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DESCRIPCION
Ensayos de adrenomedulina y métodos para determinar la adrenomedulina madura.

El objeto de la presente invencion es un método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos, en
el que se determina la concentracion de ADM 1-52 madura y/o de ADM 1-52-Gly madura en una muestra de liquido
corporal de dicho paciente séptico utilizando un ensayo que comprende dos agentes de union que se seleccionan de
entre el grupo que comprende un anticuerpo antiadrenomedulina y un fragmento de anticuerpo anti-ADM que se une
a ADM y que se une a dos regiones diferentes dentro de la regién de la adrenomedulina madura y/o de la
adrenomedulina-Gly que es los aminoacidos 21-52-amida de SEC ID n° 1 o los aminoéacidos 21-52-Gly de SEC ID n°
2, en la que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o0 5 aminoécidos.

El objeto de la presente invencidn son ademas unos ensayos y métodos de calibracién.

El péptido adrenomedulina (ADM) fue descrito por primera vez por Kitamura et al. (ver 1; los datos numéricos se
basan en la lista de referencias adjunta) como nuevo péptido hipotensor que comprende 52 aminoéacidos, que habia
sido aislado a partir de un feocromocitoma humano. En el mismo afio, también se describié un ADNc codificante de
un péptido precursor que comprendia 185 aminoacidos y la secuencia de aminoacidos completa de dicho péptido
precursor. El péptido precursor, que comprende, entre otros, una secuencia de sefial de 21 aminoacidos en el
extremo N-terminal, se denomina "preproadrenomedulina” (pre-proADM). La pre-proADM comprende 185
aminoacidos y presenta la secuencia SEC ID n° 3. La ADM madura se muestra en la SEC ID n° 4 y la ADM-Gly
madura se muestra en la SEC ID n° 5.

El péptido adrenomedulina (ADM) es un péptido que comprende 52 aminoacidos (SEC ID n° 2) y que comprende los
aminoacidos 95 a 146 de pre-proADM, a partir del cual se forma mediante corte proteolitico. Hasta hoy,
sustancialmente sélo se han caracterizado con mas precisioén unos cuantos fragmentos de los fragmentos peptidicos
formados en el corte de la pre-proADM, en particular los péptidos fisiolégicamente activos adrenomedulina (ADM) y
"PAMP", un péptido que comprende 20 aminoacidos (22-41) que sigue a los 21 aminoacidos del péptido de sefial en
pre-proADM. Para tanto ADM como PAMP, adicionalmente se han descubierto e investigado en mayor detalle
subfragmentos fisiolégicamente activos. El descubrimiento y caracterizacion de ADN en 1993 ha generado una
intensa actividad investigadora y un alud de publicaciones, los resultados de las cuales se han resumido
recientemente en diversos articulos de revision, haciendo referencia en particular en el contexto de la presente
descripcion a los articulos en una publicacion de "Peptides” dedicada a la ADM (Peptides 22, 2001), en particular (2)
y (3). Una revision adicional es (4). En las investigaciones cientificas hasta el momento se ha descubierto, entre
otras cosas, que la ADM puede considerarse un péptido regulador polifuncional. Resulta liberado a la circulacion en
una forma inactiva extendida por glicina (5). También existe una proteina de union (6) que es especifica para ADM y
que de manera similar probablemente modula el efecto de la ADM.

Dichos efectos fisiologicos de la ADM, asi como de PAMP, que son de importancia principal en las investigaciones
hasta el momento, fueron los efectos que influian sobre la presion sanguinea. De esta manera, la ADM es un
vasodilatador eficaz, siendo posible asociar el efecto hipotensor con segmentos peptidicos particulares en la parte
C-terminal de la ADM.

Se ha descubierto ademas que el péptido PAMP fisiol6gicamente activo adicional anteriormente indicado formado a
partir de pre-proADM muestra de manera similar un efecto hipotensor, aunque aparentemente presenta un
mecanismo de accion que difiere del de la ADM (ver, ademas de los articulos de revisién anteriormente indicados (3)
y (4), también (7), (8) 0 (9) y (10)).

Se ha descubierto ademéas que las concentraciones de ADM que pueden medirse en la circulacion y en otros
liquidos biolégicos se encuentran, en varios estados patologicos, significativamente elevados respecto a las
concentraciones observadas en las personas sanas de control. De esta manera, el nivel de ADM de los pacientes
con insuficiencia cardiaca congestiva, infarto de miocardio, enfermedades renales, trastornos hipertensores,
diabetes mellitus, en etapa aguda de choque y en la sepsis y el choque séptico se encuentran significativamente
incrementadas, aunque en diferentes grados. Las concentraciones de PAMP también se encuentran incrementadas
en algunos de dichos estados patolégicos, aunque los niveles plasmaticos se encuentran reducidos respecto a la
ADM ((3), pagina 1.702).

Es conocido ademas que las concentraciones inusualmente elevadas de ADM se observan en la sepsis o en el
choque séptico (ver (3) y (11), (12), (13), (14) y (15)). Los resultados se relacionan con los cambios hemodinamicos
tipicos que se conocen como fendmenos tipicos del curso de la enfermedad en pacientes con sepsis y otros
sindromes severos, tales como, por ejemplo, SIRS.

Aunque se supone que la ADM y PAMP se forman a partir del mismo péptido precursor, pre-proADM (SEC ID n° 3),
en el que las secuencias de aminoacidos correspondientes a dichos péptidos se encuentran presentes como
péptidos parciales en cantidades equimolares, las concentraciones de ADM o PAMP medibles en los liquidos
bioldgicos aparentemente son diferentes. Lo anterior no resulta inusual.
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De esta manera, las concentraciones medibles de los diferentes productos de degradacion del mismo péptido
precursor pueden ser diferentes, por ejemplo porque son el resultado de diferentes rutas de degradacion que
compiten entre si y que, por ejemplo en el caso de diferentes estados patolégicos, conducen a una fragmentacién
diferente de un péptido precursor y, por lo tanto, a diferentes productos de degradacion. Determinados péptidos
parciales contenidos en el péptido precursor pueden formarse como péptidos libres o pueden no formarse, y/o se
forman péptidos diferentes de maneras diferentes y en cantidades diferentes. Aunque se siga una Unica ruta de
degradacién para el procesamiento de un péptido precursor y por lo tanto todos los productos de degradacion se
originen de un Unico péptido precursor y seguramente se hayan formado ellos mismos principalmente en cantidades
equimolares, las concentraciones de estado estacionario de diferentes péptidos parciales y fragmentos medibles en
liquidos biologicos pueden ser muy diferentes, es decir, por ejemplo, en el caso de que se formen fragmentos
individuales a una tasa diferentes y/o presentan estabilidades (tiempos de vida) individuales en el liquido biol6gico
respectivo, o en el caso de que resulten eliminados de la circulacion basandose en diferentes mecanismos de
eliminacion y/o diferentes tasas de eliminacion.

La adrenomedulina desempefia papeles cruciales durante el desarrollo de sepsis ((16), (17)) y en numerosas
enfermedades agudas y crénicas ((18), (4)).

La ADM se encuentra elevada en la sepsis y es pronostico del resultado de la sepsis ((19), (14), (11)). El
seguimiento del tratamiento de la sepsis para la monitorizacion temprana del éxito o fracaso del tratamiento sigue
siendo una necesidad clinica no satisfecha sustancial.

Actualmente no existen ensayos de ADM adecuados para el diagnostico rutinario. La sensibilidad de los ensayos
actualmente disponibles para determinar la ADM madura es excesivamente reducida. Por lo tanto, se requiere un
volumen de plasma elevado para el andlisis. Ademas, los ensayos actualmente disponibles muestran limitaciones
preanaliticas relacionadas con la estabilidad, por ejemplo las muestras necesitan estabilizarse con aprotinina ((20),
(21)). Ademas, algunos ensayos de ADM requieren una preparacion extensiva de las muestras antes de las
mediciones (11).

Lynley K. Lewis et al. comentan las dificultades asociadas a la medicion de la ADM en el plasma humano en una
publicacion titulada "Adrenomedullin (1-52) measured in human plasma by radioimmunoassay: plasma
concentration, adsorption, and storage”, Clinical Chemistry 44(3):571-577, 1998.

Kazuo Kitamura et al. ensefian que la forma molecular principal de la ADM inmunorreactiva en el plasma humana es
la ADM extendida con glicina (ADM-gly) y que la concentracién de la ADM madura en el plasma humano es baja, en
una publicacion titulada "The Intermediate Form of Glycine-Extended Adrenomedullin is the Major Circulating
Molecular Form in Human Plasma", Biochemical and Biophysical Research Communications 244:551-555, 1998.

El documento n® WO2004/090546A1 da a conocer un método para identificar la inmunorreactividad de la ADM en
liquidos biologicos con fines diagnosticos mediante la medicidon de un péptido parcial de la region intermedia de la
proadrenomedulina que comprende los aminoacidos 45 a 92 de la preproadrenomedulina completa.

El objetivo de la presente invencién es proporcionar un ensayo que resulta adecuado como método rutinario para la
medicién directa de la ADM madura adecuada para las tecnologias estandares automatizadas de laboratorio y de
punto de atencion.

