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@Resumen:

Anticuerpo frente al receptor opioide tipo Deltalb de
danio rerio.

La presente invencion proporciona anticuerpos,
preferiblemente policlonales, especificos frente al
receptor opioide tipo Deltalb de pez cebra, los cuales
son capaces de reconocer dicho receptor
especificamente sin presentar reactividad cruzada
con otros tipos receptores opioides. Ademas, la
invencion proporciona un antigeno del receptor
opioide tipo Deltalb de pez cebra empleado para la
generacion de dichos anticuerpos, asi como un
método de obtencidn de dichos anticuerpos y un kit
que comprende dichos anticuerpos para la deteccion
del receptor opioide tipo Deltalb de pez cebra.
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ANTICUERPO FRENTE AL RECEPTOR OPIOIDE TIPO DELTA1b DE DANIO RERIO

DESCRIPCION

La presente invencidén se encuadra en el campo de la inmunologia, especificamente dentro
de los anticuerpos especificos frente a los receptores opioides de tipo Delta1b (D1b) de pez

cebra (Danio rerio) y de sus métodos de obtencion.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Los receptores opioides pertenecen a la superfamilia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), cuya importancia estriba en que intervienen en el mecanismo de
accion de muchas hormonas y neurotransmisores conocidos. Los receptores opioides estan
constituidos por un dominio N-terminal extracelular, 7 dominios transmembrana conectados
por 3 lazos intracelulares y 3 lazos extracelulares y una cola C-terminal intracelular. Segun
su estructura tridimensional, es conocido que los dominios transmembrana de los receptores
opioides forman hélices muy unidas, orientadas en contra de las agujas del reloj. Junto a los
lazos extracelulares, esta estructura da lugar a una interfase dinamica a la cual se unen los

ligandos opioides.

Los receptores opioides comparten una homologia en su secuencia aminoacidica de
aproximadamente un 60%. Existen desde el punto de vista farmacolégico tres receptores
opioides: mu, delta y kappa. Los receptores y (MOR) presentan una alta afinidad por el
agonista peptidico DAMGO, por la morfina y sus derivados, como la morfina-6-3-
glucurénido, y por los antagonistas CTOP y naloxonacina, asi como por las endorfinas,
consideradas sus agonistas enddégenos. Por su parte, los receptores opioides & (DOR)
tienen una alta afinidad por los agonistas DPDPE, DSLET, deltorfina Il y por el antagonista
naltrindol, compuestos que se unen con menor afinidad a los receptores kK y yu. Ademas, de
acuerdo con estudios farmacolégicos y de comportamiento, se ha propuesto la existencia de
subtipos del receptor & (Sofuoglu et al., 1991, Pharmacol Exp Ther., 257(2):676-680): el
receptor 1, que es activado selectivamente por DPDPE y bloqueado por el antagonista
BNTX; y el receptor 62 que es activado selectivamente por la deltorfina Il y bloqueado por el
antagonista NTB. Ademas, ambos subtipos son activados por los péptidos endbégenos
encefalinas y por la B-endorfina y bloqueados con alta afinidad por el antagonista naltrindol.

Se ha descrito que los receptores kappa, con muy poca afinidad por la morfina, estan
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relacionados con el sistema inmune. También se conoce un receptor tipo opioide (ORL), que

no presenta actividad analgésica.

Las sustancias opioides son conocidas fundamentalmente por su actividad analgésica, asi
como por su capacidad de inducir tolerancia, dependencia y en algunas ocasiones, adiccion,
tras un consumo prolongado. Sin embargo, la existencia de varios subtipos farmacoldgicos
de cada receptor opioide, y la ausencia de caracterizacion genética que pudiera determinar
si cada subtipo farmacolégico procedia de un gen diferente, obligaron a la comunidad
cientifica a abrir nuevas puertas en la investigacion sobre la actividad del sistema opioide.
Una vez clonados los tres genes que codifican para los tres receptores opioides clasicos,
mu, delta y kappa, se comenzé a elucidar la actividad farmacolégica y funcional de cada uno
de estos receptores, y ademas de su capacidad analgésica, su posible implicacion en
distintos procesos que forman parte del desarrollo embrionario, como la proliferacion celular,
la neurogénesis, la diferenciacién neuronal o la proteccién neuronal frente a diversos dafios
producidos por ausencia de oxigeno o por la presencia de alguna sustancia tdxica. En
concreto, los receptores opioides mu y kappa potencian la neurogénesis, el receptor opioide
kappa incrementa la tasa de proliferacion celular cuando es activado por la morfina y el

receptor opioide delta interviene tanto en neurogénesis como en proteccion neuronal.

Trabajos previos han demostrado la estrecha relacidbn que existe entre la caracterizacion
molecular y farmacolégica de los receptores opioides descritos hasta el momento (MOR,
DOR, KOR y ORL) de pez cebra y de mamiferos avalando asi la idoneidad del pez cebra
como modelo experimental para el estudio de los mecanismos que describen el dolor y la
drogodependencia. La evolucion de los receptores opioides en las especies analizadas,
incluida el pez cebra, ocurre de manera paralela, y asi, el receptor mu de pez cebra es
homologo al receptor mu de humano, rata y ratén, y los receptores tipo delta de pez cebra

son homoélogos al receptor delta de mamifero.

En concreto, en los ultimos afios se han clonado cinco receptores de pez cebra semejantes
a los receptores opioides de mamiferos, a los que se ha denominado: ZFOR1 (del inglés,
“Zebrafish Opioid Receptor 1), actualmente llamado ZfDOR1, que presenta homologia con
el receptor opioide delta de mamiferos (Rodriguez et al., 2000, Neurosci Lett., 288(3):207-
210); ZFOR2 (actualmente ZfMOR), que presenta homologia con el receptor opioide mu
(Barrallo et al., 2000, Brain Res Mol Brain Res., 84(1-2):1-6); ZFOR3 (actualmente ZfKOR),

que presenta homologia con el receptor opioide kappa (Alvarez et al., 2006, Neurosci Lett.,
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405(1-2):94-99); ZFOR4 (actualmente ZfDOR2), que es un duplicado de ZfDOR1 vy, por ello,
presenta mayor homologia con el receptor opioide delta (Pinal- Seoane et al., 2006, J Mol
Endocrinol., 37(3):391-403) y ZfORL, que presenta homologia con el receptor ORL (Rivas-
Boyero et al., 2011, J Mol Endocrinol.).

El pez cebra (Danio rerio), un tele6steo originario del rio Ganghes, se utiliza como modelo
experimental para estudiar el desarrollo embrionario de los vertebrados ya que presenta una
serie de ventajas sobre otros organismos que son utilizados como modelos experimentales,
siendo relativamente facil el manejo de sus embriones y la realizacion de sondeos genéticos

que revelan las etapas y mecanismos de la embriogénesis.

Se ha senalado que el pez cebra es un sistema adecuado para determinar la funcionalidad
de proteinas codificadas por el genoma humano, asi como para estudiar el desarrollo del
sistema nervioso e identificar anomalias metabdlicas. En los Ultimos afios el pez cebra esta
siendo utilizado como organismo modelo para el descubrimiento y validacion de nuevas
dianas farmacolégicas, asi como en estudios toxicolégicos y en la busqueda de nuevas
drogas. Varios autores ya han propuesto al pez cebra como un modelo para el anélisis
biolégico de los efectos de diversas drogas como el alcohol y la cocaina, obteniendo
resultados parecidos a los encontrados en ratones. Anichtchik y colaboradores (Anichtchik et
al., 2004, J Neurochem., 88(2):443-453) han demostrado que la administracion de
neurotoxinas catecolaminérgicas al pez cebra produce alteraciones neuroquimicas y
comportamentales. Ademas, el pez cebra es un organismo en el que se pueden realizar
analisis quimicos de moléculas de bajo peso molecular, evitando el efecto materno que
puede alterar los resultados si el mismo analisis se realiza sobre animales con desarrollo
intrauterino. Por ello, este modelo es adecuado para realizar ensayos preclinicos frente a
agentes tdxicos, y puesto que los embriones modifican su comportamiento tras la ingesta de
alcohol o cocaina, el pez cebra podria ser utilizado como modelo para el estudio del

fendbmeno de adiccion.

