Ad PMM) o adiponectina de peso molecular ultra bajo (Ad PMUB) en una
muestra bioldgica, que comprende:

(1) para someter a inmunoanalisis selectivamente adiponectina de peso molecular medio (Ad PMM):

(a) hacer reaccionar una muestra con una proteasa que digiere especificamente Ad PMUB y LMW Ad;

(b) determinar la cantidad total de la adiponectina Ad PMM y Ad PMA no digerida que queda en la muestra
tratada en la etapa (a);

(c) determinar la cantidad de Ad PMA en la muestra bioldgica a través de la reaccion de una proteasa con una
muestra que contiene adiponectina, mediante la cual se digiere la adiponectina distinta de Ad PMA, y analizar
selectivamente la Ad PMA que permanece después de la digestién con la proteasa mediante el uso de un
anticuerpo anti-adiponectina, y

(d) restar la cantidad de Ad PMA detectada en (c) de la cantidad total de adiponectina cuantificada en (b),
donde la cantidad de Ad PMM corresponde a la cantidad cuantificada en (b) menos la cantidad de Ad PMA
cuantificada en (c); o

(e) restar la cantidad total de Ad PMUB y Ad PMB convertidas, que se ha determinado en la etapa (a) de la
cantidad total de Ad PMUB, Ad PMB y Ad PMM como la cantidad total de adiponectina convertida mediante el
uso de una proteasa para determinar la cantidad de Ad PMA segun la etapa (c);

(2) para someter a inmunoanalisis selectivamente adiponectina de peso molecular ultra bajo Ad PMUB, la
cantidad de Ad PMUB contenida en una muestra se determina

a. tratando la Ad PMUB y la Ad PMB con la proteasa que digiere especificamente Ad PMUB y Ad PMB,

b. calculando la cantidad total de Ad PMA y Ad PMM que queda, y

c. restando de la cantidad total de Ad PMA y Ad PMM vy la cantidad de Ad PMB de la cantidad total de
adiponectina, que se ha determinado selectivamente, o

d. restando, de la cantidad total de adiponectina, la cantidad total de Ad PMB, Ad PMM y Ad PMA.

2. El método de la reivindicacion 1, donde para el inmunoanalisis selectivo de Ad PMM dicha proteasa en la etapa
(a) es una proteasa derivada de un microorganismo seleccionado del género Bacillus, Aspergillus, y Staphylococcus.

3. El método de la reivindicacion 1, donde la cantidad de Ad PMA en una muestra bioldgica se cuantifica en la etapa

(€):

(i) haciendo reaccionar la muestra que contiene adiponectina con al menos una proteasa que se puede
modificar quimicamente para digerir selectivamente adiponectina distinta de Ad PMA en la muestra, donde la
al menos una proteasa se selecciona del grupo que consiste en proteinasa K derivada del género Tritirachium
y proteasa derivada de un microorganismo perteneciente al género Aspergillus o al género Bacillus, y

(ii) cuantificando inmunolégicamente la Ad PMA utilizando un anticuerpo anti-adiponectina.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde para someter a inmunoanalisis selectivamente la Ad PMM dicha
proteasa en la etapa (a) es una proteasa seleccionada del grupo que consiste de proteasa S "Amano", proteasa A
"Amano", sumizyme FP, sumizyme LP50D, y proteasa V8 .

5. El método de la reivindicacion 1, donde para someter a inmunoanalisis selectivamente la Ad PMB el anticuerpo
anti-adiponectina forma un complejo con Ad PMB, y la cantidad del complejo se utiliza para determinar la cantidad
de Ad PMB en dicha muestra bioldgica.

6. El método segun la reivindicacion 1, donde la muestra biolégica se obtiene a partir de un ser humano.
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[Fig. 1]
i
y L_’—LBDOKDa T—-ﬁmwa l'—BORDa 150kDs |
=X=100mM
12 1 — <4—|—> | —p -+ -0~ 200mM
(Ad PMA) (Ad PPM) | (Ad PMB) 4= 300mM
1 —0— E00mM

Abs (DO) a 450 nm
o
o«

—-x\x

0,2 X
ol a2 |
80 - -+ 100~ - - 120 -~ MO
(mL)
[Fig. 2)

@ Fraccion de Ad PMB purificada

@ Fraccion de Ad PMM purificada
=L (@ Fraccion de Ad PMA purificada

19



ES 238325913

[Fig. 3]
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[Fig. 5]

0,200
0,150 |
8 o100

0,080 |

i

0,000 ~=
T - oy 1

Contenido de Adiponectina (ng/mL)

[Fig. 6]

N [

P20 @

(D Ad PMUB separadal/producto burificado
@ Ad PMB separada/producto purificado

669kDa— ' si: +— Ad PMA ® Ad PMM separadal/producto purificado
@ Ad PMA separadal/producto purificado
443kDa—  -w ‘ot~ Ad PMM
oA «~ Ad PMB
140KDa~ b i Ad PMUB
66kDa—
20kDa~— ==
[Fig. 7]
. CD @ ® @ ) mAd PMUB separada/producto burificado
(@ Ad PMB separada/producto purificado
@ Ad PMM separada/producto purificado
(3 Ad PMA separada/producto purificado
200kDg—+
116kDa—
. «~ Adiponectina de unién a albumina
B6kDa~ . ) . . -
ok W ww «— Dimero de adiponectina
42kDa~—
20kDa— «~ Monémero de Adiponectina
o )

21



[Fig. 8]
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[Fig. 10]
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