Inesperadamente ha resultado que dicho ensayo puede utilizarse para el seguimiento del tratamiento en pacientes
sépticos.

Es un objeto de la presente invencion un método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos, en
el que la concentracién de ADM 1-52 madura y/o ADM 1-52-Gly madura en una muestra de liquido corporal de dicho
paciente séptico se determina utilizando un ensayo que comprende dos agentes de unién que se unen a dos
regiones diferentes dentro de la region de la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly que es aminoacidos
21-52-amida SEC ID n° 1 o aminoéacidos 21-52-Gly SEC ID n° 2, en el que cada una de dichas regiones comprende
por lo menos 4 o 5 aminoé&cidos.

En una forma de realizacion de la invencién, un objeto es un método in vitro para el seguimiento de la terapia en
pacientes sépticos en el que uno de dichos agentes de unién se une a una region comprendida dentro de la
secuencia siguiente de la ADM madura y/o la ADM 1-52-Gly madura:

ADM 21-32: CTVQKLAHQIYQ (SEC ID n° 6)

y en la que dicho segundo agente de unién de dichos agentes de union se une a una region comprendida dentro
de la secuencia siguiente de la ADM madura y/o la ADM 1-52-Gly madura:

ADM 42-52: APRSKISPQGY (SEC ID n° 7)
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En una forma de realizacion de la invencién, la sensibilidad de ensayo de dicho ensayo es capaz de cuantificar la
ADN de los sujetos sanos y es <10 pg/ml, preferentemente <40 pg/ml y mas preferentemente <70 pg/ml.

En una forma de realizacion de la invencion, dicho agente de union muestra una afinidad de unién para la ADM
madura y/o la ADM 1-52-Gly madura de por lo menos 10’ M, preferentemente 10 M™, la afinidad preferente es
superior a 10° M, mas preferentemente superior a 10'® M. El experto en la materia conocera que puede
considerarse compensar la afinidad mas baja mediante la aplicacion de una dosis mas elevada de compuestos y
dicha medida no conduciria a salirse del alcance de la invencion.

Con el fin de determinar la afinidad de los anticuerpos para la adrenomedulina, se determind la cinética de union de
la adrenomedulina a anticuerpo inmovilizado mediante resonancia de plasmén superficial libre de marcaje utilizando
un sistema Biacore 2000 (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Alemania). Se llevé a cabo la inmovilizacién
reversible de los anticuerpos utilizando un anticuerpo anti-Fc de raton acoplado covalentemente con alta densidad
con una superficie de sensor CM5 siguiendo las instrucciones del fabricante (kit de captura de anticuerpo de ratén;
GE Healthcare) (22).

En una forma de realizacion de la invencion dicho agente de unién se selecciona del grupo que comprende un
anticuerpo antiadrenomedulina o un fragmento de anticuerpo anti-ADM de unién a ADN.

La expresion seguimiento de la terapia se refiere a que se determina en una muestra por lo menos una vez la
concentracion de la ADM madura 1-52 (SEC ID n° 4) y/o de la ADM 1-52-Gly madura (SEC ID n° 5),
preferentemente mas de una vez, preferentemente dos veces o una vez al dia después del inicio de la terapia.

En una forma de realizacion de la invencion puede ser un denominado ensayo POC (punto de atencion), que es una
tecnologia de ensayo que permite realizar el ensayo en menos de 1 hora en proximidad al paciente sin necesidad de
un sistema de ensayo totalmente automatico. Un ejemplo de esta tecnologia es la tecnologia de ensayo
inmunocromatogréfica.

En una forma de realizacion de la invencion, dicho ensayo es un inmunoensayo de tipo sandwich utilizando cualquier
tipo de tecnologia de deteccién, que incluye de manera no limitativa, marcador enzimatico, marcador
quimioluminiscente, marcador electroquimioluminiscente, preferentemente un ensayo totalmente automatizado. En
una forma de realizacién de la invencién, dicho ensayo es un ensayo de tipo sandwich marcado con enzima. Los
ejemplos de ensayo automatizado o totalmente automatizado comprenden ensayos que pueden utilizarse para uno
de los sistemas siguientes: Roche Elecsys®, Abbott Architect®, Siemens Centauer®, Brahms Kryptor®, Biomerieux
Vidas® o Alere Triage®.

Se conoce una diversidad de ensayos inmunolégicos y pueden utilizarse para los ensayos y métodos de la presente
invencion, entre ellos se incluyen: radioinmunoensayos ("RIA"), ensayos inmunolégicos multiplicados por enzimas
("EMIT") homogéneos, ensayos de inmunoadsorcion ligados a enzima ("ELISA"), inmunoensayos de reactivacion de
apoenzimas ("ARIS"), ensayos inmunolégicos de tira reactiva y ensayos inmunocromatograficos.

En una forma de realizacién de la invencion por lo menos uno de dichos agentes de unién se marca con el fin de ser
detectado.

Los métodos de deteccion preferidos comprenden ensayos inmunolégicos en diversos formatos, tales como, por
ejemplo, el radioinmunoensayo (RIA), los ensayos inmunolégicos de quimioluminiscencia y de fluorescencia, los
ensayos inmunologicos ligados a enzima (ELISA), matrices de perlas basadas en Luminex, ensayos de
micromatrices de proteinas y formatos de ensayo rapido, tales como, por ejemplo, las tiras reactivas
inmunocromatogréficas.

En una forma de realizacién preferida, dicho marcador se selecciona de entre el grupo que comprende un marcador
quimioluminiscente, un marcador enzimatico, un marcador fluorescente y un marcador de yodo radioactivo.

Los ensayos pueden ser ensayos homogéneos o heterogéneos, competitivos y no competitivos. En una forma de
realizacién, el ensayo se encuentra en forma de un ensayo de tipo sandwich, que es un ensayo inmunolédgico no
competitivo, en el que la molécula que debe detectarse y/o cuantificarse se une a un primer anticuerpo o a un
segundo anticuerpo. El primer anticuerpo puede unirse a una fase sélida, por ejemplo una perla, una superficie de
un pocillo u otro recipiente, un chip o una tira, y el segundo anticuerpo es un anticuerpo que se encuentra marcado,
por ejemplo con un pigmento, con un isétopo radioactivo o una fraccion reactiva o cataliticamente activa. A
continuacién, se midié la cantidad de anticuerpo marcado unido al analito mediante un método apropiado. La
composicion general y procedimientos que incluyen los "ensayos de tipo sandwich" estan bien establecidos y son
conocidos por el experto en la materia (23).

En otra forma de realizacion, el ensayo comprende dos moléculas de captura, preferentemente anticuerpos, los
cuales se encuentran ambos presentes como dispersiones en una mezcla de reaccion liquida, en la que un primer
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componente de marcaje se encuentra unido a la primera molécula de captura, en el que dicho componente de
marcaje es parte de un sistema de marcaje basado en la inhibicion o amplificacion de la fluorescencia o de la
quimioluminiscencia, y un segundo componente de marcaje de dicho sistema de marcaje se une a la segunda
molécula de captura, de manera que con la unién de ambas moléculas de captura al analito se genera una sefial
medible que permite la deteccidon de los complejos de tipo sandwich formados en la solucién que comprende la
muestra.

En otra forma de realizacion, dicho sistema de marcaje comprende criptatos de tierra rara o quelatos de tierra rara
en combinacién con pigmento fluorescente o pigmento quimioluminiscente, en particular un pigmento del tipo
cianina.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en la fluorescencia comprenden la utilizacion de
pigmentos, que pueden seleccionarse, por ejemplo, de entre el grupo que comprende FAM (5- o 6-
carboxifluoresceina), VIC, NED, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), IRD-700/800, pigmentos cianina,
tales como CY3, CY5, CY3.5, CY5.5, Cy7, xanteno, 6-carboxi-2',4',7',4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), TET, 6-
carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE), N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA), 6-carboxi-X-
rodamina (ROX), 5-carboxirodamina-6G (R6G5), 6-carboxirodamina-6G (RG6), rodamina, verde rodamina, rojo
rodamina, rodamina 110, pigmentos BODIPY, tales como BODIPY TIMR, verde Oregon, coumarinas tales como
umbeliferona, bencimidas tales como Hoechst 33258, fenantridinas tales como rojo Texas, amarillo Yakima, Alexa
flaor, PET, bromuro de etidio, pigmentos de acridinio, pigmentos de carbazol, pigmentos de fenoxazina, pigmentos
de porfirina, pigmentos de polimetina y similares.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en quimioluminiscencia comprenden la utilizacion de
pigmentos, basandose en los principios fisicos descritos para los materiales quimioluminiscentes en (24). Los
pigmentos quimioluminiscentes preferidos son los ésteres de acridinio.

Tal como se menciona en la presente memoria, un "ensayo” o "ensayo diagnéstico” puede ser cualquier tipo
aplicado en el campo de los diagndsticos. Dicho ensayo puede basarse en la uniéon de un analito que debe
detectarse a una 0 mas sondas de captura con una determinada afinidad. Respecto a la interaccion entre las
moléculas de ca?tura y las moléculas diana o moléculas de interés, la constante de afinidad preferentemente es
superior a 10 M™.