Existen controversias sobre los mecanismos que subyacen a la apariciéon y el desarrollo de
tolerancia y dependencia a drogas de abuso. Parece claro que es necesario desarrollar
nuevos modelos que aporten informacion sobre estos desafortunados efectos secundarios
desde el punto de vista molecular, estructural, celular y de comportamiento. En este sentido
se han realizado estudios sobre los efectos de la adiccién a diferentes drogas utilizando el
pez cebra como sistema modelo (Ninkovic y Bally-Cuif, 2006, Methods, 39(3):262-274).
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El pez cebra puede ser un buen modelo para el estudio de los agentes opioides, ya que
actualmente, 38 anos después del descubrimiento de los opioides enddgenos, se conocen
mejor sus funciones, aunque no se han podido establecer con certeza absoluta los
mecanismos enddgenos que describen su funcionamiento, ni se ha podido definir la forma
de controlar los efectos secundarios producidos por éstos, como son la tolerancia y

dependencia a las drogas.

En concreto, es enorme la controversia existente en cuanto a los mecanismos intracelulares
que hacen posible, por un lado, el control del dolor crénico y por otro, la produccion de
dependencia de la droga utilizada como agente analgésico. Hasta el momento, los estudios
realizados con otros modelos experimentales no han resuelto muchas de las discrepancias

existentes.

Hasta el momento no se han generado anticuerpos contra los receptores opioides de pez
cebra. Seguramente esto se debe a las dificultades que entrana la semejanza molecular
entre los distintos subtipos de receptores opioides. Esta ausencia de herramientas en el
estudio de los receptores opioides en el pez cebra lleva a la necesidad de generar
anticuerpos especificos contra los distintos receptores Mu, Deltala y Delta1b que permitan
profundizar en el conocimiento de sus funciones, que lleven a su vez a descubrir los

mecanismos moleculares en los que estos agentes estan involucrados.

Las ventajas que presenta el uso del pez cebra como modelo de investigacién se
encuentran limitadas por la escasa disponibilidad de anticuerpos que detecten las proteinas
de este animal. Considerando que la conservacién entre las secuencias de proteinas
homologas de pez cebra y mamiferos no es muy alta, hace que la gran cantidad de
anticuerpos disponibles para la mayor parte de las proteinas de mamiferos no funcionen en
las proteinas homoélogas del pez cebra, lo que limita los estudios en este modelo. La
generacién de anticuerpos especificos contra cada uno de los receptores opioides de pez

cebra permitiria la realizacion de estudios que hasta el momento no han sido posibles.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona anticuerpos especificos frente al receptor opioide Delta1lb

de pez cebra, de ahora en adelante “anticuerpos de la invencién”, capaces de reconocer de
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forma especifica mediante, por ejemplo aunque sin limitarnos, técnicas de
inmunohistoquimica, dicho receptor opioide. El anticuerpo de la invencién no produce
reactividad cruzada contra los distintos receptores opioides, reconociendo unicamente el
receptor opioide tipo Delta1b contra el que ha sido generado pero no los otros miembros de

esta familia de receptores.

Por lo tanto, se proporcionan anticuerpos que reconocen especificamente el receptor
opioide tipo Delta1b de pez cebra que pueden ser utilizados mediante distintas técnicas para
diferentes estudios. La gran especificidad de los anticuerpos obtenidos permitira estudiar las

diferentes funciones en las que este receptor esta implicado.

El antigeno utilizado para la generacion de estos anticuerpos se localiza en el extremo
carboxilo-terminal de la secuencia aminoacidica del receptor opioide tipo Deltalb de pez

cebra, debido a que es la region mas divergente entre los distintos receptores opioides.

Por ello, un primer aspecto de la invencion se refiere a un péptido aislado, de ahora en
adelante “péptido de la invencién”, que consiste en la secuencia aminoacidica SEQ ID NO:
1. Este péptido corresponde a los ultimos 30 aminoacidos del extremo C-terminal, residuos
1344 a T373, del receptor opioide tipo Delta1b de pez cebra cuya secuencia aminoacidica se
describe en la SEQ ID NO: 3.

El péptido de la presente invencién puede ser sintetizado, por ejemplo, aunque sin
limitarnos, in vitro. Por ejemplo, mediante la sintesis de péptidos en fase sélida o mediante
aproximaciones de ADN recombinante. El péptido de la invencion puede producirse
recombinantemente, no sélo directamente sino como un polipéptido de fusién junto con un
polipéptido heterélogo, el cual puede contener, por ejemplo aunque sin limitarnos, una
secuencia sefial o puede ser otro polipéptido, por ejemplo, aunque sin limitarnos GST (del
inglés, “Glutathione S-transferase”), que facilite su aislamiento y purificacién. Este
polipéptido fusionado al péptido de la invencion puede comprender ademas un sitio de corte
para una proteasa, por ejemplo, aunque sin limitarnos, en el extremo N-terminal de la

proteina madura o del polipéptido.

Debido a la degeneracion del codigo genético, en el cual diversos tripletes de nuclebtidos
dan lugar a un mismo aminoacido, existen diversas secuencias de nucleétidos que dan lugar

a una misma secuencia aminoacidica. Por ello, otro aspecto de la invencion se refiere a un

6



10

15

20

25

30

35

ES 2486116 Al

polinucleétido aislado, de ahora en adelante “polinucleétido de la invencion”, que codifica

para el péptido de la invencion.

Los términos “secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucledtidos”, “acido nucleico”,
“oligonucleétido” y “polinucleétido” se usan aqui de manera intercambiable y se refieren a
una forma polimérica de nucle6tidos de cualquier longitud que pueden estar o no, quimica o
bioquimicamente modificados. Se refieren, por tanto, a cualquier polirribonucleétido o

polidesoxirribonucleétido, tanto de cadena sencilla como de doble hebra.

El polinucleétido de la invencion puede obtenerse de manera artificial mediante métodos de

clonacién y seleccion convencional, 0 mediante secuenciacion.

El polinucleétido, adicionalmente a la secuencia codificante, puede llevar otros elementos,
como por ejemplo aunque sin limitarse, intrones, secuencias no codificantes en los extremos
5 o0 3, sitios de unién a ribosomas, o secuencias estabilizadoras. Estos polinucleétidos
adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para aminoacidos
adicionales que puedan ser utiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la

estabilidad del péptido generado a partir de ellos o permitir una mejor purificacion del mismo.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invenciéon, el polinucleétido de la
invencion consiste en la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 2. Este polinucleétido
corresponde a los nucleétidos 1122 a 1214 de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 4

codificante para el receptor opioide tipo Delta1b de pez cebra.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una construccién genética, de ahora en adelante
“construccién genética de la invencion”, que comprende el polinucleétido de la invencién. El
término “construccién genética” se refiere a una molécula de ADN o ARN en la que se
puede integrar otro fragmento de ADN, sin que pierda la capacidad de autorreplicacién. En
una realizacién preferida, la construccion genética de la invencion es un vector de expresion.
El término “vector de expresion”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se refiere a
una molécula de DNA linear o circular que comprende el polinucleétido de la invencién
operativamente unido a nucleétidos adicionales necesarios para su expresion, como por
ejemplo, aunque sin limitarnos, secuencias control tales como reguladores, terminadores y/o
promotores. Ejemplos de vectores de expresion son, sin ningun tipo de limitacion,

plasmidos, fagos, césmidos, fagémidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC),
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cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas humanos artificiales (HAC),
vectores virales, tales como adenovirus, retrovirus o cualquier otro tipo de molécula de DNA

con capacidad para replicarse en el interior de una célula, procariota o eucariota.

La expresion “unidos operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los
componentes asi descritos tienen una relacion que les permite funcionar en la manera
intencionada. Una secuencia de control “unida de forma operativa” a un polinucleétido, esta
ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificante se consigue en

condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término “promotor” hace referencia a una regiéon del ADN, generalmente “aguas arriba” o
“‘upstream” del punto de inicio de la transcripcidén, que es capaz de iniciar la transcripcién en
una célula. Este término incluye, por ejemplo, pero sin limitarse, promotores constitutivos,
promotores especificos de tipo celular o de tejido o promotores inducibles o reprimibles. Las
secuencias de control dependen del origen de la célula en la que se quiere expresar el acido
nucleico. Ejemplos de promotores procariotas incluyen, por ejemplo, pero sin limitarnos, los
promotores de los genes trp, recA, lacZ, lacl, tet, gal, trc, o tac de E. coli, o el promotor del
gen a-amilasa de B. subtilis. Para la expresién de un acido nucleico en una célula procariota
también es necesaria la presencia de un sitio de unién ribosomal situado “upstream” de la
secuencia codificante. Secuencias de control apropiadas para la expresion de un

polinucleétido en células eucariotas son conocidas en el estado de la técnica.

