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DESCRIPCION
Método de bioensayo para la deteccion de sustancia fisiologicamente activa
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un kit para su uso en la medicién de la cantidad de una forma activa de GLP-1 o la
cantidad de AVP en una muestra bioldgica, a un método de diagndstico de diabetes insipida o SIADH, a un método
de determinacién de cualquiera de una infusién de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar, a un método de
determinacion del efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1 y a un método de cribado de un
antagonista de GPCR acoplado a G.

Técnica anterior

Los receptores a los se unen sustancias fisiolégicamente activas pueden servir de dianas para el desarrollo de
farmacos. Particularmente, los receptores que alteran la concentracion de AMPc intracelular como segundos
mensajeros, tales como los receptores acoplados a la proteina G (en lo sucesivo, también denominados GPCR), son
importantes como dianas para el desarrollo de farmacos. Se han desarrollado hasta la fecha muchos agentes que se
unen a dichos receptores. Los ejemplos de dichos GPCR incluyen receptores a los se une la arginina vasopresina
(en lo sucesivo, también denominada AVP) o el péptido 1 de tipo glucagén (en lo sucesivo, también denominado
GLP-1).

La arginina vasopresina producida por la glandula pituitaria es una hormona peptidica con un peso molecular de
1000 que esta compuesta por 9 aminoacidos. La AVP es un tipo de hormona importante de la regulacion del agua y
de los electrolitos que realiza la reabsorcion de agua en el rifién dependiendo de la disminucién en el volumen de
sangre circulante y un aumento en la osmolaridad en plasma. El ensayo de AVP en plasma se aplica clinicamente
ampliamente a, por ejemplo, el diagndstico de trastornos del metabolismo del agua y de los electrolitos, tales como
la diabetes insipida que es una afeccion patolégica que implica la disminucion de la secrecion de AVP o el sindrome
de secrecion inapropiada de AVP en el que se observa en su lugar el aumento en la secrecion de AVP. Ademas, la
AVP no solo se ensaya para enfermedad endocrina, sino que también se usa como un marcador para el prondstico
de cancer de pulmodn de células pequefias o para insuficiencia cardiaca aguda. Se usa ampliamente como método
para ensayar AVP un kit de ELISA por el que se permite que AVP quimicamente marcada compita con AVP en una
muestra y AVP se cuantifica basandose en una tasa de inhibicién competitiva. Sin embargo, el método de ELISA que
usa la técnica de competicion tiene mala sensibilidad y tiene limitaciones en el ensayo de una muestra a microescala
en sangre. Puesto que AVP es un péptido de bajo peso molecular, no se puede ensayar AVP en plasma con alta
sensibilidad debido a la falta de disponibilidad de un ensayo de ELISA de sandwich que use anticuerpos de
sandwich contra una pluralidad de determinantes antigénicos que permiten mayor sensibilidad. Asi, en la practica
clinica todavia se usa ampliamente un método de radioinmunoensayo que usa AVP marcada con is6topo, que se
desarrollé por Robertson et al. en 1973, como un método de ensayo de AVP en plasma (Bibliografia no de patente

1).

Se conocen como receptores de AVP un receptor de V1a, un receptor de V1b y un receptor de V2 (en lo sucesivo,
también denominados V2R). Se ha informado que el antagonista selectivo del receptor de vasopresina V2 tolvaptan
es eficaz para hiponatremia (insuficiencia cardiaca, cirrosis hepatica y el sindrome de secrecion inapropiada de
hormona antidiurética (SIADH)) (Bibliografia no de patente 2).

La incretina, un tipo de hormona gastrointestinal, es secretada del tubo digestivo en respuesta a la estimulacion de la
ingesta alimentaria y potencia la secrecion de insulina de las células beta pancreaticas. Se conocen GLP-1 y GIP
(péptido inhibidor gastrico o polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa) como las principales moléculas
activas de las hormonas incretinas. Entre ellas, el péptido GLP-1 ha recibido la mayor atencion como un regulador
de la glucosa en sangre.

GLP-1 no solo promueve la secrecion de insulina dependiente de glucosa, sino que también participa en la inhibicion
de la secrecion de glucagon de células alfa pancreaticas y ademas en la inhibicién del vaciamiento gastrico.
Ademas, GLP-1 puede actuar centralmente sobre el hipotalamo para suprimir el apetito, dando como resultado el
control de aumento de peso. Puesto que esta serie de acciones fisioldgicas provoca un efecto deseable sobre el
tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 2, se la llevado a cabo ampliamente el desarrollo de farmacos que
pretende potenciar la accion de GLP-1.

GLP-1 es secretado de células L intestinales y se convierte en GLP-1 (7-37) o GLP-1 (7-36 amida) por
procesamiento. Ambas formas tienen actividad fisiolégica equivalente contra receptores de GLP-1. En sangre, 80 %
o0 mas de las formas activas de GLP-1 son las formas GLP-1 (7-36 amida). Estos péptidos GLP-1 se denominan
"formas activas de GLP-1". La forma activa de GLP-1 se inactiva inmediatamente en GLP-1 (9-37 o 9-36 amida)
mediante la escision de su resto del extremo N por dipeptidil peptidasa-IV (DPP-IV). A este respecto, se han
desarrollado y se han usado clinicamente ampliamente (Bibliografia no de patente 3) inhibidores de DPP-IV que
pretenden potenciar la acciéon de GLP-1. Ademas, también se han desarrollado derivados de GLP-1 resistentes a
DPP-IV y funcionan como farmacos clinicos. Ademas, los agentes que dirigen la accion de potenciamiento de la
secrecion de GLP-1 también estan en ensayo clinico como farmacos antidiabéticos de ultima generacion
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(Bibliografia no de patente 4). Se espera un aumento en la demanda en un futuro cercano de un método para medir
con exactitud y rapidamente la concentracion en suero de la forma activa de GLP-1 en la determinacion del efecto de
estos farmacos potenciadores de la accién de GLP-1.

Ademas, se ha informado recientemente que la concentraciéon en suero en ayunas de la forma activa de GLP-1 es
mucho mas baja en asiaticos que en occidentales, que sugiere que se requerira un método de ensayo altamente
sensible capaz de detectar diferencias en la concentracién en suero de la forma activa de GLP-1 entre razas o entre
individuos (Bibliografia no de patente 5).

Ya se ha lanzado un kit de EIA (inmunoensayo enzimatico) basado en un método de sandwich de dos anticuerpos
como método de medicion de la concentracion en suero de la forma activa de GLP-1 antes de someterse a
degradacion. El kit existente se usa en, por ejemplo, la determinacion del efecto de inhibidores de DPP-IV que
inhiben la degradacion de GLP-1. La sensibilidad de deteccion mas baja del método de EIA existente es
aproximadamente 1-2 pM (3,3-6,6 pg/ml) para la forma activa de GLP-1 (7-36 amida) y también es del mismo nivel
para la forma de GLP-1 (7-37). Puesto que la concentracion en ayunas de la forma activa de GLP-1 es 1 pM o mas
baja en asiaticos, se requiere mayor sensibilidad para medir con exactitud la concentracion en ayunas de la forma
activa de GLP-1. A este respecto, la concentracion y purificacion de una muestra son necesarias para el kit existente
(Bibliografia no de patente 6).

La Bibliografia de patente 1 y 2 desvela células que expresan un GPCR, un canal de CNG y apoaecuorina
recombinante para medir niveles de AMPc intracelular.

La Bibliografia no de patente 7 desvela un ensayo de alto rendimiento para la monitorizacion en tiempo real de
cambios de AMPc en células vivas usando un colorante sensible al potencial de membrana fluorescente.

Lista de referencias
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Sumario de la invencion
Problema técnico a resolver

Es un objeto de la presente invencion un kit para su uso en la medicién de la cantidad de una forma activa de GLP-1
o la cantidad de AVP en una muestra biologica, que se puede usar mas convenientemente que los kits
convencionales sin el uso de un radioisétopo que requiere técnicas o equipo especiales. Ademas, es un objeto
adicional de la presente invencion proporcionar un método de diagndstico de diabetes insipida o SIADH, un método
de determinacion de cualquiera de una infusién de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar, un método de
determinacion del efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1 y un método de cribado de un
antagonista de GPCR acoplado a G.
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Solucién al problema

Los presentes inventores se centraron en la interaccion entre un receptor que altera la concentracion de AMPc
intracelular, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio y se centraron en V2R y un
receptor al que se une GLP-1 (en lo sucesivo, también denominado un receptor de GLP-1) como ejemplos del
receptor que altera la concentracién de AMPc intracelular. Los presentes inventores usaron ademas la proteina
sensible al calcio para medir la cantidad de entrada de ion de calcio en una célula estimulada por AMPc que se
forma por la unidon de ligandos a estos receptores. Como resultado, los presentes inventores han medido
satisfactoriamente las cantidades de ligandos, y, por consiguiente, completado la presente invencion.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un kit para su uso en la medicién de la cantidad de una
forma activa de GLP-1 o la cantidad de AVP en una muestra bioldgica, que comprende una célula que expresa un
GPCR acoplado a G que es un receptor de GLP-1 0 V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio.