En el contexto de la presente exposicion, las "moléculas de union" son moléculas que pueden utilizarse para la union
a moléculas diana o moléculas de interés, es decir, analitos (es decir, en el contexto de la presente exposicion PCT
y fragmentos de la misma) de una muestra. De esta manera, las moléculas de unién deben conformarse
adecuadamente, tanto espacialmente como en términos de caracteristicas superficiales, tales como la carga
superficial, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, la presencia o ausencia de donantes y/o aceptores de Lewis, para
unirse especificamente a las moléculas diana o moléculas de interés. En la presente memoria la unién puede estar
mediada, por ejemplo, por interacciones iénicas, de van der Waals, pi-pi, Sigma-pi, hidréfobas o de enlace hidrégeno
0 una combinacion de dos o mas de las interacciones anteriormente indicadas entre las moléculas de captura y las
moléculas diana o moléculas de interés. En el contexto de la presente exposicion las moléculas de union pueden
seleccionarse, por ejemplo, de entre el grupo que comprende una molécula de acidos nucleicos, una molécula de
carbohidrato, una molécula de APN, una proteina, un anticuerpo, un péptido o una glucoproteina. Preferentemente,
las moléculas de union son anticuerpos, incluyendo fragmentos de los mismos con suficiente afinidad para una diana
0 molécula de interés, e incluyendo anticuerpos recombinantes o fragmentos de anticuerpo recombinante, asi como
derivados modificados quimica y/o bioquimicamente de dichos anticuerpos o fragmentos derivados de la cadena
variante con una longitud de por lo menos 12 aminoacidos de la misma.

El marcador quimioluminiscente puede ser un marcador de éster de acridinio, marcadores esteroides que implican
marcadores de isoluminol y similares.

Los marcadores enzimaticos pueden ser lactato deshidrogenasa (LDH), creatincinasa (CPK), fosfatasa alcalina,
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ATL), fosfatasa &cida, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, etc.

En una forma de realizaciéon de la invencion por lo menos uno de los dos agentes de union segun las
reivindicaciones se une a una fase solida como particulas magnéticas y superficies de poliestireno.

En una forma de realizacion de la invencién, la concentracién de la ADM 1-52 madura y/o la ADM 1-52-Gly madura
medida en la muestra se encuentra comprendida en el intervalo de entre 10 y 500 pg/ml en plasma o suero.

Los niveles de ADM de la presente invencion se determinaron con el ensayo de ADM descrito. Los valores
anteriormente indicados podrian ser diferentes en otros ensayos de ADM, dependiendo de su modo de calibracion.
Los valores anteriormente indicados podrian aplicarse a dichos ensayos de ADM calibrados de manera diferente de
acuerdo con lo anteriormente indicado, considerando las diferencias de calibracion. Los ensayos de ADM podrian
calibrarse mediante correlacion y ajuste mediante sus intervalos normales (poblacion sana). Alternativamente,
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podrian utilizarse muestras de control disponibles comercialmente para el ajuste de diferentes calibraciones (ICI
Diagnostics, Berlin, Alemania). Con el ensayo de ADM anteriormente indicado, se ha determinado que la mediana
de una poblacion normal es de 24,7 pg/ml.

En una forma de realizacién de la invencion resulta de aplicacién un umbral por el que un valor superior al umbral es
indicativo de que un paciente que no responde o responde mal a la terapia, mientras que un valor inferior a dicho
umbral es indicativo de que un paciente responde a la terapia.

En una forma de realizacion de la invencion resulta de aplicacion un umbral de entre 60 y 80 pg/ml, preferentemente
de 70 pg/ml.

En una forma de realizacion de la invencién, dicha muestra se selecciona de entre el grupo que comprende plasma
citrato, plasma heparina, plasma EDTA y sangre completa humanos.

En una forma de realizacion de la invencion dicha muestra extraida se mide directamente sin ninguna preparacion
adicional de la muestra.

En una forma de realizacion de la invencién, dicho método se lleva a cabo en un dispositivo totalmente automatizado
Roche Elecsys®, Abbott Architect®, Siemens Centauer®, Brahms Kryptor®, Biomerieux Vidas® o Alere Triage®.

En una forma de realizacién de la invencién, se determina la ADM 1-52 madura y/o la ADM 1-52-Gly madura en por
lo menos dos muestras, en la que dichas muestras se extraen en puntos temporales diferentes de dichos pacientes
sépticos. Dichas muestras pueden extraerse una vez al dia durante los dias de terapia. Puede aplicarse un régimen
diagnéstico tal como se ha descrito para otros marcadores biolégicos, por ejemplo (25) y también (26). En una forma
de realizacion de la invencion el volumen de muestra medido es inferior o igual a 50 pl.

El método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos seglin la presente invencion puede
combinarse con otros parametros clinicos y/o de laboratorio adicionales o puntuaciones clinicas, tales como, por
ejemplo, la puntuacion Apache 2, la puntuacion SOFA, u otras, 0 uno 0 mas parametros contenidos en la
puntuacion. Pueden combinarse los parametros variables continua o discontinuamente utilizando herramientas
estadisticas estandares.

La materia objeto de la invencion es adicionalmente un ensayo para determinar la adrenomedulina y/o
adrenomedulina-Gly madura en una muestra que comprende dos agentes de union segin las reivindicaciones que
se unen a dos regiones diferentes dentro de la regién de la adrenomedulina madura y/o de la adrenomedulina-Gly
que son los aminoéacidos 21-52-amida SEC ID n° 1 o los aminoacidos 21-52-Gly SEC ID n° 2 de la adrenomedulina
madura, en la que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o 5 aminoacidos y en la que dicho
ensayo no es un ensayo manual de tipo sandwich de tubo recubierto-éster de acridinio.

La materia objeto de la invencidbn es ademas un ensayo para determinar la adrenomedulina madura y/o
adrenomedulina-Gly y/o adrenomedulina-Gly en una muestra que comprende unos agentes de unidn segun las
reivindicaciones que se unen a dos regiones diferentes dentro de la region de la adrenomedulina madura y/o la
adrenomedulina-Gly que son los aminoacidos 21-52-amida SEC ID n° 1 o los aminoacidos 21-52-Gly de la
adrenomedulina madura SEC ID n°® 2, en la que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o 5
aminoacidos y en la que dicho ensayo es un ensayo manual de tipo sandwich de tubo recubierto-éster de acridinio y
en la que uno de dichos agentes de unidn es un anticuerpo que se une a la SEC ID n° 4 y en la que el segundo de
dichos agentes de union es un anticuerpo que se une ala SEC ID n® 7 (APRSKISPQGY-CO-NHy).

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion uno de dichos agentes de union se une a una region comprendida
dentro de la secuencia siguiente de la ADM madura:

CTVQKLAHQIYQ (SEC ID n° 6)

y en la que el segundo de dichos agentes de unidn se une a una region comprendida dentro de la secuencia
siguiente de la ADM madura:

APRSKISPQGY (SEC ID n° 7)

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, la sensibilidad de ensayo de dicho ensayo permite cuantificar la ADM
de los sujetos sanos y es <10 pg/ml, preferentemente <40 pg/ml y mas preferentemente <70 pg/ml.

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, dicho agente de unidn muestra una afinidad de unién para la
adrenomedulina de por lo menos 10’ M™, preferentemente 10® M™; la constante de afinidad preferentemente es
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superior a 10° M, mas preferentemente es superior a 10'° M™. El experto en la materia conoce que puede
considerarse compensar la menor afinidad mediante la aplicacién de una dosis mas alta de compuestos y que esta
medida no conduciria a salirse del alcance de la invencion. La afinidad de unién puede determinarse tal como se ha
indicado anteriormente.

En los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly en una muestra segun la
presente invencién, dicho agente de unién se selecciona de entre el grupo que comprende un anticuerpo
antiadrenomedulina o un fragmento de anticuerpo anti-ADM de unién a ADM segun las reivindicaciones.

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, dicho ensayo es un ensayo de tipo sandwich, preferentemente un
ensayo totalmente automatizado. Puede ser un ELISA totalmente automatizado o manual. Puede ser un
denominado ensayo PCT (punto de atencién). Los ejemplos de ensayos automatizados o totalmente automatizados
comprenden ensayos que pueden utilizarse para uno de los sistemas a continuacién: Roche Elecsys®, Abbott
Architect®, Siemens Centauer®, Brahms Kryptor®, Biomerieux Vidas® o Alere Triage®. Se han proporcionado
anteriormente ejemplos de formatos de ensayo.

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, por lo menos uno de dichos dos agentes de unién se marca con el fin
de ser detectado. Se han proporcionado anteriormente ejemplos de marcadores.

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, por lo menos uno de dichos dos agentes de unién se une a una fase
sélida. Se han proporcionado anteriormente ejemplos de fases solidas.

En una forma de realizacion de los ensayos para determinar la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly
en una muestra segun la presente invencion, dicho marcador se selecciona de entre el grupo que comprende un
marcador quimioluminiscente, un marcador enzimatico, un marcador fluorescente y un marcador de yodo
radioactivo.

Un objeto adicional de la presente invencion es un kit que comprende un ensayo segin la presente invencion en el
que los componentes de dicho ensayo pueden encontrarse comprendidos en uno 0 mas recipientes.