Dicha construccidbn genética de la invencidbn puede ser introducida en una célula
hospedadora de manera que se mantenga como una construccion genética integrada en el
cromosoma o como un vector extracromosoémico autoreplicante. Por ello, otro aspecto de la
invencion se refiere a una célula, de ahora en adelante “célula de la invencién”, que

comprende la construccion genética de la invencion.

La célula de la invencion puede ser cualquier tipo celular susceptible de transformacién o
transfeccidn con la construccion genética de la invencién para la expresién del péptido de la
invencién. Asi, dicha célula puede ser eucariota o procariota, preferiblemente procariota y

mas preferiblemente E. coli.

Como se mostrara en los ejemplos, el péptido de la invencion presenta capacidad antigénica

y, por tanto, puede utilizarse como antigeno para desarrollar anticuerpos mono o
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policlonales que se unan especificamente a él, lo cual puede llevarse a cabo mediante
diversos métodos conocidos en el estado de la técnica. Por tanto, otro aspecto de la
invencion se refiere a un anticuerpo especifico frente al péptido de la invencion, “anticuerpo

de la invencion”.

El término “anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulinas o a porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que
contienen un sitio de fijacién de antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona)
con el péptido de la invencion. Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas
inmunolégicamente activas incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2, los cuales pueden ser
generados, por ejemplo, aunque sin limitarnos, tratando el anticuerpo con una enzima tal
como la pepsina o mediante técnicas de ingenieria genética conocidas en el estado de la

técnica.

El anticuerpo de la invencién puede ser policlonal (incluye tipicamente anticuerpos distintos
dirigidos contra determinantes o epitopos distintos) o monoclonal (dirigido contra un uUnico
determinante en el antigeno). La expresion “anticuerpo monoclonal” alude a una poblacion
de moléculas de anticuerpos que contienen solamente una especie de un sitio de fijacion de
antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo particular del antigeno. El anticuerpo
monoclonal puede ser alterado bioquimicamente, mediante manipulacién genética, o puede
ser sintético, careciendo, posiblemente, el anticuerpo en su totalidad o en partes, de
porciones que no son necesarias para el reconocimiento del péptido de la invencién, y
estando sustituidas por otras que comunican al anticuerpo propiedades ventajosas

adicionales.

El anticuerpo de la invenciéon también puede ser recombinante, quimérico, sintético o una
combinacién de cualquiera de los anteriores. Un “anticuerpo o polipéptido recombinante”
(rAC) es un anticuerpo que ha sido producido en una célula hospedadora transformada o
transfectada con el polinucleétido de la invencién, con un acido nucleico codificante para el
anticuerpo de la invencion, o que produce el anticuerpo de la invencién o el péptido de la
invencién como resultado de la recombinacién homdloga. Dicha célula hospedadora incluye

una célula en un cultivo celular “in vitro” asi como una célula en un animal hospedador.

El anticuerpo de la invencién también puede ser quimérico. Asi, una region de la cadena

pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en anticuerpos
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procedentes de una especie determinada o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpos determinados, mientras que la(s) cadena(s) restante(s) es(son) idéntica(s), u
homologa(s), a las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies
o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como a fragmentos de dichos

anticuerpos, de manera que exhiban la actividad biol6gica deseada.

La expresion “anticuerpo especifico frente al péptido de la invencion” se refiere a que el
anticuerpo de la invencion reconoce el péptido de la invencion y, por tanto, el receptor
opioide tipo Delta1b de Danio rerio, especificamente, sin ser capaz de reconocer el resto de
los receptores opioides de Danio rerio, tales como los receptores kappa, deltala o mu. Es
decir, el anticuerpo de la invencion no presenta reactividad cruzada contra el resto de los

receptores opioides.

“Danio rerio” o “pez cebra” o “Danio cebra” es un ciprinido emparentado con las carpas y
balbos, originario del sudeste asiatico, de uso frecuente en acuarios asi como para
investigacion cientifica. Son peces alargados, fusiformes, con una Unica aleta dorsal, boca
dirigida hacia arriba y un par de finas barbillas. El color de fondo es dorado o plateado, sobre
los flancos y longitudinalmente se presentan de 5 a 9 bandas de color azul oscuro que
comienzan detras del opérculo y llegan hasta el final del animal (incluyendo la cola), dandole
un aspecto cebrado del que toma el nombre. El opérculo es azulado y la zona ventral de un

tono blanquecino rosado.

Como se ha explicado, el péptido de la invencién es capaz de desencadenar una respuesta
inmunitaria en un organismo al que le ha sido administrado, por lo que dicho péptido puede
ser utilizado como antigeno para la generacion de anticuerpos capaces de unirse a él. Por
ello, otro aspecto de la invencion se refiere al uso del péptido de la invencién para la

generacién de anticuerpos especificos frente al receptor opioide tipo Delta1b de Danio rerio.

Uno de los métodos que podria llevarse a cabo para obtener el anticuerpo de la invencion
consiste, por ejemplo, aunque sin limitarnos, en la inmunizaciéon de animales con el péptido
de la invencion y la posterior purificacion de los anticuerpos especificos frente al mismo

presentes en su suero.
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Por ello, otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de anticuerpos
policlonales especificos frente al receptor opioide tipo Deltalb de Danio rerio, de ahora en

adelante “primer método de la invencién”, que comprende:

a. Obtener el suero previamente extraido de un mamifero inmunizado con el péptido de
la invencién, y
b. Purificar los anticuerpos policlonales frente al receptor opioide tipo Delta1lb de Danio
rerio presentes en el suero obtenido en la etapa (a).
El mamifero al que se refiere la etapa (a) del primer método de la invencién puede ser,
aunque sin limitarnos, conejo, pollo, roedores como el ratdén, cerdo, caballo, oveja o cabra.

En una realizacién preferida del primer método de la invencion, el mamifero es un conejo.

El protocolo de inmunizacién se puede realizar por métodos convencionales, es decir,
administrando al animal a inmunizar una primera dosis, preferiblemente de entre 0,2 y 1 mg,
mas preferiblemente de 0,5 mg, del péptido de la invencién, preferiblemente seguida de
sucesivos refuerzos en dias posteriores. Estas dosis de refuerzo pueden ser, por ejemplo
aunque sin limitarnos, de entre 0,2 y 1 mg, preferiblemente de 0,25 mg, de péptido de la
invencién. Las dosis de refuerzo pueden ser una o varias, siendo preferiblemente varias y
mas preferiblemente en los dias 14, 28, 49, 70 y 91 después de la primera inmunizacién.
Las inmunizaciones con el péptido de la invencion se llevan a cabo preferiblemente en
presencia de un adyuvante, el cual es una sustancia que cuando se mezcla con el antigeno
y se inyecta con él mejora la inmunogenicidad del mismo. Los adyuvantes para los
protocolos de inmunizacién son conocidos en el estado de la técnica, ejemplos de ellos son:
adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, alumina,
polirribonucle6tidos  sintéticos, lipopolisacarido  bacteriano (LPS) o liposomas.
Preferiblemente, el adyuvante empleado en la primera inmunizacion es adyuvante completo
de Freund y el adyuvante empleado en las inmunizaciones de refuerzo es adyuvante
incompleto de Freund. Las inmunizaciones se pueden llevar a cabo por via oral o parenteral.
Ejemplos de via parenteral son, aunque sin limitarnos, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, intramuscular o intraperitoneal. Preferiblemente, el protocolo de inmunizacién
es el que se describe en los ejemplos de la presente invencion y puede ser llevado a cabo

por un técnico sin formacion médica especifica.

En otra realizacion preferida, el péptido de la invencidbn empleado para la inmunizaciéon del

mamifero se ha producido recombinantemente. Dicha producciéon recombinante comprende
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la amplificacién del polinucleé6tido de la invencion, clonacion del polinucle6tido amplificado
en un vector de expresion, transformacién o transfeccion de una célula competente con
dicho vector, cultivo de dicha célula en condiciones que promuevan la expresion del péptido
de la invencién y aislamiento y purificacién del péptido de la invencion producido por la
célula.