En una realizacion preferida, el kit es para diagnosticar diabetes insipida o SIADH, para determinar cualquiera de
una infusion de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar o para determinar el efecto de un farmaco terapéutico
relacionado con GLP-1.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un método de diagndstico de diabetes insipida o SIADH,
un método de determinacion de cualquiera de una infusiéon de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar o un
método de determinacién del efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1, que comprende las
siguientes etapas (A) a (C):

(A) preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un "receptor que altera la concentracion de
AMPc", un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente
para la proteina sensible al calcio, un medio sin Ca* y una muestra derivada de la sangre de un sujeto de
prueba;

(B) afiadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A); y
(C) medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

En un tercer aspecto, la presente invenciéon proporciona un método de cribado de un antagonista de un GPCR
acoplado a G, que comprende las siguientes etapas (A') a (C'):

(A') preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un "receptor que altera la concentracion de
AMPc", un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente
para la proteina sensible al calcio, un medio sin ca®', un agonista de GPCR expresado en la célula y un
compuesto de prueba;

(B') afiadir una disolucién que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A'); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona un método de cribado de un antagonista de GPCR
acoplado a G, que comprende las siguientes etapas (A") a (C"):

(A") preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un "receptor que altera la concentracion de
AMPc", un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente
para la proteina sensible al calcio, un medio que contiene Ca®', un agonista de GPCR expresado en la
célula y un compuesto de prueba;

(B") afadir forskolina a la mezcla preparada en (A"); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.
Efectos de la invencion

Con los kits y métodos segun la presente invencion, se puede medir por procedimientos simples y seguros la
cantidad de una forma activa de GLP-1 o la cantidad de AVP en una muestra biolégica sin la necesidad de
procedimientos complicados acompafados del uso de radioisétopos.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 muestra que la luminiscencia emitida de células CHO que expresan V2R humano, canal
de CNG modificado y aecuorina modificada depende de una concentracion de AVP.
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[Figura 2] La Figura 2 muestra una cantidad de luminiscencia emitida de las células CHO que expresan un
receptor de vasopresina humana (V2R humano), canal de CNG modificado y aecuorina modificada, en
presencia de una baja dosis de AVP.

[Figura 3] La Figura 3 muestra los efectos del tiempo de incubacion sobre una cantidad de luminiscencia
emitida de las células CHO que expresan V2R humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada.

[Figura 4] La Figura 4 muestra los efectos de una cantidad de plasmido de expresiéon de V2R introducido en
una cantidad de luminiscencia emitida de las células CHO que expresan V2R humano, canal de CNG
modificado y aecuorina modificada.

[Figura 5] La Figura 5 muestra una relacion entre una densidad de células CHO que expresan V2R humano,
canal de CNG modificado y aecuorina modificada, y una cantidad de luminiscencia de las células.

[Figura 6] La Figura 6 muestra una relacion entre una densidad de células CHO que expresan V2R humano,
canal de CNG modificado y aecuorina modificada, y una cantidad de luminiscencia de las células, donde la
cantidad de luminiscencia se indica como un valor relativo que se calcula basandose en la suposicién de que
un valor relativo para cada blanco es 1.

[Figura 7] La Figura 7 muestra los efectos de una concentracion de CaCl, afiadido sobre una cantidad de
luminiscencia emitida de las células CHO que expresan V2R humano, canal de CNG modificado y aecuorina
modificada.

[Figura 8] La Figura 8 muestra que un kit proporcionado por la presente invencion es capaz de cuantificar AVP.

[Figura 9] La Figura 9 muestra la comparacion de los intervalos de medicion entre un kit proporcionado por la
presente invencion y un kit de AVP usando radioinmunoensayo.

[Figura 10] La Figura 10 muestra el ensayo de plasma individual normal y plasma con un alto nivel de AVP
usando un kit proporcionado por la presente invencion.

[Figura 11] La Figura 11 muestra la evolucién temporal de una cantidad de luminiscencia emitida de las células
CHO que expresan V2R humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada. Se muestra el cambio
dependiente del tiempo en la cantidad de luminiscencia para 0 a 5 pg/ml AVP.

[Figura 12] La Figura 12 muestra el plasmido pmCNGa2.
[Figura 13] La Figura 13 muestra el plasmido pcDNA mt s AEQ.

[Figura 14] La Figura 14 muestra la concentraciéon de un compuesto y la cantidad de luminiscencia después del
cultivo de células con un antagonista de la vasopresina (OPC-41061) en un medio que contiene calcio y la
posterior adicion de AVP 107 M.

[Figura 15] La Figura 15 muestra la concentracion de AVP y la cantidad de luminiscencia después del cultivo de
células con cada concentracion de AVP en un medio que contiene calcio y la posterior adicion de AVP 107 M
(concentracion constante).

[Figura 16] La Figura 16 muestra la concentracion de un compuesto y la cantidad de luminiscencia después del
cultivo de células con un antagonista de la vasopresina (OPC-41061) en un medio que contiene calcio, la
posterior adicion de AVP 107 My la adicion adicional de forskolina 10™ M.

[Figura 17] La Figura 17 muestra que la luminiscencia emitida de lineas celulares CHO que expresan el
receptor de GLP-1 humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada depende de la concentracién de
una forma activa de GLP-1.

[Figura 18] La Figura 18 muestra los efectos del tiempo de incubacion sobre la cantidad de luminiscencia
emitida de lineas celulares CHO que expresan receptor de GLP-1 humano, canal de CNG modificado y
aecuorina modificada.

[Figura 19] La Figura 19 muestra los efectos de la cantidad de plasmido de expresién del receptor de GLP-1
introducido sobre la cantidad de luminiscencia emitida de lineas celulares CHO que expresan receptor de GLP-
1 humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada.

[Figura 20] La Figura 20 muestra una relaciéon entre una densidad de lineas celulares CHO que expresan el
receptor de GLP-1 humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada, y la cantidad de luminiscencia
de las células.

[Figura 21] La Figura 21 muestra una relacion entre la densidad de lineas celulares CHO que expresan
receptor de GLP-1 humano, canal de CNG modificado y aecuorina modificada, y la cantidad de luminiscencia
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de las células, donde la cantidad de luminiscencia se indica como un valor relativo que se calcula basandose
en la suposicién de que un valor relativo para cada blanco es 1.

[Figura 22] La Figura 22 muestra que un kit proporcionado por la presente invencion es capaz de cuantificar
una forma activa de GLP-1.

[Figura 23] La Figura 23 muestra la comparacion de los intervalos de medicién entre un kit proporcionado por la
presente invencion y un kit existente para una forma activa de GLP-1 usando ensayo de EIA.

[Figura 24] La Figura 24 muestra un estudio sobre la especificidad de un kit proporcionado por la presente
invencion para una forma activa de GLP-1 entre péptidos relacionados con incretina.

[Figura 25] La Figura 25 muestra el ensayo de la degradacion de una forma activa de GLP-1 por la enzima
DPP-1V en plasma humano usando un kit proporcionado por la presente invencion.

[Figura 26] La Figura 26 muestra concentraciones de exenatida y GLP-1 y la cantidad de luminiscencia cuando
se afiadieron un agonista de receptor de GLP-1 Byetta (exenatida), que es un farmaco terapéutico para la
diabetes mellitus, y una forma activa de GLP-1 (7-36 amida) a las lineas celulares.

[Figura 27] La Figura 27 muestra la concentracion de un fragmento de exendina de antagonista del receptor de
GLP-1 (9-39) y la cantidad de luminiscencia después del cultivo de células con el fragmento de exendina (9-39)
y la posterior adicion de GLP-1 (7-36 amida) 10 pM (concentracion final).

[Figura 28] La Figura 28 muestra el plasmido pmCNGa2.
[Figura 29] La Figura 29 muestra el plasmido pcDNA mt sAEQ.
Descripcion detallada

1. Célula que expresa "receptor que altera la concentracion de AMPc" a la que se une sustancia fisiolégicamente
activa, canal de calcio dependiente de AMPc vy proteina sensible al calcio, y composicion y kit gue comprende la
célula

En el presente documento se desvela una célula que expresa un "receptor que altera la concentracion de AMPc" a la
que se une una sustancia fisiolégicamente activa, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible
al calcio, y una composicion y un kit que comprende la célula.

La sustancia fisiol6gicamente activa es una sustancia que ejerce accion fisioldgica o accion farmacolégica sobre los
organismos. Los ejemplos de la sustancia fisiologicamente activa incluyen aminas fisioldgicamente activas,
aminoacidos que actlan como neurotransmisores, péptidos fisiolégicamente activos (por ejemplo, vasopresina e
incretina), mediadores de lipidos y quimiocinas. Los ejemplos de la vasopresina incluyen AVP. Los ejemplos de la
hormona incretina incluyen péptidos relacionados con GLP-1 (por ejemplo, GLP-1, productos de degradaciéon de
GLP-1, GLP-2, oxintomodulina y glucagén) y farmacos de péptido fisioldgicamente activos de tipo GLP-1 (exenatida
y liraglutida).

El "receptor que altera la concentracion de AMPc" es un receptor que altera la concentraciéon de AMPc en una célula
que expresa el receptor por la uniéon de una sustancia fisioldgicamente activa como su ligando al receptor. Los
ejemplos del "receptor que altera la concentracion de AMPc" incluyen receptores cuyo segundo mensajero es AMPc,
por ejemplo, GPCR cuyo segundo mensajero es AMPc. Los ejemplos de GPCR cuyo segundo mensajero es AMPc
incluyen GPCR acoplado a G.

Ejemplos de GPCR acoplado a G incluyen un receptor de vasopresina V2 y un receptor de GLP-1.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un kit que comprende una célula que expresa un GPCR
acoplado a G que es un receptor de GLP-1 o V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible
al calcio, para su uso en la medicién de la cantidad de una forma activa de GLP1 o la cantidad de AVP en una
muestra biologica.