Un objeto adicional de la presente invencion es un método de calibracién de un ensayo segun la presente invencion
en el que el agente de union, un anticuerpo, se utiliza para la unién a una regién de por lo menos 5 aminoacidos
dentro de la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly aminoacidos 1-16 (SEC ID n° 8). Dicho agente de
union es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a una region de por lo menos 5 aminoacidos dentro de
la adrenomedulina madura y/o la adrenomedulina-Gly aminoacidos 1-16 (SEC ID n° 8).

En una forma de realizacién del método de calibracion de un ensayo segun la invencién, dicho anticuerpo o
fragmento N-terminal reconoce y se une al extremo N-terminal (aal) de la adrenomedulina madura y/o de la
adrenomedulina-Gly. Lo anterior significa en otra forma de realizacion preferente que dicho anticuerpo anti-ADM o
fragmento de anticuerpo antiadrenomedulina se une Unicamente a una regién dentro de la secuencia de la ADM
madura en el caso de que el extremo N-terminal de la ADM se encuentre libre. En dicha forma de realizacién, el
anticuerpo anti-ADM o el fragmento de anticuerpo antiadrenomedulina no se uniria a una regiéon dentro de la
secuencia de la ADM madura en el caso de que dicha secuencia se encontrase comprendida dentro de la pro-ADM.

Los anticuerpos adecuados para calibrar un ensayo segun la invencion son agentes de uniéon que reducen las
propiedades de adsorcion de la ADM. Ademas, dicho agente de union debe ser compatible con los agentes de union
utilizados en el ensayo de deteccién, por ejemplo, dicho agente de unién no deberia interferir con la unién del agente
de unién marcado y el agente de union de fase sélida en el caso de un ELISA.

Los presentes métodos y ensayos resultan adecuados para las aplicaciones rutinarias. Las aplicaciones rutinarias
requieren en la mayoria de casos que el volumen de muestra necesario no exceda de 50 pl. La aplicacion rutinaria
requiere ademas que los tratamientos preanaliticos se mantengan en un minimo o que sean cero (utilizacién de
muestras rutinarias como plasma-EDTA o plasma-citrato). Los requisitos preanaliticos deben adaptarse a la rutina
clinica: minima estabilidad del analito (>90% de recuperacion) a temperatura ambiente debe ser de por lo menos 2
horas.

Un anticuerpo segun la presente invencién es una proteina que incluye uno o mas polipéptidos sustancialmente
codificados por genes de inmunoglobulina que se unen especificamente a un antigeno. Entre los genes de
inmunoglobulina reconocidos se incluyen los genes de region constante kappa, lambda, alfa (IgA), gamma (IgG1,
19G2, 1gG3 e IgGy), delta (IgD), epsilon (IgE) y mu (IgM), asi como la multitud de genes de region variable de
inmunoglobulina. Las cadenas ligeras de inmunoglobulina de longitud completa generalmente son de
aproximadamente 25 Kd o 214 aminoacidos de longitud. Las cadenas pesadas de inmunoglobulina de longitud
completa generalmente son de aproximadamente 50 Kd o 446 aminoécidos de longitud. Las cadenas ligeras estan
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codificadas por un gen de region variable en el extremo NH; (aproximadamente 110 aminoacidos de longitud) y un
gen de region constante kappa o lambda en el extremo COOH-terminal. Las cadenas pesadas de manera similar
estan codificadas por un gen de region variable (aproximadamente 116 aminoacidos de longitud) y uno de los otros
genes de region constante.

La unidad estructural basica de un anticuerpo generalmente es un tetrdmero que consiste de dos parejas idénticas
de cadenas de inmunoglobulina, presentando cada pareja una cadena ligera y una cadena pesada. En cada pareja,
las regiones variables de cadena ligera y de cadena pesada se unen a un antigeno y las regiones constantes
median en funciones efectoras. Las inmunoglobulinas también existen en una diversidad de otras formas,
incluyendo, por ejemplo, Fv, Fab y (Fab'"),, asi como anticuerpos hibridos bifuncionales y cadenas sencillas ((27),
(28), (29), (30) y (31)). Una region variable de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina incluye una region marco
interrumpida por tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de complementariedad
(RDC), ver (32). Tal como se ha indicado anteriormente, las RDC son responsables principalmente de la unién a un
epitopo de un antigeno. Un complejo inmunoldgico es un anticuerpo, tal como un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano, o un fragmento de anticuerpo funcional,
que se une especificamente a un antigeno.

Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos los genes de cadena ligera y pesada de los cuales han sido construidos,
tipicamente mediante ingenieria genética, a partir de genes de region variable y de region constante de
inmunoglobulina pertenecientes a especies diferentes. Por ejemplo, los segmentos variables de los genes de un
anticuerpo monoclonal de raton pueden unirse a segmentos constantes humanos, tales como kappa y gamma 1 o
gamma 3. En un ejemplo, de esta manera, un anticuerpo quimérico terapéutico es una proteina hibrida compuesta
del dominio variable o de unién a antigeno de un anticuerpo de ratén y el dominio constante o efector de un
anticuerpo humano, aunque pueden utilizarse otras especies de mamifero, o la region variable puede producirse
mediante técnicas moleculares. Los métodos de preparacion de anticuerpos quiméricos son bien conocidos de la
técnica, por ejemplo ver (33). Una inmunoglobulina "humanizada” es una inmunoglobulina que incluye una region
marco humana y una o mas RDC de una inmunoglobulina no humana (tal como de ratén, de rata o sintética). La
inmunoglobulina no humana que proporciona las RDC se denomina "donante” y la inmunoglobulina humana que
proporciona el marco se denomina "aceptora”. En una forma de realizacion, la totalidad de las RDC proceden de la
inmunoglobulina donante en una inmunoglobulina humanizada. Las regiones constantes no es necesario que se
encuentren presentes pero, en caso de encontrarse presentes, deben ser sustancialmente idénticas a las regiones
constantes de la inmunoglobulina humana, es decir, idénticas por lo menos al aproximadamente 85%-90%, tal como
idénticas aproximadamente al 95% o mas. Por lo tanto, todas las partes de una inmunoglobulina humanizada,
excepto posiblemente las RDC, son sustancialmente idénticas a las partes correspondientes de las secuencias de
inmunoglobulina humana naturales. Un "anticuerpo humanizado” es un anticuerpo que comprende una
inmunoglobulina de cadena ligera humanizada y una inmunoglobulina de cadena pesada humanizada. Un
anticuerpo humanizado se une al mismo antigeno que el anticuerpo donante que proporciona las RDC. El marco
aceptor de una inmunoglobulina o anticuerpo humanizado puede presentar un nimero limitado de sustituciones por
aminoacidos obtenidos del marco donante. Los anticuerpos monoclonales humanizados o de otro tipo pueden
presentar sustituciones adicionales de aminoacidos conservadores que no presentan sustancialmente ningun efecto
sobre la union de los antigenos u otras funciones de la inmunoglobulina. Las sustituciones conservadoras
ejemplares son sustituciones tales como gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn, gln; ser, thr; lys, arg; y phe, tyr. Las
inmunoglobulinas humanizadas pueden construirse mediante ingenieria genética por ejemplo ver (34)). Un
anticuerpo humano es un anticuerpo en el que los genes de cadena ligera y de cadena pesada son de origen
humano. Pueden generarse anticuerpos humanos utilizando métodos conocidos de la técnica. Pueden producirse
anticuerpos humanos mediante la inmortalizacion de una célula B humana secretora del anticuerpo de interés. La
inmortalizacion puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, la infeccion por VEB o mediante la fusién de una célula
B humana con una célula de mieloma o de hibridoma, produciendo una célula de trioma. También pueden
producirse anticuerpos humanos mediante métodos de expresion fagica (ver, por ejemplo, (35), (36) y (37)) o
seleccionarse de una biblioteca combinatorial humana de anticuerpos monoclonales (ver el sitio de internet de
Morphosys). También pueden prepararse anticuerpos humanos mediante la utilizaciéon de animales transgénicos
portadores de un gen de inmunoglobulina humana (por ejemplo ver (38) y (39)).

De esta manera, el anticuerpo de ADM puede presentar los formatos conocidos de la técnica. Son ejemplos los
anticuerpos humanos, los anticuerpos monoclonales, los anticuerpos humanizados, los anticuerpos quiméricos y los
anticuerpos injertados con RDC. En una forma de realizacién preferida, los anticuerpos segun la presente invencion
son anticuerpos producidos recombinantemente, tales como, por ejemplo, IgG, una inmunoglobulina de longitud
completa tipica, o fragmentos de anticuerpo que contienen por lo menos el dominio F-variable de cadena pesada y/o
ligera, tal como, por ejemplo, anticuerpos acoplados quimicamente (fragmento de unién a antigeno), incluyendo de
manera no limitativa fragmentos Fab tales como minicuerpos Fab, anticuerpo Fab de cadena sencilla, anticuerpo
Fab monovalente con etiquetas epitopo, por ejemplo Fab-V5Sx2, Fab bivalente (minianticuerpo) dimerizado con el
dominio CH3, Fab bivalente o Fab multivalente, por ejemplo formado mediante multimerizaciéon con ayuda de un
dominio heter6logo, por ejemplo mediante la dimerizacion de dominios dHLX, por ejemplo Fab-dHLX-FSx2,
fragmentos F(ab'),, fragmentos scFv, fragmentos scFv multivalente y/o multiespecificos multimerizados, diacuerpos
bivalentes y/o biespecificos, BITE® (acoplador biespecifico de células T), anticuerpos trifuncionales, anticuerpos
polivalentes, por ejemplo de una clase diferente de G, anticuerpos de dominio Unico, por ejemplo nanocuerpos
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derivados de camélido o inmunoglobulinas de pescado y numerosos otros.