Una vez producida la inmunizacién, se extrae el suero del animal inmunizado con el péptido
de la invencion. La extraccion del suero se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo
aunque sin limitarnos, extraccion sanguinea, posterior coagulacion de ésta, eliminacién del
coagulo de fibrina y otros componentes y aislamiento del suero. Para obtener el suero, a la
sangre no se le aplica anticoagulante, sino que se deja que coagule y se centrifuga. En la
presente invencidn el suero se extrae, preferiblemente, en los dias 38, 59, 80 y/o 101 tras la
primera inmunizacién. Se entiende por “suero”, “suero sanguineo” o “suero hematico” el
componente de la sangre resultante tras permitir la coagulaciéon de ésta y eliminar el coagulo
de fibrina y otros componentes, que contiene numerosos efectores biolégicos, como el factor
de crecimiento derivado de plaquetas, segregados por los elementos formes al suceder

dicha coagulacién. Es de un color amarillo, un poco mas intenso que el plasma.

Posteriormente, se purifican los anticuerpos especificos frente al receptor opioide tipo
Delta1b de Danio rerio presentes en el suero obtenido en la etapa (a) del primer método de
la invencidon. Son conocidos en el estado de la técnica diversos métodos de purificacion de
anticuerpos que podrian llevarse a cabo en la etapa (b) del primer método de la invencién,

como por ejemplo, aunque sin limitarnos, métodos electroforéticos o cromatogréficos.

La “electroforesis” es una técnica analitica de separacién basada en el movimiento o la
migraciéon de macro-moléculas disueltas en un medio (buffer de electroforesis), mediante
una matriz o un sélido apoyo como resultado de la accién de un campo eléctrico. El
comportamiento de la molécula depende de su movilidad electroforética y esta movilidad
depende de la carga, tamafio y forma. Existen numerosas variaciones de esta técnica
basadas en el equipamiento usado, soportes y condiciones para llevar a cabo la separaciéon
de las moléculas. La electroforesis se selecciona de la lista que consiste en, pero sin
limitarse, electroforesis capilar, electroforesis en papel, electroforesis en gel de agarosa,

electroforesis en gel de poliacrilamida, isoelectroenfoque o electroforesis bidimensional.

Los “métodos cromatograficos” permiten la separacion de las moléculas por, aunque sin

limitarse, su carga, tamafo, masa molecular, mediante su polaridad o mediante su potencial
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redox. La técnica de cromatografia se selecciona de entre, pero sin limitarse, cromatografia
de particion, filtracion, cromatografia de adsorcion, cromatografia de exclusion molecular,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia hidrofébica o cromatografia de afinidad,
y pueden realizarse tanto en columna, como en papel o en placa. Preferiblemente, la
purificacién de los anticuerpos en el paso (b) del primer método de la invencién se lleva a
cabo mediante columna de afinidad, mas preferiblemente de agarosa, donde el péptido de la
invencion de SEQ ID NO: 1 o el receptor tipo Delta1b de Danio rerio de SEQ ID NO: 3 se ha
fijado en dicha columna de manera que los anticuerpos especificos frente al receptor opioide
tipo Delta1b de Danio rerio se queden unidos a ellos cuando el suero obtenido se pase a
través de la columna. Posteriormente, dichos anticuerpos unidos se eluyen de la columna

mediante métodos de elucion conocidos en el estado de la técnica.

Otro aspecto de la invencion se refiere al suero que comprende anticuerpos policlonales
especificos frente al receptor opioide tipo Delta1b de Danio rerio obtenible en la etapa (a) del
primer método de la invencion. A este suero también se hara referencia como “suero de la
invencién”. Dicho suero comprende uno o mas anticuerpos policlonales especificos frente al

antigeno o péptido de la invencion.

Otra realizacion preferida se refiere al anticuerpo de la invencion donde dicho anticuerpo es

policlonal y ha sido obtenido mediante el primer método de la invencién.

Los ejemplos de la presente invencidbn demuestran que el anticuerpo de la invencion,
preferiblemente policlonal y obtenido mediante el primer método de la invencién, presenta
especificidad frente al péptido de la invencion, es decir, frente a la region C-terminal del
receptor opioide tipo Deltalb de Danio rerio, la cual corresponde a los ultimos 30
aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, siendo por tanto capaz de detectar dicho receptor
mediante, por ejemplo aunque sin limitarnos, técnicas inmunohistoquimicas. Por ello, otro
aspecto de la invencion se refiere al uso del suero de la invencidén o del anticuerpo de la
invencion para la deteccién del receptor opioide tipo Deltalb de Danio rerio. En una
realizaciéon preferida, dicha deteccibn se lleva a cabo mediante un ensayo

inmunohistoquimico.

Un “inmunoensayo” o “ensayo inmunohistoquimico” es una prueba bioquimica que detecta
y/o mide la concentracion de un péptido en una muestra, preferiblemente biolégica aislada,

usando la reaccién de un anticuerpo o anticuerpos con alguno de sus antigenos. El ensayo
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aprovecha la especificidad de un anticuerpo con su antigeno. La cantidad de antigeno
puede detectarse por medio de métodos conocidos en el estado de la técnica. Uno de los
métodos mas comunes es el que se basa en el marcaje del antigeno o de los anticuerpos. El
marcaje puede llevarse a cabo, pero sin limitarse, con una enzima, radioisétopos
(radioinmunoensayo), etiquetas magnéticas (inmunoensayo magnético) o fluorescencia, y
también otras técnicas incluidas aglutinacién, nefelometria, turbidimetria o Western Blot. Los
inmunoensayos heterogéneos pueden ser competitivos o no competitivos. El inmunoensayo
puede ser competitivo: la respuesta sera inversamente proporcional a la concentracion de
antigeno en la muestra, o puede ser no competitivo (conocido también como "sandwich
assay"): los resultados son directamente proporcionales a la concentracion del antigeno.
Una técnica de inmunoensayo que puede ser utilizada en la presente invencidn es el ensayo
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). En una realizacibn mas preferida, el ensayo
inmunohistoquimico se selecciona de la lista que consiste en: Western blot, ELISA o

inmunofluorescencia.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit, de ahora en adelante “kit de la invencién”,
para la deteccién del receptor opioide tipo Deltalb de Danio rerio que comprende el

anticuerpo de la invencion.

El kit de la invencion puede comprender ademas, sin ningun tipo de limitacion, sondas,
tampones, enzimas, agentes para prevenir la contaminacién, etc. Por otro lado el kit puede
incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion.
El kit puede contener ademas otras proteinas, incluyendo anticuerpos o antigenos, que
sirvan como controles positivos y negativos. Preferiblemente, este kit comprende ademas
las instrucciones para llevar a cabo la deteccion del receptor opioide tipo Delta1lb de Danio
rerio, preferiblemente mediante un ensayo inmunohistoquimico, mas preferiblemente

mediante ELISA, Western blot o inmunofluorescencia.

Opcionalmente, el anticuerpo de la invenciéon en el kit de la invenciéon esta marcado o

inmovilizado.

El término “marcado”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a que el
anticuerpo esta conjugado con una etiqueta. Son conocidos en el estado de la técnica un
elevado numero de etiquetas que pueden ser conjugadas a un anticuerpo. Ejemplos de

etiquetas que pueden ser empleadas para marcar un anticuerpo son, pero sin limitarnos,
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radioisétopos (por ejemplo, 32P, 35S o 3H), marcadores fluorescentes o luminiscentes [por
ejemplo, fluoresceina (FITC), rodamina, fexas red, ficoeritrina (PE), aloficocianina, 6-
carboxifluoresceina (6-FAM), 2',7'-dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), 6-
carboxi-X-rodamina  (ROX), 6-carboxi-2',4',7' 4,7-hexaclorofluoresceina  (HEX), 5-
carboxifluoresceina  (5-FAM) o  N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirodamina  (TAMRA)];
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos [por ejemplo, fragmentos F(ab)2)], etiquetas de
afinidad [por ejemplo, biotina, avidina, agarosa, proteina morfogenética del hueso (BMP),
haptenos], enzimas o substratos de enzimas [por ejemplo, fosfatasa alcalina (AP) y

peroxidasa de rabano picante (HRP)].