Aparte de la realizacion, tedéricamente, se puede cuantificar un ligando que se une a GPCR acoplado a Gq usando
una célula que expresa GPCR acoplado a Gq y una proteina sensible al calcio. Especificamente, la entrada de ion
de calcio desde el canal IP3 del reticulo endoplasmico en el citoplasma estimulada por la union del ligando a GPCR
acoplado a Gq se puede detectar usando la proteina sensible al calcio para cuantificar el ligando. Sin embargo, el
ligando se puede cuantificar con mayor sensibilidad usando la célula que expresa el GPCR acoplado a G, un canal
de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, como esta comprendido en la realizacion. Por
ejemplo, se puede detectar AVP con mayor sensibilidad por un sistema para detectar AVP usando una célula que
expresa el GPCR acoplado a G V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio que
por un sistema para detectar AVP usando una célula que expresa el GPCR acoplado a Gq V1a (o V1b) y una
proteina sensible al calcio.
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La sustancia fisiolégicamente activa se puede asociar a una enfermedad. Como se usa en el presente documento, la
enfermedad asociada a la sustancia fisiolégicamente activa es una enfermedad en la que participa la sustancia
fisioldgicamente activa. Los ejemplos de la enfermedad asociada a la sustancia fisioldgicamente activa incluyen una
enfermedad que se desarrolla debido a una cantidad anormalmente grande o pequefia de la sustancia
fisioldgicamente activa, una enfermedad cuya afeccion patoldgica progresa debido a una cantidad anormalmente
grande o pequefia de la sustancia fisioldgicamente activa, una enfermedad que se desarrolla debido a una ausencia
de funciones normales ejercidas por la sustancia fisiolégicamente activa, y una enfermedad cuya afeccion patolégica
progresa debido a una ausencia de funciones normales ejercidas por la sustancia fisioldgicamente activa. Los
ejemplos de la enfermedad asociada a la sustancia fisiolégicamente activa incluyen el sindrome de la secrecion
inapropiada de hormona antidiurética (en lo sucesivo, también denominado ADH), diabetes insipida y diabetes de
mellitus de tipo 2.

En una realizacion, el kit que comprende la célula que expresa un GPCR acoplado a G que es un receptor de GLP-1
o V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, proporcionado por la presente
invencion, puede ser un kit para diagnosticar una enfermedad asociada a la sustancia fisiolégicamente activa.

2. Célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicién vy kit
que comprende la célula

En una realizacion, la presente invencién proporciona un kit que comprende una célula que expresa V2R, un canal
de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

V2R es un tipo de receptor al que se une AVP. Este receptor aumenta AMPc activando la adenilato ciclasa. El origen
de V2R es un mamifero. El origen puede ser, por ejemplo, un humano, un ratén, bovino o una rata. Ademas, V2R
puede tener uno o varios (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) aminoacidos modificados (afiadidos, sustituidos,
delecionados) apropiadamente en la secuencia de aminoacidos, o V2R puede ser una proteina que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas,
0 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de V2R natural; se une a AVP; y tiene la funcion de
aumentar AMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa.

V2R puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 1. Ademas, V2R
puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o
mas, 90 % o mas, 95% o mas, 98 % o mas, o 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID N°: 1; se une a AVP; y tiene la funcion de aumentar AMPc mediante la activacion de la
adenilato ciclasa.

Como se usa en el presente documento, AVP deriva de un mamifero. AVP puede derivar de, por ejemplo, un
humano, un ratén, bovino o una rata. AVP puede tener uno o varios (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10)
aminoacidos modificados (afiadidos, sustituidos, delecionados) apropiadamente en la secuencia de aminoacidos, o
puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o
mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, o0 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de AVP
natural; se une a V2R; y tiene la funcion de aumentar AMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa.

El canal de calcio dependiente de AMPc es un canal que cambia la cantidad de entrada de ion de calcio en una
célula en respuesta al cambio en la concentracion de AMPc, e incluye canales que aumentan la cantidad de entrada
de ion de calcio en una célula en respuesta al aumento en la concentracion de AMPc. Los ejemplos del canal de
calcio dependiente de AMPc incluyen un canal de calcio CNG (canal de iones regulado por nucleétidos ciclicos). El
canal de iones CNG puede tener uno o varios (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) aminoacidos modificados
(afiadidos, sustituidos, delecionados) en la secuencia de aminoacidos y se puede modificar (incluyendo sustituir,
afadir y delecionar) de forma que presente, por ejemplo, mayor sensibilidad a AMPc que GMPc. El canal de iones
CNG puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas,
85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 0 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos del
canal de iones CNG natural y aumenta la cantidad de entrada de ion de calcio en una célula en respuesta al
aumento en la concentracion de AMPc. Los ejemplos de la modificacién incluyen la sustitucion de la 4602 cisteina en
un canal de iones CNG de ratén con triptéfano, la sustitucion del 583° acido glutamico en un canal de iones CNG de
ratén con metionina, la sustitucion de la 5372 treonina en un canal de iones CNG bovino con serina, metionina,
valina, o alanina, y sus combinaciones. Estas sustituciones ejemplificadas anteriormente también son aplicables a la
sustitucién de aminoacidos en sitios correspondientes en otras especies de animal. Por ejemplo, la treonina en un
canal de iones CNG de ratéon correspondiente a la 5372 treonina en el canal de iones CNG bovino se puede sustituir
con serina, metionina, valina o alanina. Dicha sustituciéon se puede realizar en una o mas posicion (posiciones). Por
ejemplo, se realiza la sustitucion de la 4602 cisteina en el canal de iones CNG de raton con triptéfano, y también se
puede realizar la sustitucion del 583° acido glutamico con metionina.

El canal de iones CNG puede consistir en una subunidad a y/o una subunidad . Puede ser de cualquier
constitucion, por ejemplo, consistir en al menos una subunidad seleccionada del grupo que consiste en una
subunidad a2, una subunidad a3, una subunidad a4 y una subunidad $1b. Ademas, la subunidad se puede modificar
como se ha descrito anteriormente.
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El canal de iones CNG es de origen mamifero. El origen puede ser, por ejemplo, un humano, un ratén, bovino, una
rata o un cerdo. El canal de iones CNG puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID N°: 2. Ademas, el canal de iones CNG puede ser una proteina que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 0 99 % o mas
de identidad con la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 2 y aumenta la cantidad de entrada de
ion de calcio en una célula en respuesta al aumento en la concentracién de AMPc.

La proteina sensible al calcio incluye proteinas cuya estructura cambia en respuesta al calcio, e incluye proteinas
que emiten luminiscencia en respuesta al calcio y proteinas que actian como un denominado sensor de calcio.

Los ejemplos de la proteina sensible al calcio incluyen aecuorina, cameleon (Invitrogen Corp.), Case12 (Evrogen),
una proteina que comprende dos GFP que se diferencian en color, unidos a calmodulina sensible al calcio y una
secuencia parcial de cinasa de cadena ligera de miosina que se une a ella, una proteina sensible al calcio que
comprende calmodulina unida a entre los restos 144° y 146° en la secuencia de aminoacidos de GFP, y una proteina
de sonda N° G3-85 o A1-2 descrita en la publicacién de solicitud de patente japonesa 2002-153279, y sus
apoproteinas, si las hay, (por ejemplo, apoaecuorina).

La secuencia de aminoacidos de la proteina sensible al calcio se puede modificar (afadir, sustituir, delecionar)
apropiadamente segun el fin o se puede modificar para aumentar la cantidad de luminiscencia y/o para mejorar una
relacion SN. La modificacion incluye la adicion, sustitucion y delecién de uno o varios (por ejemplo, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9 o 10) aminoacidos en la secuencia de aminoacidos, y la modificacion a una proteina que consiste en una
secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas o
99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de la proteina sensible al calcio natural y emite
luminiscencia en respuesta al calcio. Por ejemplo, la proteina sensible al calcio se puede modificar de forma que su
gen se optimice para uso de codones humanos y tenga una sefial de direccionamiento mitocondrial.

La proteina sensible al calcio puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID N°: 3. Ademas, la proteina sensible al calcio puede ser una proteina que consiste en una secuencia de
aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 0 99 % o mas
de identidad con la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3 y emite luminiscencia en respuesta al
calcio.

La célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, como esta
comprendida en el kit de la presente invencion, expresa transitoria o establemente cada uno de V2R, el canal de
calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio.

La célula puede ser una linea celular tal como una célula CHO, una célula HEK293 o una célula 3T3.

Por ejemplo, la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio,
como esta comprendida en el kit de la presente invencién, puede ser una célula CHO que expresa establemente
cada proteina, en la que V2R consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N° 1, el canal de
calcio dependiente de AMPc es un canal de iones CNG modificado que consiste en la secuencia de aminoacidos
representada por SEQID N°% 2 y la proteina sensible al calcio es apoaecuorina modificada que consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3. Ademas, la célula que expresa V2R, un canal de calcio
dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencion,
puede ser, por ejemplo, una célula CHO que expresa establemente V2R, el canal de calcio dependiente de AMPc y
la proteina sensible al calcio, cada uno de los cuales es una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos
que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 0 99 % o mas de identidad
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1-3 y mantiene las funciones de V2R, el canal de calcio
dependiente de AMPc o la proteina sensible al calcio.

Ademas, se puede usar una célula que expresa naturalmente una o mas proteinas seleccionadas del grupo que
consiste en V2R, el canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio. En este caso, la célula que
expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, como esta comprendida en
el kit de la presente invencion, también se puede preparar forzando a la célula a expresar transitoria o establemente
la(s) proteina(s) que no son expresadas en la célula. Los ejemplos de dicha célula incluyen una célula derivada de
rindn que expresa endégenamente V2R que es forzado a expresar transitoria o establemente cada uno del canal de
calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio y una célula derivada de tejido olfativo que expresa
endégenamente el canal de iones CNG que es forzado a expresar transitoria o establemente cada uno de V2R y la
proteina sensible al calcio.