Ademaés de los anticuerpos anti-ADM, son bien conocidos en la técnica otros andamiajes de biopolimero para el
acomplejamiento de una molécula diana, que han sido utilizados para la generacion de biopolimeros altamente
especificos de la diana. Son ejemplos los aptameros, los espiegélmeros, las anticalinas y las conotoxinas.

En una forma de realizacion preferida, el formato de anticuerpo de ADM se selecciona de entre el grupo que
comprende fragmento Fv, fragmento scFv, fragmento Fab, fragmento scFab, fragmento (Fab), y proteina de fusion
scFv-Fc. En otra forma realizacién preferente, el formato de anticuerpo se selecciona de entre el grupo que
comprende fragmento scFab, fragmento Fab, fragmento scFv y conjugados de biodisponibilidad optimizada de los
mismos, tales como fragmentos PEGilados. Uno de los formatos mas preferentes es el formato scFab.

En otra forma de realizacién preferida, el anticuerpo anti-ADM o el fragmento de anticuerpo de unién a ADM es un
anticuerpo monoespecifico. Los anticuerpos monoespecificos son anticuerpos que presentan afinidad para el mismo
antigeno. Los anticuerpos monoclonales son monoespecificos, aunque también pueden producirse anticuerpos
monoespecificos por medios diferentes de la produccién a partir de una célula germinal comun.

En una forma de realizacion preferida de la invencién pueden producirse anticuerpos segun la presente invencion de
la manera siguiente:

se inmunizé un ratdn Balb/c con 100 pg de conjugado de péptido ADM-BSA los dias 0 y 14 (emulsionado en 100
pl de adyuvante completo de Freund) y 50 pg los dias 21 y 28 (en 100 pl de adyuvante incompleto de Freund).
Tres dias antes de llevar a cabo el experimento de fusion, los animales recibieron 50 pg del conjugado disueltos
en 100 pl de solucion salina, administrados en forma de una inyeccién intraperitoneal y una inyeccion
intravenosa.

Los esplenocitos del ratén inmunizado y células de la linea celular de mieloma SP2/0 se fusionaron con 1 ml de
polietilenglicol al 50% durante 30 s a 37°C. Tras el lavado, las células se sembraron en placas de cultivo celular de
96 pocillos. Se seleccionaron clones hibridos mediante crecimiento en medio HAT [medio de cultivo RPMI 1640
complementado con suero de feto bovino al 20% y complemento HAT]. Tras dos semanas, se sustituy6é el medio
HAT por medio HT durante tres pases, seguido del retorno al medio de cultivo celular normal.

Los sobrenadantes de cultivo celular se sometieron a un cribado primario para anticuerpos de IgG especificos de
antigeno tres semanas después de la fusion. Se transfirieron los microcultivos con resultado positivos en el ensayo a
placas de 24 pocillos para la propagacion. Tras someter a ensayo nuevamente, los cultivos seleccionados se
clonaron y reclonaron utilizando la técnica de dilucion limitante y se determinaron los isotipos (ver también (51) y

(52)).
Pueden producirse anticuerpos mediante expresion fagica siguiendo el procedimiento siguiente:

se utilizaron las bibliotecas génicas de anticuerpos no expuestos humanos HAL7/8 para el aislamiento de
dominios F variables de cadena sencilla (scFv) contra el péptido adrenomedulina. Las bibliotecas génicas de
anticuerpo se cribaron con una estrategia selectiva que comprendia la utilizacion de péptidos que contenian una
etiqueta de biotina unida mediante dos espaciadores diferentes a la secuencia del péptido adrenomedulina. Se
utilizé una mezcla de rondas de seleccion utilizando antigeno unido no especificamente y antigeno unido a la
estreptavidina, con el fin de minimizar el fondo de agentes de unién no especificos. Los fagos eluidos de la
tercera ronda de seleccion se utilizaron para la generacion de cepas de E. coli expresantes de scFv monoclonal.
El sobrenadante del cultivo de dichas cepas clonales se utilizé directamente para un ensayo ELISA de antigeno

((53) y (54)).

La humanizacion de los anticuerpos murinos puede llevarse a cabo siguiendo el procedimiento siguiente:

para la humanizacion de un anticuerpo de origen murino, se analiza la secuencia de anticuerpo para la
interaccion estructural de las regiones marco (RM) con las regiones determinantes de complementariedad (RDC)
y el antigeno. Basandose en el modelaje estructural, se selecciona un RM apropiado de origen humano y las
secuencias de RDC murinas se trasplantan en el RM humano. Pueden introducirse variaciones en la secuencia
de aminoéacidos de las RDC o de las RM para recuperar interacciones estructurales que resultaron anuladas por
el cambio de especie para las secuencias de RM. Esta recuperacion de las interacciones estructurales puede
conseguirse mediante un enfoque aleatorio utilizando bibliotecas de expresion fagica o mediante un enfoque
dirigido guiado por el modelaje molecular (55).

Desarrollo de anticuerpos

Los presentes inventores desarrollaron anticuerpos monoclonales de ratdén de unién a la parte N-terminal, de region
intermedia y C-terminal de la ADM_h y se determinaron las constantes de afinidad de los mismos (Tabla 1).
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Péptidos para la inmunizacién

Los péptidos fueron suministrados por JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin, Alemania). Los péptidos se
acoplaron a BSA utilizando el método de entrecruzamiento de Sulfo-SMCC. El procedimiento de entrecruzamiento
se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher/Pierce).

Ejemplo 1

Generacion de anticuerpos y determinacién de las constantes de afinidad de los mismos

Se generaron los anticuerpos murinos con el método siguiente:

se inmunizo6 un ratén Balb/c con 100 pg de conjugado de péptido-BSA los dias 0 y 14 (emulsionados en 100 pl
de adyuvante completo de Freund) y 50 ug los dias 21 y 28 (en 100 pl de adyuvante incompleto de Freund). Tres
dias antes de llevar a cabo el experimento de fusion, el animal recibié 50 pg del conjugado disueltos en 100 pl de
solucion salina, administrados en forma de una inyeccién intraperitoneal y una inyeccién intravenosa.

Los esplenocitos del raton inmunizado y de las células de la linea celular de mieloma SP2/0 se fusionaron con 1 ml
de polietilenglicol al 50% durante 30 s a 37°C. Tras el lavado, las células se sembraron en placas de cultivo celular
de 96 pocillos. Se seleccionaron clones hibridos mediante cultivo en medio HAT [medio de cultivo RPMI 1640
complementado con suero de feto bovino al 20% y complemento HAT]. Tras dos semanas, se sustituy6é el medio
HAT por medio HT durante tres pases, seguido del retorno a medio de cultivo celular normal.

Los sobrenadantes de cultivo celular se sometieron a cribado primario para los anticuerpos IgG especificos de
antigeno tres semanas después de la fusion. Los microcultivos con resultado positivo en el ensayo se transfirieron a
placas de 24 pocillos para la propagacion. Tras someter a ensayo nuevamente, los cultivos seleccionados se
clonaron y se reclonaron utilizando la técnica de dilucion limitante y se determinaron los isotipos ((51) y (52)).

Tabla 1:
Antigeno/inmunégeno Region de la ADM | Denominacién | Constantes de afinidad, Kg (M™)
YRQSMNNFQGLRSFGC 1-16 NT-ADM 1,6 x 10°
CTVQKLAHQIYQ 21-32 MR-ADM 2 x 10°
CAPRSKISPQGY-NH, C-42-52 CT-ADM 1,1 x 10’

Producciéon de anticuerpos monoclonales

Se produjeron anticuerpos mediante métodos estandares de produccion de anticuerpos (56) y se purificaron
mediante proteina A. Las purezas de los anticuerpos eran >95% segun el andlisis de electroforesis en gel SDS.

Constantes de afinidad

Con el fin de determinar la afinidad de los anticuerpos para la adrenomedulina, se determiné la cinética de la union
de la adrenomedulina a anticuerpos inmovilizados, mediante resonancia de plasmoén superficial libre de marcaje
utilizando un sistema Biacore 2000 (GE Healthcore Europe GmbH, Freiburg, Alemania). Se llevé a cabo la
inmovilizacién reversible de los anticuerpos utilizando un anticuerpo anti-Fc de ratén acoplado covalentemente a alta
densidad con la superficie de un sensor CM5 siguiendo las instrucciones del fabricante (kit de captura de
anticuerpos de raton; GE Healthcare) (22).