El término “inmovilizado”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a que el
anticuerpo de la invencién puede ser unido a un soporte sin perder su actividad.
Preferiblemente, el soporte puede ser la superficie de una matriz, (por ejemplo, una matriz
de nylon), una placa de microvaloraciéon (por ejemplo, de 96 pocillos) o soporte de plastico
similar, o bien cuentas (esferas, por ejemplo, esferas de agarosa o microesferas pequefias

superparamagnéticas compuestas de matrices biodegradables).

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del kit de la invencién para la deteccion del

receptor opioide tipo Delta1b de Danio rerio.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de deteccidn del receptor opioide tipo
Delta1b de Danio rerio, de ahora en adelante “segundo método de la invencién”, que

comprende:

Poner en contacto una muestra biologica aislada con el anticuerpo de la invencion,
incubar la muestra biologica aislada y el anticuerpo del paso (a) durante un periodo
de tiempo adecuado para que tenga lugar una respuesta inmunolégica, y

c. determinar la presencia de respuesta inmunolégica tras la incubacion del paso (b).

El anticuerpo empleado en el segundo método de la invencion puede estar marcado o
inmovilizado. La ventaja de usar anticuerpos marcados o inmovilizados con respecto a
usarlos sin marcar o inmovilizar es que facilitan su adaptacién a técnicas estandar de
aislamiento y que pueden emplearse con equipamiento estandar. Por tanto, en una
realizacion preferida del segundo método de la invencién, el anticuerpo de la invencién

empleado en la etapa (a) esta marcado o inmovilizado.
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En una realizacion mas preferida del segundo método de la invencién, el anticuerpo de la
invencién empleado en la etapa (a) esta marcado y ademas uniformemente; la ventaja de
marcar uniformemente los anticuerpos es que todos los anticuerpos pueden ser detectados
a la vez. En una realizacion aun mas preferida, el anticuerpo de la invencién empleado en la
etapa (a) esta marcado con una etiqueta seleccionada de la lista que consiste en: un
radioisé6topo, un marcador fluorescente o luminiscente, un anticuerpo, un fragmento de

anticuerpo, una etiqueta de afinidad, una enzima y un substrato de una enzima.

En una realizacion mas preferida del segundo método de la invencion, el anticuerpo de la
invencién empleado en la etapa (a) esta inmovilizado en un soporte seleccionado de la lista

que consiste en: una matriz de nylon, en un soporte de plastico o en cuentas.

Se entiende por “muestra bioldgica” cualquier muestra obtenida de tejidos y/o fluidos
biolégicos, preferiblemente procedentes de Danio rerio, o cultivos celulares procedentes de
células eucariotas o procariotas donde se desea conocer si se expresa o0 no el receptor tipo
Delta1b de Danio rerio. La muestra biolégica podria ser, por ejemplo, pero sin limitarse,

fresca, congelada, fijada o fijada y embebida en parafina.

La incubacién del anticuerpo de la invencién con la muestra biologica aislada se realiza bajo
condiciones que permiten la formacién de complejos antigeno-anticuerpo y se mantiene

durante un periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una respuesta inmunoldgica.

La presencia de dicha respuesta inmunolégica puede determinarse por métodos
convencionales conocidos en el estado de la técnica, como por ejemplo, aunque sin
limitarnos, mediante ensayos inmunohistoquimicos. Por ello, en una realizacién preferida, la
presencia de respuesta inmunolégica en el paso (c) del segundo método de la invencién se
determina mediante un ensayo inmunohistoquimico. En una realizacibn mas preferida, el
ensayo inmunohistoquimico se selecciona de la lista que consiste en: Western blot, ELISA o

inmunofluorescencia.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se

desprenderan en parte de la descripcidon y en parte de la practica de la invencion. Los
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siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra cémo el anticuerpo generado (WB: Deltalb) reconoce
especificamente el receptor opioide tipo Deltalb de pez cebra. (A) Analisis de tipo
Western blot con el anticuerpo purificado reconociendo el antigeno utilizado para su
generacién pero no otros antigenos (Mu y D1a). (B) Analisis de tipo Western blot con el
anticuerpo purificado reconociendo el receptor opioide tipo Deltalb expresado en células
HEK293 pero no otros receptores opioides (Mu y D1a). La expresién de los receptores
opioides en las células HEK293 fue confirmada con anticuerpos Flag, ya que cada
secuencia codificante para los receptores opioides llevaba acoplada en el extremo amino-

terminal la secuencia del epitopo Flag.

Figura 2. Muestra como el anticuerpo generado reconoce especificamente el receptor
correspondiente mediante inmunohistoquimica y con un patrén similar al de la
expresion del ARNm codificante. Las fotos (a) y (b) muestran la tincion de embriones de
pez cebra incubados con IgG purificadas de conejo, anticuerpos Delta1b. Las fotos (a’) y (b’)
muestran una ampliacion de las fotos (a) y (b). La foto (c) muestra la tincidbn con los
anticuerpos Deltalb en embriones inyectados con morfolinos contra el gen Deltalb. La
tincién de esta foto esta muy reducida con respecto a la foto (b) debido a la reduccién en los
niveles de la proteina correspondiente, lo que indica la especificidad en las tinciones de los
anticuerpos. El panel (d) muestra el patron de expresion del ARNm correspondiente al

receptor Delta1b. La foto (d’) muestra una ampliacion de la foto (d).

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que demuestran la eficacia del anticuerpo de la invencion para la deteccién
especifica del receptor opioide tipo Deltalb de Danio rerio. Estos ejemplos especificos que
se proporcionan sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencién y se incluyen
solamente con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpretados como limitaciones a
la invencion que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mas adelante muestran

la invencioén sin limitar el campo de aplicacion de la misma.
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Ejemplo 1. Produccion de anticuerpos policlonales especificos frente al receptor

opioide tipo Delta1b de Danio rerio.

Plasmidos

El fragmento de ADN de SEQ ID NO: 2 correspondiente a los nucleétidos 1122-1214 de la
secuencia codificante para el receptor opioide Deltalb de SEQ ID NO: 4, fue amplificado a
partir de cDNA de pez cebra mediante la reaccion de PCR utilizando oligonucleétidos
flanqueados por secuencias EcoRIl y Xhol y clonado en el plasmido pGEX-P 6-1. Cuando
este plasmido se expresd en las bacterias en presencia de IPTG (0,1 mM) se generaron
proteinas recombinantes que constaban de GST con los ultimos 30 aminoacidos (1344-T373,
SEQ ID NO: 1) del receptor opioide Deltalb de SEQ ID NO: 3. EI cDNA completo del
receptor opioide Deltalb de pez cebra fue amplificado a partir de cDNA por la reaccion de
PCR utilizando oligonucleétidos flanqueados por secuencias Notl y Xhol y clonado en el
plasmido pFlag-CMV-1. Todas las construcciones fueron verificadas mediante

secuenciacion.

Transfecciones de DNA

Las células HEK293 fueron realizadas mediante el método de fosfato de calcio como se ha
descrito anteriormente (Arévalo et al., 2001, Oncogene 20 (10):1229-1234).

Analisis de Western blot

Se realizaron analisis de Western blot, como se han descrito previamente (Yu et al., 2011,
Traffic 12(4):521-534).

Produccién de la proteina recombinante

La produccién de la proteina recombinante (SEQ ID NO: 1) fusionada a GST se realiz6 en
bacterias E. coli DH5a. Las bacterias transformadas con el plasmido correspondiente fueron
inoculadas en medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/ml) durante toda la noche a
37°C. A la manana siguiente, el cultivo se diluyé 1/100 con medio fresco para que creciese a
37°C hasta fase exponencial (OD600~0.4-0.6), momento en el que se indujo la expresién de

la proteina recombinante con IPTG (0,1 mM) durante 3 horas. Las bacterias se recogieron y
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resuspendieron en una solucion fria que contenia PBS, lisozima e inhibidores de proteasas
para ser homogeneizadas mediante sonicacion. Posteriormente, se afiadié Tritén X-100 a la
solucién sonicada y se centrifugd para eliminar los desechos. El sobrenadante se incubd
durante toda la noche a 4°C con una agarosa que contiene glutatién lo que permite la unién
de la GST de la proteina recombinante. Después de lavar extensamente con PBS frio, la
proteina recombinante se eluyd de la agarosa con un solucién de glicina 0,1M pH 2.5 para
después neutralizarse con 1M Tris pH9.5 y afiadir NaCl a una concentracion final de 20 mM.
Para generar columnas de afinidad para purificar los anticuerpos, la proteina recombinante
unida a la agarosa con glutation se unidé covalentemente con DSP siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Inmunizacién de conejos

Los conejos fueron inmunizados inicialmente con 0,5 mg de proteina recombinante
mezclada con adyuvante completo de Freund. Las dosis de refuerzo se realizaron con 0,25
mg de proteina recombinante mezclada con adyuvante de Freund incompleto a los 14, 28,
49, 70 y 91 dias después de la primera vacuna. Se recogieron sueros en los dias O (pre-

inmune), 38, 59, 80 y 101 después de la primera inmunizacion.