Se pueden crioconservar la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencién. La crioconservacion se puede realizar a
-20°C a -80°C, por ejemplo -80°C, en una disolucion de crioconservacion de células. La disoluciéon de
crioconservacion de células incluye CELLBANKER (R) (Nippon Zenyaku Kogyo Co., Ltd.), BAMBANKER (R)
(Lymphotec Inc.), Cellvation (R) (CELOX LABORATORIES, Inc.), CryoStor (R) (BIOLIFE SOLUTIONS Ltd.). Las
células se pueden crioconservar en un gran nimero del mismo lote de manera que se reduzca drasticamente un
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error de medicion derivado de la célula entre las composiciones o kits. Como resultado, se puede mejorar la
reproducibilidad de los resultados de medicion. Ademas, la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio, como estd comprendida en el kit de la presente invencion, mantiene
sensibilidad suficiente para detectar AVP presente en sangre humana, incluso después de que se crioconserve y
descongele usando un bafo caliente. Ademas, después de la descongelacion, la célula se transfiere simplemente a
un recipiente apropiado y se cultiva durante aproximadamente 3 horas en un medio apropiado, y el estado de la
célula no se deteriora por un reactivo afiadido para detectar AVP, o por componentes derivados de sangre humana.

Se puede usar una composicion que comprende la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de
AMPc y una proteina sensible al calcio, como se ha descrito anteriormente, para medir la cantidad de AVP in vitro,
para determinar cualquiera de una infusion de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar, para medir la actividad
de un agonista o antagonista de V2R, para diagnosticar una enfermedad asociada a AVP, para determinar un
humano que tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a AVP y/o para determinar el efecto
terapéutico sobre un humano en tratamiento.

Por consiguiente, en el presente documento se desvelan una composiciéon y un kit para medir la cantidad de AVP
in vitro, para determinar cualquiera de una infusion de liquido hipotdnico o hiperténico a seleccionar, para medir la
actividad de un agonista o antagonista de V2R, para diagnosticar una enfermedad asociada a AVP, para determinar
un humano que tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a AVP o para determinar el efecto
terapéutico sobre un humano en tratamiento de una enfermedad asociada a AVP, que comprende la célula que
expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

La célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio es como se ha
descrito anteriormente.

La enfermedad asociada a AVP incluye una enfermedad que implica la producciéon o accion anormal de AVP. Los
ejemplos de la enfermedad asociada a AVP incluyen el sindrome de secrecion inapropiada de hormona antidiurética
(en lo sucesivo, también denominada ADH) (en lo sucesivo, también denominado SIADH) y diabetes insipida.

SIADH es una enfermedad que se desarrolla debido a la secrecion inapropiadamente creciente de AVP o
sensibilidad renal anormalmente elevada a AVP. Normalmente, SIADH no ocurre como una unica enfermedad y se
desarrolla como una complicacién o sintoma parcial de una enfermedad diferente. Por ejemplo, SIADH se desarrolla
en asociacion con enfermedades tales como enfermedades pulmonares (por ejemplo, neumonia y tuberculosis
pulmonar), enfermedades nerviosas centrales (por ejemplo, meningitis) y tumores productores de hormona
antidiurética ectopica (por ejemplo, cancer de pulmoén (por ejemplo, cancer de pulmén de células pequefias) y cancer
pancreatico) o en asociacion con tratamiento con farmacos (por ejemplo, tratamiento con vincristina y clofibrato).
SIADH se diagnostica basandose en, por ejemplo, los siguientes criterios de diagndstico (Tabla 1).

[Tabla 1]

Criterios para diagnosticar SIADH

Pasajes de la guia del diagnéstico de sindrome de secrecion inapropiada de vasopresina (SIADH)™®

|. Sintoma principal

1. Sintomas de hiponatremia tales como fatiga, pérdida de apetito y alteracion de la consciencia, que no son
especificos

2. No se encuentra deshidratacion
II. Resultados del examen
1. Hiponatremia: concentracion de sodio en suero que se encuentra por debajo de 135 meg/l

2. Nivel de vasopresina en plasma: el nivel de sodio en suero es inferior a 135 meqg/l y el nivel de vasopresina en
plasma es igual a o superior a la sensibilidad de medicion.

**3. Baja osmolalidad en plasma: la osmolalidad en plasma se encuentra por debajo de 280 mOsm/kg
4. Hiperestenuria: la osmolalidad en orina supera 300 mOsm/kg

5. Sustentacion de la natriuresis: la concentracion de sodio en orina es 20 meg/l o mayor

6. Funcion renal normal: el nivel de creatinina en suero es 1,2 mg/dl o inferior.

7. Funcion adrenocortical normal: el nivel de cortisol en suero es 6 pg/dl o superior.
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[Criterios de diagnostico]
El diagnostico definitivo se hace cuando estan presentes los resultados 1 a 7 de 1l y no se encuentra deshidratacion.
[Diagnéstico diferencial] Se excluyen los siguientes que conducen a hiponatremia:

1. Hiponatremia con un exceso de un liquido extracelular: Insuficiencia cardiaca, cirrosis hepatica durante la
retencion ascitica y sindrome nefrético

2. Hiponatremia con una sustancial fuga de sodio: pérdida de sodio renal, diarrea y vomitos

**Nota) Health and Labour Sciences Research Grants for Research on Measures for Intractable Diseases from the
Ministry of Health, Labour and Welfare of Japan Survey and Research on Diencephalic-Pituitary Dysfunction: 2008
Annual Report of Research: March 2009: p. 124

La diabetes insipida es una enfermedad que implica la excesiva miccién resultante de la reducida sintesis o accion
de AVP. La diabetes insipida incluye diabetes insipida central y diabetes insipida renal. La diabetes insipida central
se diagnostica por, por ejemplo, 1. confirmacion de la excesiva miccién (3 I/dia o mas), 2. analisis de orina: negativo
para glucosa en orina y bala osmolalidad de la orina, 3. confirmacion de la disfuncién secretora de AVP por un
ensayo de carga con 5 % de solucion salina hipertonica, 4. busqueda de una lesiéon en una region del hipotalamo o
la glandula pituitaria por obtencion de imagenes de diagnéstico (MRI), y 5. confirmaciéon de la capacidad para
concentrar la orina por administraciéon de desmoresina.

La cantidad de AVP se puede medir in vitro usando el siguiente evento:

Cuando esta presente AVP en una muestra biolégica, AVP aumenta AMPc actuando sobre el V2R expresado en la
célula como esta comprendido en el kit de la presente invenciéon. Como resultado, el canal de iones CNG se activa
de manera que aumenta la entrada de calcio en la célula. Asi, la proteina sensible al calcio emite luminiscencia. Esto
significa que la presencia de AVP en la muestra se representa por la luminiscencia de la proteina sensible al calcio
como salida.

En una realizacion de la presente invencion, el uso del kit proporcionado por la presente invenciéon basado en el
fendmeno descrito anteriormente puede medir la cantidad de AVP en una muestra biologica.

Como se usa en el presente documento, la muestra bioldgica incluye muestras derivadas de organismos tales como
sangre, orina y una muestra preparada a partir de sangre o sangre e incluye, por ejemplo, sangre humana, una
muestra preparada a partir de sangre humana, orina humana y una muestra preparada a partir de orina humana. La
muestra bioldgica se puede diluir apropiadamente con una disoluciéon acuosa apropiada. Por ejemplo, una muestra
de orina humana se puede diluir 4 a 20 veces con solucién salina fisiolégica y usar con el kit proporcionado por la
presente invencion.

Usando el kit proporcionado por la presente invencion, la cantidad de AVP en sangre humana u orina se puede
medir usando el evento para diagnosticar que un sujeto de prueba tiene una enfermedad asociada a AVP (por
ejemplo, diabetes insipida o SIADH) o no.

Por ejemplo, cuando se sospecha que un sujeto de prueba tiene SIADH, se puede diagnosticar que el sujeto de
prueba tiene SIADH o no por uso del evento descrito en (1) usando el kit proporcionado por la presente invencion
midiendo la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula tratada con una muestra
de sangre del sujeto de prueba y la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula
tratada con la misma cantidad de una muestra de sangre de un individuo normal (estandar) que la de la muestra de
sangre del sujeto de prueba. Por ejemplo, cuando la cantidad de luminiscencia emitida de la célula tratada con la
muestra de sangre del sujeto de prueba es superior a la emitida de la célula tratada con la muestra de sangre del
individuo normal (estandar), se puede determinar que la concentracion en suero de AVP del sujeto de prueba es
superior a la del individuo normal. Esto constituye motivos para el diagnéstico de SIADH del sujeto de prueba.

Ademas, por ejemplo, cuando se sospecha que un sujeto de prueba tiene diabetes insipida, se puede diagnosticar
que el sujeto de prueba tiene diabetes insipida o no por uso del evento descrito en (1) usando el kit proporcionado
por la presente invencién midiendo la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula
tratada con una muestra de sangre del sujeto de prueba y la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al
calcio emitida de la célula tratada con la misma cantidad de una muestra de sangre de un individuo normal
(estandar) que la de la muestra de sangre del sujeto de prueba. Por ejemplo, cuando la cantidad de luminiscencia
emitida de la célula tratada con la muestra de sangre del sujeto de prueba es inferior a la emitida de la célula tratada
con la muestra de sangre del individuo normal (estandar), se puede determinar que la concentracién en suero de
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AVP del sujeto de prueba es mas baja que la del individuo normal. Esto constituye motivos para el diagndstico de
diabetes insipida del sujeto de prueba.