Procedimiento de marcaje (marcador): se mezclaron 100 pg (100 pl) de anticuerpo (1 mg/ml en PBS, pH 7,4) con 10
pl de éster NHS de acridinio (1 mg/ml en acetonitrilo, InVent GmbH, Alemania) (57) y se incubaron durante 20 min. a
temperatura ambiente. El CT-H marcado se purifico mediante HPLC de filtracion en gel en Bio-Sil® SEC 400-5 (Bio-
Rad Laboratories, Inc., USA). El anticuerpo marcado purificado se diluyé en 300 mmoles/I de fosfato de potasio, 100
mmoles/| de NaCl, 10 mmoles/l de Na-EDTA y 5 g/l de albimina de suero bovino, pH 7,0. La concentracion final era
de aprox. 800.000 unidades relativas de luz (URL) de compuesto marcado (aprox. 20 ng de anticuerpo marcado) por
cada 200 pl. Se midié la quimioluminiscencia del éster de acridinio mediante la utilizacion de un aparato AutoLumat
LB 953 (Berthold Technologies GmbH & Co. KG).

Fase sélida: se recubrieron tubos de poliestireno (Greiner Bio-One International AG, Austria) (18 h a temperatura
ambiente) con anticuerpo ((1,5 pg de anticuerpo/0,3 ml de NaCl 100 mmoles/l, TRIS/HCI 50 mmoles/I, pH 7,8). Tras
el bloqueo con albimina de suero bovino al 5%, los tubos se lavaron con PBS, pH 7,4, y se secaron bajo vacio.
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Calibradores:
Se diluyé linealmente ADM humana sintética (Bachem, Suiza) utilizando Tris/HCI 50 mM, NaCl 250 mM, Triton X-
100 al 0,2%, BSA al 0,5%, 20 tab./I de proteasa (comprimidos de céctel inhibidor de proteasas completo (Roche
AG)), pH 7,8. Los calibradores se almacenaron a -20°C hasta que fueron utilizados.

Ejemplo 2

Determinacién de la combinacién de anticuerpos gue proporciona unas elevadas proporciones de sefial/ruido

Ensayo inmunolégico de ADM h:

Se introdujeron mediante pipeteado 50 pl de muestra (o calibrador) en tubos recubiertos, y tras afiadir anticuerpo
secundario marcado (200 pl), los tubos se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. El marcador no unido se
eliminé mediante lavado 5 veces (1 ml cada lavado) con solucion de lavado (PBS 20 mM, pH 7,4, Triton X-100 al
0,1%).

Se midié la quimioluminiscencia unida a los tubos mediante la utilizacién de LB 953.

Todos los anticuerpos se utilizaron en un ensayo inmunolégico de tipo sandwich, tubo recubierto y anticuerpo
marcado, y se combinaron en las variaciones mostradas en la Tabla 2, posteriormente:

La incubacion se llevo a cabo tal como se ha indicado para el ensayo inmunolégico de ADM_h. Los resultados se
proporcionan como proporciones de sefial especifica (con 10 ng/ml de ADM) / sefial de fondo (muestra sin ADM).

Tabla 2:
Proporcion sefal/ruido | Marcador NT-ADM | Marcador MR-ADM | Marcador CT-ADM
NT-ADM / 195 241
MR-ADM 204 / 904
CT-ADM 260 871 /

Inesperadamente, se descubre que la combinacion de MR-ADM y CT-ADM como combinacion presenta la
proporcion sefial/ruido mas alta.

A continuacion, se utiliza dicha combinacidon de anticuerpos para investigaciones posteriores. Se utiliza MR-ADM
como anticuerpo de la fase soélida y CT-ADM como el anticuerpo con marcaje. En la figura 1 se muestra la curva
tipica de dosis/sefial. La sensibilidad analitica (media de 10 andlisis, muestra sin ADM + 2SD) del ensayo fue de 2
pg de ADM/ml.

Ejemplo 3

Estabilidad de la adrenomedulina humana:

Se diluyé ADM en plasma-citrato humano (n=5, concentracion final: 10 ng de ADM/ml) y se incubd a 24°C. En los
puntos temporales seleccionados se congelaron alicuotas a -20°C. Inmediatamente después de descongelar las
muestras, se cuantific6 la ADM_h mediante la utilizacion del ensayo inmunolégico de ADM_h indicado
anteriormente.

Tabla 3: estabilidad de la ADM_h en plasma humano a 24°C

Tiempo Recuperacion media de Pérdida relativa de % de pérdida de reactividad
(h) ADM (n=5) reactividad inmunitaria inmunitaria/h
0 100 / /
2 99,2 0,8 0,4
4 96,4 3,6 0,8
8 88,2 11,8 15
Media: 0,9%h

Inesperadamente, utilizando las combinaciones de anticuerpo MR-ADM y CT-ADM en un ensayo inmunolégico de
tipo sandwich, la estabilidad preanalitica del analito resultd ser elevada (pérdida media de reactividad inmunitaria de
s6lo 0,9%/h). En contraste, utilizando otros métodos de ensayo, se informé de una semivida en plasma de s6lo 22
min. (Hinson, 2000). Debido a que el tiempo entre la extraccion de la muestra y el analisis hospitalario rutinario fue
inferior a 2 h, el método de deteccidon de ADM utilizado resulté adecuado para el diagnostico rutinario. Notablemente
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no resultaron necesarios aditivos no rutinarios para que las muestras (como aprotinina, (20)) alcanzasen
estabilidades de reactividad inmunitaria con ADM aceptables.

Ejemplo 4

Reproducibilidad de las preparaciones de calibrador

Se descubrié una elevada variabilidad de los resultados en la preparacion de los calibradores para los ensayos de
ADM (CV media de 8,5%; ver la Tabla 4). Esto podria deberse a una elevada adsorcién de la ADM_h a las
superficies plasticas y de vidrio (ver también (58)). Dicho efecto sélo se encontraba ligeramente reducido mediante la
adicién de detergentes (Triton X-100 al 1% como méaximo o Tween-20 al 1% como maximo), proteina (BSA al 5%
como maximo) y fuerza idnica elevada (NaCl 1 M como maximo) o combinaciones de los mismos. Inesperadamente,
en el caso de que se afiada un exceso de anticuerpo anti-ADM (10 pg/ml) al tampo6n de dilucion del calibrador, la
recuperacion y reproducibilidad de las preparaciones de calibrador de ensayo de ADM mejor6 sustancialmente hasta
<1% del CV entre preparaciones (Tabla 4).

Afortunadamente la presencia de anticuerpos N-terminales no afect6 a la sefial de ADM generada mediante la
combinacién de los anticuerpos MR- y C-terminales (fig. 11).

Tabla 4:
En presencia de
anticuerpo de NT- Cv entre Sin anticuerpo Cv entre
ADM (10 pg/ml) preparaciones (%) preparaciones (%)
Calibrador
100 ng/ml 3.453 s/n-r 0,9 2.842 s/n-r 2.8
10 ng/ml 1.946 s/n-r 0,8 1.050 s/n-r 7,9
1 ng/ml 179 s/n-r 11 77 sin-r 14,8
Media: 0,93 Media: 8,5
Variacion entre preparaciones de los calibradores.

Se prepararon calibradores del ensayo de ADM tal como se ha mencionado anteriormente con y sin 10 pg/ml de
anticuerpo de NT-ADM. Se proporcionan los coeficientes de variacion de 5 preparaciones independientes. Se
midieron los calibradores utilizando el ensayo de ADM indicado anteriormente. s/n-r=proporcion de sefial a ruido.
Para todos los estudios siguientes, se utiliza un ensayo de ADM, basado en calibradores, preparado en presencia de
10 pg/ml de anticuerpo de NT-ADM y 10 pg/ml de anticuerpo de NT-ADM como complemento en el tampon del
marcador.
Ejemplo 5
Sensibilidad
El objetivo de la sensibilidad del ensayo era cubrir por completo las concentraciones de ADM de los sujetos sanos.
Concentracion de ADM en sujetos sanos:
Se midieron sujetos sanos (n=100, edad media: 56 afios) utilizando el ensayo de ADM. El valor de la mediana
era de 24,7 pg/ml; el valor minimo era de 11 pg/ml y el percentil 99 era de 43 pg/ml. Debido a que la sensibilidad
del ensayo era de 2 pg/ml, el 100% de los sujetos sanos eran detectables utilizando el ensayo de ADN descrito

(ver la fig. 2).

Ejemplo 6

Estudio clinico

Un total de 101 pacientes de urgencias que satisfacian la definicion de sepsis (59) fueron posteriormente
hospitalizados (media de 5 dias de hospitalizacion) y recibieron el tratamiento estandar de cuidados. Se generé
plasma-EDTA desde el dia 1 (presentacion en el servicio de urgencias) y una muestra cada dia durante la estancia
hospitalaria. El tiempo hasta la congelacion de las muestras para la posterior medicion de la ADM fue inferior a 4 h.