Purificacién de anticuerpos

La proteina GST unida covalentemente a agarosa se utilizé como una columna de afinidad
para eliminar los anticuerpos contra GST procedentes de los sueros obtenidos. La proteina
recombinante GST-SEQ ID NO: 1 unida covalentemente a agarosa se utiliz6 como columna
de afinidad para purificar los anticuerpos contra el receptor opioide Delta1b presente en los
sueros en los que se habian eliminado los anticuerpos contra GST. Los anticuerpos unidos a
la columna se eluyeron con una solucion de glicina 0,1M pH 2.5. La solucién de anticuerpos
eluidos se neutralizé6 con 1M Tris pH9.5 y se afiadié NaCl a una concentracién final de 20
mM. Los anticuerpos purificados fueron cuantificados y utilizados para los distintos

experimentos.

Inmunohistoquimica en embriones de pez cebra

Los embriones de pez cebra a 48 horas post fertilizaciéon se fijaron en 4% PFA. Después de

lavarse extensamente con PBS, los embriones se incubaron en una solucién que contiene
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PBS, 5% de suero de cabra y 0,05% Triton X-100 durante 1 hora para posteriormente afiadir
el anticuerpo correspondiente (2,5 pg/ml) durante 2 dias a 4°C con agitacién. Los embriones
se lavaron tres veces con PBS, se incubaron con un anticuerpo anti-conejo biotinilado
(1/500) durante 2 horas, se lavaron tres veces con PBS y finalmente se incubaron con
solucion de ABC (Vector) durante 30 minutos. Una vez mas, se realizaron tres lavados con
PBS vy la tincién se revelé con el sustrato ImmPACT DAB (Vector). Las imagenes fueron

tomadas con un microscopio AX70 de Olympus equipado con una camara Olympus DP70.

Microinyeccion de morfolinos

Oligbmeros antisentido morfolino (MOs) se usaron para la reducciéon del receptor opioide
Deltalb (Gene Tools, LLC Philomath, OR). La secuencia utilizada para la reducciéon del
receptor opioide Delta1lb fue ZfDOR1b (SEQ ID NO: 5
GGAGGCTCCATTATGCTCGTCCCCT). Este MO se diluyé (en agua esterilizada) a una
concentracion de 0,3 mM y la concentracibn empleada para el receptor opioide fue 1 uM
(ZfDOR1b). El grupo experimental de MO fue ZfDOR1b, y el grupo de control de MO fue
microinyectado con una solucibn estandar de control de MO (SEQ ID NO: 6
CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA).

Aproximadamente, 3nl del MO se microinyectaron en los sacos vitelinos de los embriones de
pez cebra en la etapa de una a cuatro células segun protocolos publicados con un sistema

de micromanipulador-microinyector de Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania).

Hibridacién in situ de embriones de pez cebra

Embriones de 48 hpf se fijaron con 4% paraformaldehido (PFA) en PBS durante toda la
noche a 4°C, se lavaron dos veces con PBS durante 5 min a temperatura ambiente y
finalmente se mantuvieron en metanol absoluto a —20°C hasta su uso. Al dia siguiente, los
embriones se rehidrataron en diluciones consecutivas de metanol/PBS (75, 50 y 25%)
durante 5 min para cada dilucién y posteriormente se lavaron 4 veces durante 5 minutos en
una solucién que contenia PBS y 0,2% Tween 20 (PBT). Para permeabilizar los embriones
se empleo proteinasa K (10 ug/ml) durante 40 min. La digestién de la proteinasa K se detuvo
mediante la adicion de PBS con 4% PFA a los embriones durante 20 minutos y los restos de
PFA se eliminaron mediante cuatro lavados de 5 min por lavado con PBT. Después de 2h de

prehibridacién los embriones se hibridaron durante la noche a 64°C con las sondas para
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ZfDOR1b. Se realizaron lavados con solucion salina prehibridacion/Tris-buffered (TBS) (50%
/1 50%) y TBS-Tween 20 (0,2%) (TBST) durante 2 horas. Luego, los embriones se incubaron
con tampén de bloqueo (suero de cabra + TBST) durante 2 horas y se incubaron durante
toda la noche con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (1:3000,
Roche) a 4°C. Al dia siguiente, los embriones se lavaron con una solucion de Xpho (1 M Tris
HCI, pH 9.5, 1 MgCI2 M, 4 M de NaCl y 20% Tween-20) durante 1 hora y finalmente la

hibridacion se reveld con una soluciéon BCIP/NBT (Roche).

Ejemplo 2. Especificidad de los anticuerpos policlonales generados frente al receptor
opioide tipo Delta1b de Danio rerio.

Se eligié el extremo carboxilo-terminal, ultimos 30 aminoacidos, del receptor opioide tipo
Delta1b de SEQ ID NO: 3 para usar como antigeno para generar anticuerpos especificos

contra dicho receptor opioide expresado en pez cebra.

Se generaron construcciones fusionadas a GST con la secuencia codificante para los
ultimos 30 aminoacidos del receptor opioide Deltalb (SEQ ID NO: 2) para producir la
proteina recombinante en bacterias. Esta proteina fue purificada y utilizada como antigeno
para inmunizar conejos del modo descrito en el ejemplo 1. Los sueros obtenidos de los
conejos se incubaron con una columna de afinidad hecha con GST para eliminar los
anticuerpos generados contra GST. Una vez eliminados estos anticuerpos, el suero se
incubd con la columna de afinidad correspondiente generada con la proteina recombinante
GST-antigeno (GST-SEQ ID NO: 1). De esta manera se purificaron y cuantificaron los
anticuerpos contra Delta1b, para posteriormente probar su capacidad de reconocimiento del
antigeno correspondiente. Para ello, 0,5 pg de la proteina recombinante utilizada como
antigeno (SEQ ID NO: 1) se utilizaron para realizar ensayos de western blot. Como control
negativo se utilizé una proteina de fusién GST que contiene el dominio WW de Nedd4-2. La
incubaciéon de los anticuerpos purificados con las membranas de western blot dio como

resultado el reconocimiento del antigeno especifico Delta1b y no de los otros (Fig. 1A).

Para comprobar si los anticuerpos generados eran capaces de unirse al receptor opioide de
pez cebra, se expresd cada receptor opioide (Mu, Deltala y Delta1b) en las células HEK293
y los lisados se utilizaron para ensayos de western blot. Los anticuerpos generados fueron
capaces de reconocer el receptor opioide Deltalb y no los otros (Fig. 1B, panel de la
izquierda). La expresion de los receptores opioides en las células HEK293 fue confirmada

con anticuerpos Flag, ya que cada secuencia codificante para los receptores opioides
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llevaba acoplada en el extremo amino-terminal la secuencia del epitopo Flag (Fig. 1B, panel
de la derecha). Por lo tanto, se generaron anticuerpos contra el receptor opioide Delta1b que

funcionan en western blot y presentan una gran especificidad para este receptor.