Para la medicion de la cantidad de luminiscencia, se prefiere medir el valor integrado durante el tiempo dado. Por
ejemplo, el valor integrado se puede medir durante 5 segundos, 10 segundos, 15 segundos, 20 segundos, 30
segundos, 40 segundos, 50 segundos, o 1 minuto.

Cuando se administra una infusion de fluido a un paciente diagnosticado de SIADH usando el kit proporcionado por
la presente invencién, se selecciona una infusién de fluido hiperténico. Cuando se administra una infusion de fluido a
un paciente diagnosticado de diabetes insipida usando el kit proporcionado por la presente invencion, se selecciona
una infusion de fluido hipotoénico. Por consiguiente, el kit proporcionado por la presente invencion se usa para
determinar cualquiera de una infusion de fluido hipotdnico o una infusién de fluido hiperténico a administrar a un
paciente.

Ademas, la cantidad de AVP en sangre humana u orina se puede medir usando el kit proporcionado por la presente
invencion para determinar un humano que tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a AVP, por
ejemplo, un humano que tiene un alto riesgo de desarrollar SIADH o diabetes insipida.

Por ejemplo, cuando la concentracion en suero de AVP medida usando el kit proporcionado por la presente
invencion en el examen médico es inferior al valor numérico de un paciente con SIADH y superior al valor numérico
de un individuo normal, se puede determinar que es persona es un humano que tiene un alto riesgo de desarrollar
SIADH. Cuando la concentracion en suero de AVP es superior al valor numérico de un paciente con diabetes
insipida e inferior al valor numérico de un individuo normal, se puede determinar que esta persona es un humano
que tiene un alto riesgo de desarrollar diabetes insipida. Ademas, cuando la concentracién en suero de AVP
aumenta gradualmente con el tiempo, se puede determinar que esta persona es un humano que tiene un alto riesgo
de desarrollar SIADH. Cuando la concentracion en suero de AVP disminuye gradualmente con el tiempo, se puede
determinar que esta persona es un humano que tiene un alto riesgo de desarrollar diabetes insipida.

Ademas, la cantidad de AVP en sangre humana u orina se puede medir usando el kit proporcionado por la presente
invencion para determinar la eficacia de tratamiento para un humano en tratamiento de una enfermedad asociada a
AVP, por ejemplo, un humano con SIADH o diabetes insipida en tratamiento de la misma.

Por ejemplo, se pueden medir la concentracion de AVP en muestras de sangre recogidas del mismo individuo tanto
antes como después del tratamiento y el cambio dependiente del tiempo en la concentracion usando el kit
proporcionado por la presente invencién para determinar la presencia o ausencia de eficacia del tratamiento. Por
ejemplo, cuando la concentracién en suero de AVP medida usando el kit proporcionado por la presente invencion es
inferior después del tratamiento que antes del tratamiento, se puede determinar que es eficaz el tratamiento de
SIADH. Cuando la concentracién en suero de AVP es superior después del tratamiento que antes del tratamiento, se
puede determinar que es eficaz el tratamiento de diabetes insipida.

La actividad de un agonista o antagonista de V2R se puede medir usando el kit proporcionado por la presente
invencion. Por ejemplo, la actividad de un agonista de V2R se puede medir afiadiendo el agonista de V2R a la
composicion como esta comprendida en el kit de la presente invencion en ausencia de AVP y cuantificando la
luminiscencia de la proteina sensible al calcio. Ademas, por ejemplo, la actividad de un antagonista de V2R se
puede medir afiadiendo el antagonista de V2R a la composicion como esta comprendida en el kit de la presente
invencion en presencia de AVP y cuantificando la luminiscencia de la proteina sensible al calcio.

Un kit que comprende una composicion que comprende la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio proporcionado por la presente invencién puede comprender ademas al
menos un seleccionado del grupo que consiste en un medio para cultivo celular, una disolucion de deteccion, un
sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio o una disolucién acuosa del mismo, una placa para cultivo
celular o un tubo de ensayo, AVP o una disolucién acuosa del mismo y un suero de control humano normal.

El kit se puede preparar apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, cada sustancia que constituye
el kit y la composicidon se envasan individualmente, y estos envases se pueden poner juntos en un recipiente tal
COmo una caja para preparar un Kit.

La composicion que comprende la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio, como esta comprendidos en el kit de la presente invencién, se puede preparar apropiadamente, y
se prepara, por ejemplo, suspendiendo la célula a una densidad de 3 X 10° células/ml en una disolucion acuosa.

El medio para cultivo celular es adecuado para mantener la célula proporcionada por la presente invencién. EI medio
para cultivo celular puede ser sin Ca** o sin Ca*/Mg*".

La disolucién de deteccion puede contener CaCly, azul de tripano, un catiéon que es capaz de causar la luminiscencia
de aecuorina y se puede sustituir por calcio (por ejemplo, un ion de cadmio o un ion de estroncio), un ion de
magnesio, un ion de cinc, un ion de sulfato y/o un ion de carbonato. Las concentraciones de CaCl; y azul de tripano
se pueden ajustar apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la concentracion de CaCl; es 9 a 100
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mM, y la concentracion de azul de tripano es 0,001 a 0,010 %. La disolucion de deteccion es, por ejemplo, una
disolucion acuosa que contiene CaCl, 9 mM y 0,002 % de azul de tripano. La concentracion final de CaCl, cuando
se mide la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio se puede establecer a 3 a 33 mM. Ademas, la
disolucion de deteccion puede contener un catién que se puede sustituir por calcio, un ion de magnesio, un ion de
cinc, un ion de sulfato y/o un ion de carbonato, por ejemplo, disolviendo el catién que se puede sustituir por calcio, €l
ion de magnesio, el ion de cinc, el ion de sulfato y/o el ion de carbonato en la disolucion de deteccion.

El sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio incluye coelenteracina o un derivado de coelenteracina
que sirve de sustrato luminiscente para aecuorina. El derivado de coelenteracina incluye ViviRen (R), (Promega
Corp.:  éster 8-bencil-2-(4-hidroxibencil)-6-(4-hidroxifenil)imidazo[1,2-a]pirazin-3-butiriloximetilico). Se puede
establecer apropiadamente la concentracion del sustrato luminiscente (por ejemplo, ViviRen) para la proteina
sensible al calcio. La disolucién acuosa del sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio es, por ejemplo,
una disolucién acuosa de ViviRen 4 mM (Promega Corp.).

Los ejemplos de la placa para cultivo celular incluyen los que permiten la medicion de la cantidad de luminiscencia
usando un luminémetro, por ejemplo, una placa de 96 pocillos que permite el cultivo celular.

El tubo de ensayo se puede seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar
un tubo de ensayo adecuado para un aparato para medir la luminiscencia emitida de la proteina sensible al calcio.

Se puede usar AVP como agonista de V2R. Se puede usar AVP como control positivo. AVP puede ser AVP humano.
La concentracion de AVP se puede preparar apropiadamente por los expertos en la técnica.

El suero de control humano normal se puede usar como control negativo y se puede preparar apropiadamente por
los expertos en la técnica.

El kit proporcionado por la presente invencion también es Util para ayuda de diagndstico que ayuda a un médico a
diferenciar una enfermedad asociada a AVP (por ejemplo, SIADH o diabetes insipida) de otras enfermedades en
vista de los sintomas clinicos del paciente y/u otros resultados de examenes. Por ejemplo, la medicion de la cantidad
de AVP en una muestra de sangre de un paciente que presenta sintomas de SIADH usando el kit proporcionado por
la presente invencion puede ser util para el diagnédstico diferencial entre SIADH e insuficiencia cardiaca. Ademas, la
medicion de la cantidad de AVP en una muestra de sangre de un paciente que presenta sintomas de diabetes
insipida usando el kit proporcionado por la presente invencion puede ser Util para el diagnoéstico diferencial entre
diabetes insipida y polidipsia primaria.

El kit que comprende la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al
calcio, proporcionado por la presente invencion, es capaz de detectar AVP, un agonista de V2R o un antagonista de
V2R con alta sensibilidad.

Por consiguiente, el kit proporcionado por la presente invencién no incluye preferentemente un instrumento o un
aparato para concentrar AVP, un agonista de V2R o un antagonista de V2R de una muestra bioldgica (por ejemplo,
columnas (por ejemplo, columnas C18 tales como columnas Sep-Pak C18) o un aparato de ultrafiltracion).

3. Célula que expresa receptor de GLP-1, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, vy
composicion y kit gue comprende la célula

En una realizacion, la presente invencién proporciona un kit que comprende una célula que expresa un receptor de
GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

El receptor de GLP-1 es un tipo de receptor al que se une un péptido GLP-1. Este receptor aumenta AMPc,
activando la adenilato ciclasa. El origen del receptor de GLP-1 es un mamifero. El origen puede ser, por ejemplo, un
humano, un ratéon, bovino o una rata. Ademas, el receptor de GLP-1 puede tener uno o varios (por ejemplo, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 0 10) aminoacidos modificados (afiadidos, sustituidos, delecionados) apropiadamente en la secuencia de
aminoacidos, o el receptor de GLP-1 puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que
tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, o 99 % o mas de identidad con
la secuencia de aminoacidos del receptor de GLP-1 natural; se une a GLP-1; y tiene la funcion de aumentar AMPc
mediante la activacion de la adenilato ciclasa.

El receptor de GLP-1 puede ser una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 8.
Ademas, el receptor de GLP-1 puede ser una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene
70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, o0 99 % o mas de identidad con la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 8; se une a GLP-1; y tiene la funcion de aumentar AMPc
mediante la activacion de la adenilato ciclasa.