En la Tabla 5 se resumen las caracteristicas de los pacientes.
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Tabla 5:

Variable

Demografia
Sexo - masculino
Edad - mediana [RIC]

Variables del examen

PS sistolica (mmHg) - mediana [RIC]
PS diastolica (mmHg) - mediana [RIC]
FC - mediana [RIC]

RR - mediana [RIC]

PAM (mmHg) - mediana [RIC]

Enfermedades concomitantes
Cardiovascular - si

Hipertension - si

Diabetes - si

Cancer - si

Variables de laboratorio rutinarias
Cultivo sanguineo - si

negativo

positivo

Eliminacion de la creatinina (ml/min) -
mediana

[RIC]

Creatinina - mediana [RIC]
UREA - mediana [RIC]
GCS - mediana [RIC]

Pcr - mediana [RIC]

Gluco - mediana [RIC]
biliru - mediana [RIC]

GR - mediana [RIC]

GB - mediana [RIC]

PLT - mediana [RIC]

HCT - mediana [RIC]
Leuco/Neutr (%) - mediana [RIC]
HB - mediana [RIC]

Na - mediana [RIC]
K - mediana [RIC]
INR - mediana [RIC]

TC - mediana [RIC]

SAO2 - mediana [RIC]

ES2617211T3

todos (n=101)

60 (60)
78
[72-72]

115
[100-100]
65
[60-60]
100
[94-94]
24
[22-22]
83,3
[74-74]

26 (25,7)
47 (46,5)
35 (34,7)
13 (12,9)

31 (31)
15(16,3)
16(17,4)

48
[23,25-23,25]
1,3
[0,9-0,9]

[94,5-94,5]
0,9
[0,71-0,71]
3,8
[3,3-3,3]
12700 [6774-
6774]
213
[150-150]

[9,47-9,47]
137 [134-134]

3,9 [3,5-3,5]
1,19
[1,1-1,1]
38,4
[36-36]
94
[90-90]

13

muertes
hospitalarias
(n=27)

13 (48)
77
[71,25-83]

120
[106,25-138,75]
65
[60-85]

100
[94-114,75]
24
[22-28]
83,3
[77,62-100,75]

9 (33,3)
13 (48,1)
9 (33,3)
3 (11,1)

5(19)
2(8)
3(12)

56
[29,25-80]
1,25
[0,9-2,08]
31,5
[20-53,25]
15
[12,5-15]
14,5
[6,7-23,7]
110
[95,5-144]
0,9
[0,7-1,03]
3,8
[3,2-4,3]
13100
[8115-17565]
217
[154,75-301]
31,5
[28-37]

86
[78,25-89,95]
10,15
[9,3-12,4]

137 [133-141]

3,9 [3,6-4,3]
1,19
[1,1-1,4]
38,5
[38,12-38,7]
95
[90,25-97]

Datos de alta
(n=74)

47 (64)
80
[75-84,5]

105
[80-120]
60

[50-70]
100
[93,5-107,5]
26
[24-28]
81,6
[63,5-89)]

17 (23)
34 (45,9)
26 (35,1)
10 (13,5)

26 (35)
13 (19,4)
13 (19,4)

31,5
[14,75-66]
1,8
[1-3,15]
51
[42-87]

8
[8-11]
17,35
[6,6-28,05]
128
[94-160,5]
0,91
[0,77-1,18]
3,7
[3,4-4,2]
11920
[25,55-18790]
185
[130-236,5]
34
[31,25-39,5]
91
[87-93,05]
10,85
[9,9-12,67]
139 [134-
144,5]
3,9 [3,3-5,1]
1,18
[1,04-1,36]
36
[35,55-38,5]
93
[88,5-95,5]

Valor de p

0,163
0,142

0,001
0,002
0,407
0,069

0,026

0,311
1,000
1,000
1,000

0,246

0,043
0,080
0,004
<0,001
0,846
0,400
0,534
0,684
0,343
0,113
0,149
0,001
0,220

0,204
0,982
0,731

<0,001
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7,45 7,46 7,4

pH - mediana [RIC] [7,38-7,38] [7,4-7.5] [7.24-7.4] <0,001
PO2 - mediana [RIC] 67 [56-56] 66,5 [56-78] 67 [56,5-79,5] 0,806
PCO2 - mediana [RIC] 36 [32-32] 37,5[33-43,75] 34 [30-41] 0,245
Lact - mediana [RIC] 1,5[1-1] 1,3[0,83-1,9] 2,5[1,4-4,15] <0,001

. . 23,5 24,25 21
Bic - mediana [RIC] [21-21] [2143-28]  [17,352325 001
FiO2 (%) - mediana [RIC] 21 [21-21] 21 [21-23,25] 24 [21-45] <0,001
otros
Disfuncién orgénica aguda - si 39 (43,3) 16 (64) 23(35,4) 0,021
Puntuacion Apache (%) - mediana [RIC] [12 ;912 5] [12 Eg‘g 3g] [203_239] <0,001
Dias hospitalizado - mediana [RIC] 5 [2-2] 6 [4-7] 2 [1-6] 0,003
Tratamiento en la linea base

. . . 900 1000 450
Diuresis (cc) - mediana [RIC] [600-600] [700-1200] [200-1025] <0,001
Esteroides - si 16(15,8) 4(14,8) 12(16,2) 1,000
Vasopresores - si 18(17,8) 13 (48,1) 5 (6,8) <0,001
Antibiéticos - si 101(100) 27 (100) 74 (100) 1,000
Terapia de fluidos - si 101(100) 27 (100) 74 (100) 1,000
Nuevo biomarcador

. 53,8 93,9 50,1

ADM (pg/mL) - mediana [RIC] [37,4-94,0] [48.7-241] [32.2-77.8] <0,001

El 26,7% de todos los pacientes murieron durante la estancia hospitalaria y se contaron como no respondedores al
tratamiento. El 73,3% de todos los pacientes sobrevivieron a la sepsis y se contaron como respondedores al
tratamiento.

El 66% de todos los pacientes que presentaron con sepsis presentaban un valor de ADN no normal >43 pg/ml
(percentil 99), indicando que ADM no es un marcador de la infeccion.

Resultados del estudio clinico

La ADM inicial es altamente prondstica.

Se correlacion6 el valor inicial de ADM con la mortalidad hospitalaria y compararon la ADM con la puntuacion de
sepsis APACHE 2 (ver (60)). La ADM es altamente pronostica del resultado de la sepsis (ver la fig. 3) y comparable
a la puntuacién APACHE 2. Se afiade informacion significativa en el caso de que se combine ADM y APACHE 2 (fig.
4).

ADN en el seguimiento del tratamiento.

Los pacientes se trataron basandose en el tratamiento estdndar de cuidados (Tabla 5). El tiempo medio de
hospitalizacion fue de 5 dias. Se midié la ADM cada dia en el hospital (dia 1=admision) y se correlacioné con la
mortalidad hospitalaria (Tabla 6). La ADM cambi6 durante la estancia hospitalaria y el cambio durante el tiempo
mejoro el valor prondstico en 52% desde una Chi? inicial de 19,2 a 29,2 el dia 5.

Utilizando un modelo simple de corte en 70 pg/ml de ADM se observé un riesgo de muerte de 68% para los
pacientes con concentraciones iniciales de ADM >70 pg/ml y que permanecieron durante toda la estancia
hospitalaria con concentraciones >70 pg/ml (no respondedores al tratamiento). Los pacientes que presentaron todo
el tiempo un valor de ADM <70 pg/ml o que se desarrollé de >70 pg/ml a <70 pg/ml presentaron una mortalidad de
s6lo 11% (bien tratados/respondedor al tratamiento) y los pacientes que presentaban valores de ADM >70 pg/ml y
que redujeron su concentracion de ADN durante el tratamiento hospitalario a valores <70 pg/ml presentaron una
mortalidad de 0%. Ningun paciente cambid de concentraciones <70 pg/ml a >70 pg/ml durante el tratamiento
hospitalario. El tiempo medio necesario para generar informacion de respondedor/no respondedor para todos los
pacientes fue de aproximadamente 1 dia. Los pacientes de >70 pg/ml que respondieron al tratamiento durante la
estancia hospitalaria necesitaron aproximadamente 2 dias para indicar el éxito del tratamiento a través de la ADM.

Tabla 6
Pacientes con todos Pacientes con todos Pac_lentes que
los dias >70 pg/ml los dias <70 pg/ml cambiaron de >70
pg/ml a <70 pg/ml
n 28/101 (27,7%) 73/101 (72,3%) 15/73 (20,5%)
Mortalidad 68% 11% 0%
Promedio de dias tras la 1 dia 1,2 dias 2,2 dias
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hospitalizacion de ADM>70 pg/ml
a ADM<70 pg/ml o ningiin cambio
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Descripcion de las figuras

Figura 1: representa una curva tipica de dosis-respuesta de ADM_h utilizando MR-ADM como anticuerpo de fase
séliday CT-ADM como anticuerpo marcado.

Figura 2: se midieron sujetos sanos (n=100, edad media: 56 afios) utilizando el ensayo de ADM. El valor de la
mediana era de 24,7 pg/ml, el valor minimo era de 11 pg/ml y el percentil 99 era de 43 pg/ml. Debido a que la
sensibilidad del ensayo era de 2 pg/ml, el 100% de todos los sujetos sanos era detectable utilizando el ensayo de
ADM descrito.

Figura 3: prediccién de la mortalidad hospitalaria. Resultados de la regresion logistica.

Figura 4: prediccion de la mortalidad hospitalaria. ADM era independiente de Apache y proporciona informacion
prondstica adicional.

Figuras 5y 10: cinética de la ADM de pacientes individuales.

Figuras 5 y 6: supervivientes, la ADM era <70 pg/ml en la presentacion en urgencias (dia 1) y durante la estancia
hospitalaria. La ADM indicaba un buen tratamiento del paciente.