Para evaluar si los anticuerpos generados reconocian mediante inmunohistoquimica el
receptor opioide Deltalb de pez cebra, se obtuvieron embriones de 48 hpf. Los embriones
se procesaron € incubaron con los anticuerpos segun se describe en el ejemplo 1. Asi se
observé que todos los anticuerpos reconocieron el receptor endégeno tipo Delta1b (Fig. 2,
panel b y ampliado en b’) con un patrén similar al obtenido mediante técnicas de hibridaciéon
in situ (Fig. 2, panel d y ampliado en d’). Como control, el uso de IgGs purificadas de conejos
no genero6 ninguna sefal (Fig. 2, panel a y ampliado a’). Finalmente, para confirmar que la
sefal obtenida era especifica para el receptor opioide Deltalb y no para otra proteina, se
procedié a eliminar en embriones de pez cebra la expresion del receptor opioide Delta1lb
mediante el uso de morfolinos especificos para luego utilizarlos en inmunohistoquimica. La
incubacion de estos embriones que no expresaban el receptor opioide Deltalb con el
anticuerpo correspondiente no generdé ninguna sefal (Fig. 2, panel c). Todos estos datos
indicaron que los anticuerpos generados reconocen mediante técnicas de

inmunohistoquimica el receptor opioide Delta1b de forma especifica.
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REIVINDICACIONES

Péptido aislado que consiste en la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 1.

Polinucleétido aislado que codifica para el péptido segun la reivindicacion 1.

Polinucleétido segun la reivindicacion 2 que consiste en la secuencia nucleotidica SEQ
ID NO: 2.

Construccion genética que comprende el polinucleétido segun cualquiera de las

reivindicaciones 2 6 3.

Construccion genética segun la reivindicacion 4 que es un vector de expresion.

Célula que comprende la construccién genética segun cualquiera de las reivindicaciones
465.

Método de obtenciéon de anticuerpos policlonales especificos frente al receptor opioide

tipo Delta1b de Danio rerio que comprende:

a. obtener el suero previamente extraido de un mamifero inmunizado con el péptido
segun la reivindicaciéon 1, y
b. purificar los anticuerpos policlonales frente al receptor opioide tipo Delta1b de Danio

rerio presentes en el suero obtenido en la etapa (a).
Método segun la reivindicacion 7 donde el mamifero es un conejo.
Suero que comprende anticuerpos policlonales especificos frente al receptor opioide tipo
Delta1b de Danio rerio obtenible por el método segun cualquiera de las reivindicaciones
7 u 8.

Anticuerpo especifico frente al péptido segun la reivindicacion 1.

Anticuerpo segun la reivindicacién 10, donde el anticuerpo es policlonal y ha sido

obtenido mediante el método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8.
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12. Uso del suero segun la reivindicacion 9 o del anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 10 u 11 para la deteccién del receptor opioide tipo Deltalb de Danio

rerio.

13. Uso segun la reivindicacion 12, donde la deteccion del receptor opioide tipo Delta1lb de

Danio rerio se lleva a cabo mediante un ensayo inmunohistoquimico.

14. Uso segun la reivindicacion 13, donde el ensayo inmunohistoquimico se selecciona de

la lista que consiste en: Western blot, ELISA o inmunofluorescencia.

15. Kit para la deteccidn del receptor opioide tipo Delta1b de Danio rerio que comprende el

anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11.

16. Uso del kit segun la reivindicacion 15 para la deteccion del receptor opioide tipo Delta1b

de Danio rerio.

17. Método de deteccidn del receptor opioide tipo Delta1b de Danio rerio que comprende:

a. poner en contacto una muestra biolégica aislada con el anticuerpo segun
cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11,

b. incubar la muestra biolégica aislada y el anticuerpo del paso (a) durante un
periodo de tiempo adecuado para que tenga lugar una respuesta inmunologica, y

c. determinar la presencia de respuesta inmunolégica tras la incubacién del paso

(b).

18. Método segun la reivindicacién 17, donde la presencia de respuesta inmunolégica en el

paso (c) se determina mediante un ensayo inmunohistoquimico.

19. Método segun la reivindicacién 18, donde el ensayo inmunohistoquimico se selecciona

de la lista que consiste en: Western blot, ELISA o inmunofluorescencia.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Universidad de Salamanca

<120> "ANTICUERPO FRENTE AL RECEPTOR OPIOIDE TIPO DELTAlb DE DANIO

RERIO"
<130> ES1367.63
<160> 6

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Péptido de 1a invencion, ultimos 30 aminodcidos del extremo
C-terminal de la SEQ ID NO: 3

<400> 1
Ile Glu GIn Asn Ser Phe Ser Lys Ala Arg Ser val Ile Arg Glu Pro
1 5 10 15

Ile ser val Cys Ala Lys Thr Glu Ser Ile Lys GIn Pro Thr
20

25 30
<210> 2
<211> 93
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Polinucledétido de 1a invencion, nucledtidos 1122 a 1214 de Ta SEQ
ID NO: 4
<400> 2
atagagcaga acagcttttc caaagcccgc agcgtcatca gagagcccat ctctgtctgce 60
gccaaaacag aatcaatcaa gcagcccaca tga 93
<210> 3
<211> 373
<212> PRT
<213> Danio rerio
<400> 3

Met Glu Pro Pro Thr val Thr val Ser Asp Phe Ser Glu Arg Tyr Pro
1 5 15

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

Pro Thr Gly Ala Glu Glu Ala val Ala Glu Gly Gly Glu Arg Gln Gln
35 40 45

Cys Ggy val Ile Ala val Ser Ile Thr Ala Leu g%r Ser val Ile Cys
5
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val val Gly Leu val Gly Asn val Leu val Met Tyr Gly val val Arg
65 70 75 80

Tyr Thr Lys Met Lys Thr Ala Thr Asn Ile Tyr Ile Phe Asn Leu Ala

Leu Ala Asp Ala Leu Ala Thr Ser Thr Leu Pro Phe GIn Ser Ala Lys
100 105 110

Tyr Leu Met Gly Thr Trp Pro Phe Gly Glu Leu Leu Cys Lys Vval val
115 120 125

Ile Ala Ile Asp Tyr Tyr Asn Met Phe Thr Ser ITe Phe Thr Leu Thr
130 135 140

Met Met Ser val Asp Arg Tyr Ile Ala val Cys His Pro val Arg Ala
145 150 155 160

Leu Asp Phe Arg Thr Pro val Lys Ala Lys Ile Ile Asn Ile Cys val
165 170 175

Trp Ile Leu Ser Ser Ala val Gly Phe Pro val Met val Met Ala val
180 185 190

Thr Lys Glu Leu Asp Ser Gly Lys Thr Ile Cys Met Leu Lys Phe Pro
195 200 205

Asp Pro Glu Trp Tyr Trp Asp Thr val Thr Lys Ile Cys val Phe Ile
210 215 220

Phe Ala Phe val Phe Pro val Leu val Ile Thr val Cys Tyr Gly Leu
225 230 235 240

Met ITe Leu Arg Leu Lys Ser val Arg Leu Leu Ser Gly Ser Lys Glu
245 250 255

Lys Asp Arg Asn Leu Arg Arg Ile Thr Arg Cys Phe Ser Gly Gly Gly
260 265 270

Ala Phe Ile Ile Cys Trp Thr Pro Ile His Ile Phe Ile Ile val Lys
275 280 285

Thr val val Glu ITe Asp Gln Lys Asn Leu Leu Vval val Ala Cys Trp
290 295 300

His Leu Cys Ile Ala Leu Gly Tyr Met Asn Ser Ser Leu Asn Pro val
305 310 315 320

Leu Tyr Ala Phe Leu Asp Glu Asn Phe Lys Arg Cys Phe Arg Glu Phe
325 330 335
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Cys Leu Pro Phe Arg Thr Arg Ile Glu Gln Asn Ser Phe Ser Lys Ala