Como se usa en el presente documento, el péptido relacionado con GLP-1 deriva de un mamifero. El péptido
relacionado con GLP-1 puede derivar de, por ejemplo, un humano, un ratén, bovino, una rata o un conejo. GLP-1
puede tener uno o varios (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) aminoacidos modificados (afiadidos, sustituidos,
delecionados) apropiadamente en la secuencia de aminoacidos o puede tener un grupo modificador tal como un
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acido graso introducido en un aminoacido en el péptido. Alternativamente, GLP-1 puede ser una proteina que
consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o
mas, 98 % o mas, o 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de GLP-1 natural; se une a un
receptor de GLP-1; y tiene la funcion de aumentar AMPc mediante la activacion de la adenilato ciclasa. Ademas, el
farmaco de péptido fisiolégicamente activo de tipo GLP-1 puede derivar de, por ejemplo, un lagarto o puede ser una
proteina que tiene 50, 60, 70, 80, 90, 95 o0 98 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos con GLP-1
natural; se une a un receptor de GLP-1; y tiene la funcidon de aumentar AMPc mediante la activacion de la adenilato
ciclasa. Los ejemplos del farmaco de péptido fisioldgicamente activo de tipo GLP-1 incluyen exenatida y liraglutida.

Se puede usar lo descrito anteriormente en "2. Célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y
proteina sensible al calcio, y composicion y kit que comprende la célula" como el canal de calcio dependiente de
AMPc y la proteina sensible al calcio.

La célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al
calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencién, expresa transitoria o establemente cada uno del
receptor de GLP-1, el canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio. La célula puede ser una
linea celular tal como una célula CHO, una célula HEK293 o una célula 3T3. Por ejemplo, la célula que expresa un
receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, como esta
comprendida en el kit de la presente invencién, puede ser una célula CHO que expresa establemente cada proteina,
en el que el receptor de GLP-1 consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 8, el canal de
calcio dependiente de AMPc es el canal de iones CNG modificado que consiste en la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID N°: 2, y la proteina sensible al calcio es apoaecuorina modificada que consiste en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3. Ademas, la célula del receptor de GLP-1, como esta
comprendida en el kit de la presente invencion, puede ser, por ejemplo, una célula CHO que expresa establemente
el receptor de GLP-1, el canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio, cada uno de los
cuales es una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 70 % o mas, 80 % o mas, 85 % o
mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, o0 99 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de SEQ ID N°: 8, 2 y 3 y mantiene las funciones del receptor de GLP-1, el canal de calcio dependiente de
AMPc o la proteina sensible al calcio.

Ademas, se puede usar una célula que expresa naturalmente una o mas proteinas seleccionadas del grupo que
consiste en el receptor de GLP-1, el canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al calcio. En este
caso, la célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible
al calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencion, también se puede preparar forzando a la célula
a expresar transitoria o establemente la(s) proteina(s) que no son expresadas en la célula. Los ejemplos de dicha
célula incluyen una célula derivada de pancreas que expresa endégenamente el receptor de GLP-1 que es forzado a
expresar transitoria o establemente cada uno del canal de calcio dependiente de AMPc y la proteina sensible al
calcio y una célula derivada de tejido olfativo que expresa endégenamente el canal de iones CNG que es forzada a
expresar transitoria o establemente cada uno del receptor de GLP-1 y la proteina sensible al calcio.

Se puede crioconservar la célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una
proteina sensible al calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencién. La crioconservacion se puede
llevar a cabo similarmente a la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio como se ha descrito anteriormente en "2. Célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente de
AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y kit que comprende la célula”.

La célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al
calcio, como esta comprendida en el kit de la presente invencién, mantiene sensibilidad suficiente para detectar
GLP-1 presente en sangre humana, incluso después de que se crioconserve y descongele usando un bafio caliente.
Ademas, después de descongelar, la célula se transfiere simplemente a un recipiente apropiado y se cultiva durante
varias horas en un medio apropiado, y el estado de la célula no se deteriora por un reactivo afadido para detectar
GLP-1, o por componentes derivados de sangre humana.

En el presente documento se desvelan una composicién y un kit para medir la cantidad de una forma activa de
GLP-1 in vitro, para medir la actividad de un agonista o antagonista de receptor de GLP-1 o para determinar el efecto
terapéutico sobre un humano en el tratamiento de una enfermedad asociada a GLP-1, que comprende la célula que
expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

La célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al
calcio es como se ha descrito anteriormente.

La enfermedad asociada a GLP-1 incluye una enfermedad que se trata deseablemente por potenciamiento en la
accion de GLP-1, tal como diabetes mellitus de tipo 2.

En el tratamiento de la diabetes mellitus de tipo 2, se usa un inhibidor de DPP-IV, que es una enzima degradadora
de GLP-1, con el fin de potenciar la accion de GLP-1. Alternativamente, se usa un analogo de GLP-1 que tiene
resistencia a la degradacion por DPP-IV en el tratamiento de la misma.
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La cantidad de GLP-1 se puede medir in vitro usando el siguiente evento:

Cuando la forma activa de GLP-1 esta presente en una muestra bioldgica, la forma activa de GLP-1 aumenta AMPc
actuando sobre el receptor de GLP-1 expresado en la célula como esta comprendida en el kit de la presente
invencion. Como resultado, el canal de iones CNG se activa de manera que aumenta la entrada de calcio en la
célula. Asi, la proteina sensible al calcio emite luminiscencia. Esto significa que la presencia de la forma activa de
GLP-1 en la muestra se representa por la luminiscencia de la proteina sensible al calcio como salida.

La cantidad de la forma activa de GLP-1 en una muestra bioldgica se puede medir por el uso del evento usando el kit
proporcionado por la presente invencion.

La muestra biolégica es como se ha descrito anteriormente en "2. Célula que expresa V2R, canal de calcio
dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y kit que comprende la célula”.

Ademas, se puede ensayar la forma activa de GLP-1 en sangre humana u orina usando el kit proporcionado por la
presente invencion para determinar la eficacia de tratamiento para un humano en tratamiento de una enfermedad
asociada a GLP-1, por ejemplo, un humano con diabetes mellitus de tipo 2 en tratamiento que aumenta la cantidad
de una forma activa de GLP-1.

Por ejemplo, se pueden medir la concentracion de la forma activa de GLP-1 en muestras de sangre recogidas del
mismo individuo tanto antes como después del tratamiento, y el cambio dependiente del tiempo en la concentracion
usando el kit proporcionado por la presente invencién para determinar la presencia o ausencia de eficacia del
tratamiento. Por ejemplo, cuando la concentracion en suero de la forma activa de GLP-1 medida usando la
composicion como esta comprendida en el kit de la presente invencién es mayor después del tratamiento que antes
del tratamiento, se puede determinar que es eficaz un farmaco terapéutico que aumenta la cantidad de una forma
activa de GLP-1 (por ejemplo, un inhibidor de DPP-IV).

Se puede medir la actividad de un agonista o antagonista de GLP-1 usando el kit proporcionado por la presente
invencion. Por ejemplo, se puede medir la actividad de un agonista de GLP-1 afiadiendo el agonista de GLP-1 a la
composicion como esta comprendida en el kit de la presente invencion en ausencia de GLP-1 y cuantificando la
cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio. Ademas, por ejemplo, se puede medir la actividad de un
antagonista de GLP-1 afiadiendo el antagonista de GLP-1 a la composicién como esta comprendida en el kit de la
presente invencion en presencia de GLP-1 y cuantificando la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al
calcio.

Un kit que comprende una composicién que comprende la célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de
calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio puede comprender ademas al menos uno
seleccionado de un medio para cultivo celular, una disolucién de deteccion, un sustrato luminiscente para la proteina
sensible al calcio o una disolucién acuosa del mismo, una placa para cultivo celular o un tubo de ensayo, GLP-1 o
una disolucion acuosa del mismo y un plasma de control humano normal.

El kit se puede preparar apropiadamente por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se envasan individualmente
cada sustancia que constituye el kit y la composicion, y estos envases se pueden poner juntos en un recipiente tal
Ccomo una caja para preparar un Kit.

Se puede usar GLP-1 como un agonista de receptor de GLP-1. Se puede usar GLP-1 como control positivo. GLP-1
puede ser GLP-1 derivado de humano. La concentracion de GLP-1 se puede ajustar apropiadamente por los
expertos en la técnica.

Las otras sustancias contenidas en el kit se pueden preparar con referencia a la descripcion de "2. Célula que
expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y kit que comprende
la célula".

El kit que comprende la célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una
proteina sensible al calcio, proporcionado por la presente invencion, es capaz de detectar GLP-1, un agonista de
receptor de GLP-1 o un antagonista de receptor de GLP-1 con alta sensibilidad.

Por consiguiente, el kit proporcionado por la presente invencién no incluye preferentemente un instrumento o un
aparato para concentrar GLP-1, un agonista de receptor de GLP-1 o un antagonista de receptor de GLP-1 de una
muestra biolégica (por ejemplo, columnas (por ejemplo, columnas C18 tales como columnas Sep-Pak C18) o un
aparato de ultrafiltracion).

Ademas, el kit proporcionado por la presente invenciéon puede ser capaz de medir la cantidad total de tanto la forma
activa de GLP-1 (7-36) como la forma activa de GLP-1 (7-37) por una Unica operacion.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 687 050 T3

4. Método de bioensayo que usa célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc vy proteina sensible
al calcio

En una realizacion, la presente invencion también proporciona un método de diagndstico de diabetes insipida o
SIADH, un método de determinacion de cualquiera de una infusién de liquido hipotdnico o hiperténico a seleccionar
o un método de determinacion del efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1, que comprende las
siguientes etapas (A) a (C):

(A) preparar una mezcla que contiene una célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de
AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio, un
medio sin Ca y una muestra bioldgica derivada de la sangre de un sujeto de prueba;

(B) afadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A); y
(C) medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos, aparatos o muestras bioldgicas y las condiciones para las
etapas se pueden preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la
descripcion de "2. Célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y
composicion y kit que comprende la célula”.