Figuras 7 y 8: supervivientes, la ADM era superior a 70 pg/ml en la presentacion en urgencias (dia 1) y se redujo
durante el tratamiento hospitalario hasta valores inferiores a 70 pg/ml (respondedores al tratamiento).

Figuras 9 y 10: pacientes fallecidos, la ADM era superior a 70 pg/ml en la presentacion en urgencias (dia 1) y no se
redujo a valores inferiores a 70 pg/ml durante el tratamiento hospitalario (no respondedores al tratamiento).

Figura 11: ensayo de ADM en presencia y en ausencia de anticuerpos N-terminales

Se llevé a cabo el ensayo de ADM tal como se ha indicado anteriormente. A) Curva de referencia, B) en presencia
de anticuerpo NT-ADM (10 pg/ml, 3,33 pg/ensayo). La adicion de anticuerpo NT-ADM no influy6 sobre el ensayo de
ADM.

Secuencias

SEC ID n° 1: ADM 21-52

CTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY-CONH:

SEC ID n° 2: ADM 21-52-Gly

CTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGYG

SEC ID n° 3: PreProADM
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MKLVSVALMYLGSLAFLGADTARLDVASEFRKKWNKWALSRGKRELRMSSSYPTGLA
DVKAGPAQTLIRPQDMKGASRSPEDSSPDAARIRVKRYRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCT
VQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGYGRRRRRSLPEAGPGRTLVSSKPQAHGAPA
PPSGSAPHFL

SEC ID n° 4: ADM 1-52
YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY-CONH;
SEC ID n° 5: ADM 1-52-Gly
YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGYG

SEC ID n° 6: ADM 21-32

CTVQKLAHQIYQ

SEC ID n° 7: ADM 42-52

APRSKISPQGY

SEC ID n° 8: ADM 1-16-Gly (aminoécido)

YRQSMNNFQGLRSFGC

18
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes que se sospecha que presentan sepsis en el que la
concentracion de adrenomedulina madura (ADM) (1-52-amida) y/o ADM 1-52-Gly madura en una muestra de liquido
corporal de dicho paciente séptico se determina utilizando un ensayo que comprende dos agentes de union que se
seleccionan de entre el grupo que comprende un anticuerpo antiadrenomedulina y un fragmento de anticuerpo anti-
ADM que se unen a la ADM y que se unen a dos regiones diferentes dentro de la region de la adrenomedulina (21-
52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras, es decir, aminoacido 21-52-amida (SEC ID n° 1) o aminoacido 21-52-
Gly (SEC ID n° 2), respectivamente, en el que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o 5
aminoécidos.

2. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun la reivindicacion 1, en el que uno
de dichos agentes de unién se une a una region comprendida dentro de la secuencia siguiente de la ADM (1-52-
amida) madura y/o la ADM 1-52-Gly madura (SEC ID n° 4) y en el que dicho segundo de estos agentes de union se
une a una region comprendida dentro de la secuencia siguiente de la ADM (1-52-amida) madura y/o la ADM 1-52-
Gly madura (SEC ID n° 5).

3. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la
sensibilidad de ensayo de dicho ensayo puede cuantificar la ADM de los sujetos sanos y es <10 pg/ml,
preferentemente <40 pg/mly mas preferentemente <70 pg/ml.

4. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 en el que dicho agente de unidn presenta una afinidad de unién a la ADM (1-52-amida) madura y/o la ADM 1-52-
Gly madura de por lo menos 10" M.

5. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4 en el que dicho ensayo es un ensayo de tipo sandwich, preferentemente un ensayo automatizado
completamente.

6. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5 en el que se marca por lo menos uno de dichos dos agentes de union con el fin de ser detectado.

7. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6 en el que por lo menos uno de dichos dos agentes de union se une a una fase solida.

8. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun la reivindicacion 6 en el que dicho
marcador se selecciona de entre el grupo que comprende un marcador quimioluminiscente, un marcador enzimatico,
un marcador fluorescente y un marcador de yodo radioactivo.

9. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8 en el que la concentracion de la ADM (1-52-amida) madura y/o ADM 1-52-Gly madura medida en la muestra se
encuentra en el intervalo entre 10 y 500 pg/ml.

10. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 9 en el que se aplica un umbral por el que un valor un valor superior al umbral es indicativo de un paciente que no
responde o responde mal a la terapia y mientras que un valor inferior a dicho umbral es indicativo de un paciente
que responde a la terapia.

11. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10 en el que se aplica un umbral de 60 a 80 pg/ml, preferentemente 70 pg/ml.

12. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 11 en el que dicha muestra se selecciona de entre el grupo que comprende plasma citrato, plasma heparina,
plasma EDTA y sangre completa humanos.

13. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segun la reivindicacion 12 en el que dicha
muestra tomada se mide directamente sin ninguna preparacion de la muestra adicional.

14. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 13 en el que dicho método se lleva a cabo en un dispositivo automatizado completamente.

15. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 14 en el que se determina la ADM (1-52-amida) madura y/o la ADM 1-52-Gly madura en por lo menos dos
muestras, en el que dichas muestras se toman en diferentes puntos temporales de dichos pacientes sépticos.

16. Método in vitro para el seguimiento de la terapia en pacientes sépticos segin cualquiera de las reivindicaciones 1
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a 15 en el que el volumen de muestra medido es inferior o igual a 50 pl.

17.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
que comprende dos agentes de unidn que se seleccionan de entre el grupo que comprende un anticuerpo
antiadrenomedulina y un fragmento de anticuerpo anti-ADM que se unen a ADM y que se unen a dos regiones
diferentes dentro de la regién de la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras, es decir
aminoacido 21-52-amida SEC ID n°® 1 o aminoacido 21-52-Gly de la adrenomedulina madura SEC ID n° 2,
respectivamente, en el que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o 5 aminoéacidos y en el que
dicho ensayo no es un ensayo manual de tipo sandwich de tubo recubierto-éster de acridinio.

18. Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
que comprende dos agentes de unidn que se seleccionan de entre el grupo que comprende un anticuerpo
antiadrenomedulina y un fragmento de anticuerpo anti-ADM que se unen a ADM y que se unen a dos regiones
diferentes dentro de la regién de la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras, es decir
aminoacido 21-52-amida (SEC ID n° 1) o aminoacido 21-52-Gly de la adrenomedulina madura (SEC ID n° 2),
respectivamente, en el que cada una de dichas regiones comprende por lo menos 4 o 5 aminoéacidos y en el que
dicho ensayo es un ensayo manual de tipo sandwich de tubo recubierto-éster de acridinio y en el que uno de dichos
agentes de unién es un anticuerpo que se une a la SEC ID n°® 6 CTVQKLAHQIYQ, y en el que el segundo de dichos
agentes de unioén es un anticuerpo que se une a la SEC ID n® 7 APRSKISPQGY en la que el acido carboxilico es
sustituido por un grupo amida (APRSKISPQGY-CO-NH).

19. Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun la reivindicacién 17, en el que uno de dichos agentes de unién se une a una region comprendida dentro de la
secuencia siguiente de la ADM 1-52-Gly madura (SECID n°4) y en el que dicho segundo de estos agentes de
union se une a una region comprendida dentro de la secuencia siguiente de la ADM (1-52-amida) madura y/o la
ADM 1-52-Gly madura (SEC ID n° 5).

20.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, en el que la sensibilidad de ensayo de dicho ensayo puede
cuantificar la ADM de los sujetos sanos y es <10 pg/ml, preferentemente <40 pg/ml y mas preferentemente <70

pg/ml.

21.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, en el que dicho agente de union presenta una afinidad de unién
para la adrenomedulina de por lo menos 10’ M™.

22.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 21, en el que dicho ensayo es un ensayo de tipo sandwich,
preferentemente un ensayo automatizado completamente.

23.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22, en el que por lo menos uno de dichos agentes de union se marca
con el fin de ser detectado.

24.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 23, en el que por lo menos uno de dichos dos agentes de union se une
a una fase solida.

25.Ensayo para determinar la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras en una muestra
segun la reivindicacion 23, en el que dicho marcador se selecciona de entre el grupo que comprende marcador
quimioluminiscente, marcador enzimatico, marcador fluorescente, marcador de yodo radioactivo.

26. Kit que comprende un ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 25, en el que los componentes de
dicho ensayo pueden estar comprendidos en uno o mas recipientes.

27.Método de calibracion de un ensayo segun la reivindicacion 17, en el que se utiliza un agente de unién que se
une a una region de por lo menos 5 aminoacidos dentro de los aminoéacidos 1-16 (SEC ID n° 8) de la
adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras, en el que dicho agente de union se selecciona de
entre el grupo que comprende un anticuerpo anti-ADM y un fragmento de anticuerpo anti-ADM.

28. Método de calibracion de un ensayo segun la reivindicacién 27, en el que el agente de union reconoce y se une
al extremo N-terminal de la adrenomedulina (1-52-amida) y/o la adrenomedulina-Gly maduras, en el que dicho
agente de unidn se selecciona de entre el grupo que comprende un anticuerpo anti-ADM y un fragmento de
anticuerpo anti-ADM.
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Fig. 10:
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