340

345

350

Arg Ser val Ile Arg Glu Pro Ile Ser val Cys Ala Lys Thr Glu Ser

355

Ile Lys Gln
370

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 4
atgatcttac

4
2364
DNA

Dani

agaaggcgtt
atttttccga
acttctgtcc
gcgttatcgce
gaaatgtgtt
tatacatctt
gcgccaaata
ctattgacta
gctatattgc
agatcatcaa
tggctgttac
cagaatggta
ccgtcctggt
tgctctccgg
gtggtggcgc
tggtagagat
tgggctacat
agaggtgctt
ccaaagcccg
agcagcccac
ccgaggtaac
cagaatgtca

tggatggccc

Pro Thr

O rerio

acctttcatt
cgacatatag
gcgttatcct
aactggagcg
tgtctccatc
ggttatgtac
caacctggca
cctcatgggc
ttacaacatg
cgtgtgtcat
catctgcgtc
taaagaatta
ctgggataca
gatcaccgtc
ctccaaagag
attcatcatc
cgaccagaag
gaacagcagc
cagagagttc
cagcgtcatc
atgactagac
ccagatctct

tgttggggca
tgaaatgatc

360

ttaaacaaac
gggacgagca
ttatttctgc
gaggaagcag
actgcgctat
ggagtggtca
ttagcagatg
acctggccgt
tttaccagta
ccggtgaggg
tggattctgt
gactcaggca
gtgaccaaaa
tgctacggcc
aaggacagga
tgctggaccc
aacctgctgg
ctcaacccgg
tgcttgectt
agagagccca
ctggaccgga
acaactgagt
ttatttatat

tgcgagatat

actttcaaca
taatggagcc
acaactcgag
tagctgaagg
actcggtcat
ggtacacgaa
cgttggccac
tcggcgagcet
ttttcacgct
ccctggactt
cctccgetgt
aaacaatctg
tctgcgtttt
tgatgatcct
acctccggcg
ccatccacat
tggtggcctg
tcctctacgce
ttcgcactcg
tctctgtctg
tgactcctag
tttaagctta
tttattctca

tttcctaagt

365

ttttacagtt
tccaacagtg
ctttctggag
cggtgagagg
ctgcgttgtg
gatgaaaacg
cagtacattg
cttgtgtaaa
gacgatgatg
ccgcacgcect
cggcttcccc
catgctgaaa
tatttttgcc
gcggctgaag
catcacccga
cttcatcatc
ctggcatctg
ctttctagat
catagagcag
cgccaaaaca
tacacagaaa
tctggcccat
tcgttcttga

gaggaaatga

tcacttaatt
actgtcagcg
gagcctgcgg
cagcagtgcg
ggactcgttg
gcaaccaaca
cccttccaga
gtggtcattg
agtgtggacc
gtcaaagcca
gtcatggtga
ttccccgacc
tttgtgtttc
agcgtgcgcec
tgttttagtg
gtcaagacag
tgcatcgctc
gagaacttca
aacagctttt
gaatcaatca
gacccgcagt
aaactgctgg
ctgaaaagta

gatgatctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



accatcaaga
tacattcatt
tattgcaagt
gaataatcaa
ttgttacaca
tttttttttc
ctttgttttt
attcatttca
ttaaaacctt
aatcttgcat
taaagttgaa
agctttactg
ccaagtgtgt
gcaatctatt
tttgttgtga
aaaacccgcc
<210> 5

<211> 25

<212> DNA
<213>
<220>
<223>

<400> 5

tggtaatcat
agcggtatat
taatgcattt
ttctgctttt
gaaaaatgaa
ttaaaaacca
catggatgtc
tggtgcttta
tgactatgaa
ttctttgcca
gtgacattta
taaaggagat
ttatgtatta
tttatggacg
aagttcagaa

cggcgagatc

gcattggaaa
gagccaatac
ccatgggaat
gaaacaacaa
aatgactctt
agacatatgg
agcgatgttc
taaagtcaat
gtataaacgt
ttggcgcaga
acgaatcgtc
ggtttagttt
gttttgcttt
catggaaatt
aaaataatta

tcct

Secuencia Artificial

ggaggctcca ttatgctcgt cccct

<210> 6
<211> 25
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 6

Control MO

Secuencia Artificial

cctcttacct cagttacaat ttata

ES 2486116 Al

agacatcaaa
agcagattcc
tgtgggaatt
agtgagctgt
tttgaagctc
agaaacattg
ttccttttga
ttgtaaattt
ttttagctct
atggctgttt
tcatgatgtt
cttgagctgt
cctgtattct
agacatcaca

aaatcattct

ZfDOR1lb, secuencia utilizada para Ta
opioide Deltalb

gacctgacca
ctaatgagat
gtgggatttt
aagatttttc
ctgttgtaga
gactttagaa
aaacataaac
gtgctactag
tttagtattt
ttatgacctt
agtgttggat
aataggaaac
gcttcactga
aactatctga

gtagattaaa

reduccion del receptor

acaggaaatt
ttttttttta
atgatacatt
ttacaagagc
caataaaagt
tggacattcc
tctgagcatt
tgaaggtgtt
agtggacgaa
cttcaaattc
ttaaaatgtc
ttttttccag
tctgttctca
tctgccagta

ddddddddadad

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2364

25

25
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330192

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 PINAL-SEOANE, N. ET AL., J. MOL. ENDOCRINOL., (2006), 2006
37(3): 391-403.
D02 BUCHNER, R.R. ET AL., J. IMMUNOL., (1997), 158(4): 1670-80. 1997
D03 MANECKJEE, R. ET AL., J. NEUROIMMUNOL., (1988), 17(3): 199-208. 1988
D04 BIDLACK, J.M. ET AL., J. BIOL. CHEM., (1985), 260(29): 15655-61. 1985

En DO1 se divulga la clonacion y caracterizacion molecular del gen del pez cebra (Dario rerio) que codifica para el receptor
opioide ZFOR4, o también denominado receptor opioide tipo Deltalb de Dario rerio por su homologia con el receptor opioide
© de mamiferos.

En D02-D04 se describe la obtencidon de anticuerpos poli- y monoclonales especificos frente al receptores opioides de
mamiferos.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1 Reivindicaciones independientes 1, 2, 7, 10y 17.

1.1.1. El objeto de las reivindicaciones 1y 2 consiste en el péptido cuya secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:1 y en un
polinucledtido que codifica para el péptido SEQ ID NO:1, en patrticular, el polinucleétido SEQ ID NO:2 (reivindicacién
3). La reivindicaciones 7 y 10 consisten en un método de obtencién de anticuerpos policlonales frente al receptor
opioide tipo Deltalb de Dario rerio (receptor ZFOR4) y en el anticuerpo obtenido, especifico frente a SEQ ID NO: 1. La
reivindicacién 17 consiste en un método de deteccion del receptor ZFOR4 caracterizado basicamente por el uso de
los anticuerpos reivindicados previamente.

Segun la descripcion, la secuencia SEQ ID NO:1 se corresponde con los 30 ultimos aminoacidos del extremo C-
terminal, residuos del 1344 al T373, del receptor opioide tipo Deltalb de Dario rerio (SEQ ID NO: 3), y SEQ ID NO:2,
con el fragmento comprendido entre los nucleétidos 1122 y 1214 del gen (SEQ ID NO: 4) que codifica para ZFOR4
(cf. P4gina 6, lineas 16-20; P4gina 7, lineas 20-23).

En el documento D01 se divulga la secuencia completa de aminoacidos de la proteina ZFOR4 y, ademas, se
analiza su homologia, incluyendo la de los 30 ultimos aminoacidos del extremo C-terminal, con respecto a las
secuencias de receptores opioides & (DOR) de diferentes origenes y del receptor ZFOR1 de Dario rerio (cf. DO1:
Resultados y Discusion; Figuras 1 y 7). En particular, se describe la secuencia del extremo C-terminal de ZFOR4
como uno de los dominios de la proteina con un grado de homologia menor frente a la secuencia de los receptores
opioides mencionados. Ademas, en D02-D03 se divulgan procedimientos de obtencion de anticuerpos poli- y
monoclonales frente a receptores opioides de mamiferos y, mas en particular, frente a péptidos sintéticos homaologos
a la secuencia del receptor opioide K humano (cf. D02-D03: Materiales y métodos).

Por consiguiente, sobre la base del documento D01, se considera que el péptido y el polinucleétido, objeto de las
reivindicaciones 1y 2, asi como el de las reivindicaciones dependientes 3-6, no son nuevos, pues sus secuencias han
sido previamente descritas y caracterizadas como parte constitutiva de la secuencia del receptor ZFOR4. Ademas, se
considera que las soluciones propuestas en las reivindicaciones 7, 10 y 17, y en 8, 9, 11-16, 18, 19, no son
inventivas, pues se estima que, ante el problema técnico planteado en dichas reivindicaciones, el experto en la
materia combinaria las ensefianzas divulgadas en D01 con las de D02-D03 llegando a la solucion propuesta o a una
equivalente.

1.2. La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-6 no es nuevo y el de las reivindicaciones 7-19 carece de actividad inventiva de acuerdo con los Arts.
6.1.y 8.1. de la Ley de Patentes.
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