Ejemplos de la disolucion que contiene Ca?* incluyen una disolucién de CaCl,.

El orden de adicion de las sustancias descritas en la etapa (A) del método se puede establecer apropiadamente por
los expertos en la técnica.

Un método de medicidon de la cantidad de AVP en una muestra biolégica, un método de diagndstico de una
enfermedad asociada a AVP, un método de determinacion de un riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a
AVP y un método de determinacion de la eficacia de tratamiento de una enfermedad asociada a AVP puede
comprender las siguientes etapas:

(1) sembrar, en una placa para cultivo celular, una célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente
de AMPc y una proteina sensible al calcio, suspendiéndose la célula en un medio sin ca* complementado
con un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio;

(2) afiadir una muestra biolégica derivada de un sujeto de prueba a la célula y cultivar la célula; y

(3) afadir una disolucion de CaCl; a la célula cultivada y medir la luminiscencia de la proteina sensible al
calcio emitida de la célula.

El cultivo de la célula puede ser cultivo estéril, pero no tiene que ser estéril. Por ejemplo, cuando el tiempo de
incubacién de la célula esta dentro de 4 horas, no se requiere cultivo estéril para dicho corto tiempo.

La luminiscencia se emite por la proteina sensible al calcio, tal como aecuorina, inmediatamente después de la
adicioén de la disolucion de CaCl; y se puede medir por un método que se conoce bien por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, se usa un luminémetro capaz de realizar automatica y continuamente la agitacion y medicion
(PerkinElmer Inc., ARVO-Sx), y se puede medir la cantidad de luminiscencia integrando los valores de luminiscencia
durante 15-30 segundos después de la agitacion. El aparato que se puede usar en la medicién de la cantidad de
luminiscencia se puede seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica.

La cantidad de AVP en la muestra biolégica se mide basandose en la cantidad de luminiscencia de la proteina
sensible al calcio obtenida como resultado de llevar a cabo el método. Basandose en la cantidad medida de AVP, se
diagnostica una enfermedad asociada a AVP, se determina un riesgo de desarrollar una enfermedad asociada a
AVP o se determina la eficacia del tratamiento de una enfermedad asociada a AVP. Por ejemplo, cuando la cantidad
de luminiscencia emitida de la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de prueba que se sospecha
que tiene SIADH es superior a la emitida de la célula tratada con una muestra de sangre de un individuo normal
(estandar), se puede determinar que la concentracion en suero de AVP del sujeto de prueba es superior a la del
individuo normal. Asi, al sujeto de prueba se le diagnostica SIADH. Ademas, cuando la cantidad de luminiscencia
emitida de la célula tratada con una muestra de sangre de un sujeto de prueba que se sospecha que tiene diabetes
insipida es inferior a la emitida de la célula tratada con una muestra de sangre de un individuo normal (estandar), se
puede determinar que la concentracion en suero de AVP del sujeto de prueba es inferior a la del individuo normal.
Asi, al sujeto de prueba se le diagnostica diabetes insipida.

La composicion que comprende la célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina
sensible al calcio, como esta comprendida en el kit proporcionado por la presente invencion, es capaz de detectar
AVP, un agonista de V2R o un antagonista de V2R con alta sensibilidad.

Por consiguiente, el método proporcionado por la presente invencion no incluye preferentemente la etapa de
concentrar AVP, un agonista de V2R o un antagonista de V2R de una muestra biolégica (por ejemplo, la etapa de
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uso de columnas (por ejemplo, columnas C18 tales como columnas Sep-Pak C18), la etapa de uso de un aparato de
ultrafiltracion o la etapa de uso de un aparato de concentracion por centrifugacion).

En una realizacion alternativa, la presente invencion también proporciona un método de cribado de un antagonista
de V2R, que comprende las siguientes etapas (A") a (C'):

(A') preparar una mezcla que contiene una célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y
una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio sin Ca2+,
un agonista de V2R expresado en la célula y un compuesto de prueba;

(B') afiadir una disolucidn que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A'); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos o aparatos y las condiciones para las etapas se pueden
preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la descripcion de "2. Célula
que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y kit que
comprende la célula" y el método proporcionado por la presente invencion, que comprende las etapas (A)-(C).

Basandose en la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio obtenida como resultado de llevar a cabo
el método, los expertos en la técnica pueden determinar que el compuesto de prueba es o no un antagonista de
V2R.

En una realizacion alternativa, la presente invencion también proporciona un método de cribado de un antagonista
de V2R, que comprende las siguientes etapas (A") a (C"):

(A") preparar una mezcla que contiene una célula que expresa V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y
una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio que
contiene Ca*, un agonista de V2R expresado en la célula y un compuesto de prueba;

(B") afadir forskolina a la mezcla preparada en (A"); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos o aparatos y las condiciones para las etapas se pueden
preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la descripcién de "2. Célula
que expresa V2R, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y kit que
comprende la célula" y el método proporcionado por la presente invencion, que comprende las etapas (A)-(C).

Este método utiliza la desensibilizacion del canal de calcio dependiente de AMPc para detectar la actividad de un
antagonista de V2R. Especificamente, cuando el compuesto de prueba es un antagonista de V2R, se inhibe la union
del agonista de V2R a V2R. En este estado, la adicién de forskolina que activa la adenilato ciclasa forma AMPc, que
a su vez activa el canal de calcio dependiente de AMPc (por ejemplo, CNG calcio). Asi, la proteina sensible al calcio
emite luminiscencia. Sin embargo, si el compuesto de prueba no es un antagonista de V2R, el agonista de V2R se
une a V2R para formar AMPc antes de la adicion de forskolina, de manera que se activa el canal de calcio
dependiente de AMPc (por ejemplo, CNG calcio). En este estado, la posterior adicion de forskolina desensibiliza el
canal de calcio dependiente de AMPc una vez activado, que ya no se activa mediante la adicion de forskolina. Asi, la
proteina sensible al calcio no emite luminiscencia.

El método proporcionado por la presente invencion, que comprende las etapas (A") a (C"), puede ser capaz de
cuantificar con exactitud la actividad inhibidora de un antagonista de V2R en un alto intervalo de concentracion.

Basandose en la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio obtenida como resultado de llevar a cabo
el método, los expertos en la técnica pueden determinar que el compuesto de prueba es o no un antagonista de
V2R.

Puesto que el antagonista de V2R se puede utilizar como farmaco hipotensor, farmaco terapéutico para
hiponatremia, farmaco terapéutico para SIADH, una composicién que comprende el compuesto determinado como
antagonista de V2R se puede preparar como resultado de llevar a cabo el método como agente hipotensor, agente
terapéutico para hiponatremia o agente terapéutico para SIADH.

5. Método de bioensayo usando célula que expresa receptor de GLP-1, canal de calcio dependiente de AMPc y
proteina sensible al calcio

En una realizacion, la presente invencion proporciona un método de diagndstico de diabetes insipida o SIADH, un
método de determinacion de cualquiera de una infusién de liquido hipotdnico o hiperténico a seleccionar o un
método de determinacion del efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1 que comprende las siguientes
etapas (A) a (C):

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 687 050 T3

(A) preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio
dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al
calcio, un medio sin Ca®* y una muestra derivada de la sangre de un sujeto de prueba;

(B) afiadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A); y
(C) medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos, aparatos o muestras biolégicas y las condiciones para las
etapas se pueden preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la
descripcion de "3. Célula que expresa receptor de GLP-1, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible
al calcio, y composicion y kit que comprende la célula" y "4. Método de bioensayo usando célula que expresa V2R,
canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio".

El orden de adicion de las sustancias descritas en la etapa (A) del método se puede establecer apropiadamente por
los expertos en la técnica.

Un método de medicion de la cantidad de una forma activa de GLP-1 en una muestra biolégica o un método de
determinacion de la eficacia de tratamiento de una enfermedad asociada a GLP-1 puede comprender las siguientes
etapas:

(1) sembrar, en una placa para cultivo celular, una célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de
calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, suspendiéndose la célula en un medio sin
ca® complementado con un sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio;

(2) afiadir una muestra bioldgica derivada de un sujeto de prueba a la célula y cultivar la célula; y

(3) afadir una disolucion de CaCl; a la célula cultivada y medir la luminiscencia de la proteina sensible al
calcio emitida de la célula.

El cultivo de la etapa (2) puede ser cultivo estéril, pero no tiene que ser estéril. Por ejemplo, cuando el tiempo de
incubacion de la etapa (2) esta dentro de 4 horas, no se requiere cultivo estéril para dicho corto tiempo.

En la etapa (3), la luminiscencia se emite por la proteina sensible al calcio, tal como aecuorina, inmediatamente
después de la adicion de la disolucion de CaCl, y se puede medir por un método que se conoce bien por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, se usa un lumindmetro capaz de realizar automatica y continuamente la
agitacion y medicion (PerkinElmer Inc., ARVO-Sx), y se puede medir la cantidad de luminiscencia integrando los
valores de luminiscencia durante 15-30 segundos después de la agitacion. El aparato que se puede usar en la
medicién de la cantidad de luminiscencia se puede seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica.

El kit que comprende la célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio dependiente de AMPc y una
proteina sensible al calcio, proporcionado por la presente invencion, es capaz de detectar GLP-1, un agonista de
receptor de GLP-1 o un antagonista de receptor de GLP-1 con alta sensibilidad.

Por consiguiente, el método proporcionado por la presente invenciéon no incluye preferentemente la etapa de
concentrar GLP-1, un agonista de receptor de GLP-1 o un antagonista de receptor de GLP-1 de una muestra
biolégica (por ejemplo, la etapa de uso de columnas (por ejemplo, columnas C18 tales como columnas Sep-Pak
C18), la etapa de uso de un aparato de ultrafiltracion o la etapa de uso de un aparato de concentracién por
centrifugacion).

Ademas, la presente invencion proporciona un método de cribado de un antagonista de receptor de GLP-1, que
comprende las siguientes etapas (A') a (C'):

(A') preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio
dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al
calcio, un medio sin calcio, un agonista de receptor de GLP-1 expresado en la célula y un compuesto de
prueba;

(B') afiadir una disolucion de calcio que contiene a la mezcla preparada en (A'); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos o aparatos y las condiciones para las etapas se pueden
preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la descripcién de "3. Célula
que expresa receptor de GLP-1, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicién y
kit que comprende la célula", "4. Método de bioensayo usando célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente
de AMPc y proteina sensible al calcio" y el método proporcionado por la presente invencion, que comprende las
etapas (A)-(C).
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Basandose en la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio obtenida como resultado de llevar a cabo
el método, los expertos en la técnica pueden determinar que el compuesto de prueba es o no un antagonista de
receptor de GLP-1.

En una realizacion, un método de cribado de un antagonista de receptor de GLP-1, que comprende las siguientes
etapas (A") a (C"):

(A") preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un receptor de GLP-1, un canal de calcio
dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato luminiscente para la proteina sensible al
calcio, un medio que contiene Ca*, un agonista de receptor de GLP-1 expresado en la célula y un compuesto
de prueba;

(B") afadir forskolina a la mezcla preparada en (A"); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

Los materiales usados en las etapas tales como reactivos o aparatos y las condiciones para las etapas se pueden
preparar o establecer apropiadamente por los expertos en la técnica con referencia a la descripcion de "3. Célula
que expresa receptor de GLP-1, canal de calcio dependiente de AMPc y proteina sensible al calcio, y composicion y
kit que comprende la célula", "4. Método de bioensayo usando célula que expresa V2R, canal de calcio dependiente
de AMPc y proteina sensible al calcio" y el método proporcionado por la presente invencion, que comprende las
etapas (A)-(C).

Basandose en la cantidad de luminiscencia de la proteina sensible al calcio obtenida como resultado de llevar a cabo
el método, los expertos en la técnica pueden determinar que el compuesto de prueba es o no un antagonista de
receptor de GLP-1.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira adicionalmente con referencia a los ejemplos. Los ejemplos que
no se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones son para fines ilustrativos.

Ejemplos

A. Experimento en célula gue expresa V2R

1. Detalles del método para la construccién de célula congelada

Se amplificé la secuencia de ADNc de V2R humano (Genbank N° NM_001146151.1) (SEQ ID N°: 5) por el método
de PCR de una biblioteca de ADNc derivado de humano y se clon6 en pUC18. El ADNc de la isoforma 2 del receptor
de vasopresina humana (V2R) clonado en pUC18 se reclon6 en un vector pEF2 para preparar pEFhV2R.

Se amplificéd la secuencia de ADNc de un canal de calcio dependiente de nucledtido ciclico (Genbank N° BC048775)
(SEQ ID N°: 4) por el método de PCR a partir de una biblioteca de ADNc derivado de células epiteliales olfativas de
ratéon (1994 pb) y se clond en un vector de expresion (P CMVSPORT, Invitrogen Corp.) para preparar pmCNGa2
(Figura 18). Ademas, para potenciar la selectividad de AMPc y la sensibilidad al mismo, se preparé una construccion
pmCNGa2MW que expresa un canal de calcio dependiente de nucleétido ciclico modificado (SEQ ID N°: 6) en el que
la 4602 cisteina (C) se sustituye con triptéfano (W) y el 583° acido glutamico (E) se sustituye con metionina (M) por el
método de PCR de mutacion puntual. Ademas, se traté una secuencia de ADNc de apoaecuorina sintética (676 pb)
(SEQID N° 7) que se optimizd para uso de codones humanos por el método de extension de ADN de
oligonucledtidos, y que tiene una sefial de direccionamiento mitocondrial, con las enzimas de restriccion Kpnl y Nhel
y se cloné en pcDNA3.1 (Invitrogen Corp.) tratado con Kpnl y Nhel para preparar un vector de expresion de
aecuorina pcDNA mt sAEQ (Figura 13).

Se sembraron células CHO a una densidad celular de ‘I,0><‘I05 células/ml en una placa de Petri de 10 cm?. Al dia
siguiente, las células se transfectaron con 1 ug de V2R de pEF2, 2 ug de pmCNGa2MW y 2 ug de pcDNA mt sAEQ
por placa de Petri usando FUGENEG6 (TM) (Roche Applied Science). Al dia siguiente, las células se disociaron de la
placa de Petri mediante la adicion de 400 pl de una disolucion de Versene (EDTA) a la placa de Petri y se
suspendieron en un medio de DMEM/F12 que contenia 10 ml de 5 % de FCSc. La suspension obtenida se centrifugd
a 1000 rpm durante 5 min. Entonces, el sedimento se disolvié a una densidad de 2-5 x 10° células/ml en 1 ml de
CELLBANKER y se almaceno a -80 °C.

2. Curva dependiente de la concentracion y sensibilidad de deteccién mas baja de AVP obtenida usando célula
congelada

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampdn de lavado (medio independiente de CO2 sin calcio, Invitrogen Corp.). Después
de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos, se afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo (5 % de PEG6000,
medio independiente de CO- sin calcio) al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM (Promega
Corp.) al mismo. La mezcla se sembré a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadi6 adicionalmente a la
misma (n = 3) a 50 pl/pocillo AVP diluida en serie con un tampon de muestra, y las células se cultivaron a
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temperatura ambiente durante 3 h. Se afiadi6 a la misma a 100 pl/pocillo disolucion 3 mM de CaCly, y se midi6 la
cantidad de luminiscencia usando un lumindmetro (PerkinElmer Inc., ARVO-Sx; en lo sucesivo, se usé el mismo
modelo en los ejemplos). Se muestra en la Figura 1 una curva dependiente de la concentracion de AVP.

Como se muestra en la Figura 2 (vista ampliada del intervalo de baja concentracion), la cantidad detectable minima
para AVP fue 0,63 pg/ml, de manera que el valor detectado fue capaz de ser significativamente discriminado del
valor que se calcula por el valor del blanco + 3 DE. Ademas, puesto que la aecuorina realiza reaccién luminiscente,
se obtuvo por este método una alta relaciéon entre sefial y blanco (relacion S/N) (es decir, a 80 pg/ml de AVP,
relacion S/N de aproximadamente 56 veces (3194263/56805)).

4. Estudio del tiempo de incubacion después de la adicién de sustrato (ViviRen) para la luminiscencia de aecuorina

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 12 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo AVP diluida en
serie con un tampén de cultivo. Después de 1, 2, 3, 4 0 5 h, se afiadié a la misma a 100 ul/pocillo disolucién 3 mM
de CaCl,, y se midi6 la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro. Se demostré que la cantidad de
luminiscencia alcanz6 una meseta 4 h después de la adicion de ViviRen (véase la Figura 3).

5. Estudio de la cantidad de plasmido de receptor usada en la transfeccién

Se sembraron 10 ml de células CHO que tienen una densidad de 1 x 10° células/ml en una placa de Petri de 10 cm?
y se cultivaron durante 1 d. Entonces, se mezclaron 3 ug de pcDNA mt sAEQ, 1 yg de pmCNGa2MW y 0 a 1 ug de
plasmido de V2R de pEF2 y se mezclaron adicionalmente con 600 yl de DMEM/F12 y 18 ul de FUGENEG6 (Roche
Applied Science), y se realizé la transfeccion. Después del cultivo adicional durante la noche, el medio se retiro, y las
células se lavaron con 10 ml de PBS. Entonces, se afadid a las mismas 800 pl de Versene, y las células se
cultivaron a 37 °C durante 5 min y luego se suspendieron en 10 ml de un tampon de lavado. Después de la
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, el precipitado se disolvié en 12 ml de un cultivo tampén, y se ahadié al
mismo 6,5 ul de ViviRen 4 mM. La suspension de células se sembré a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos
complementada con 50 pl/pocillo de una serie de concentracion de AVP. Después del cultivo a temperatura
ambiente durante 3 h, se afiadi6 a la misma a 100 pl/pocillo disolucion 3 mM de CaCl,, y se midi6 la cantidad de
luminiscencia usando un luminémetro.

Se demostro que se requirid el plasmido de receptor en una cantidad de 1 ug/placa en la transfeccion para obtener
la cantidad 6ptima de luminiscencia (véase la Figura 4).

6. Optimizacién de la densidad celular

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampon de muestra. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afadieron 10 ml de un tampdn de muestra al precipitado obtenido. Se preparé una serie de células cuya densidad
celular se ajusto a las densidades 1,0 x 10° células/ml a 2 x 10° células/ml. Las células se suspendieron mediante la
adicién de 6 ul de ViviRen 4 mM. La suspensioén de células se sembré en una placa de 96 pocillos complementada
con 50 pl/pocillo de AVP diluida en serie con un tampoén de cultivo. Después del cultivo durante 3 h, se anadié a la
misma disolucion 3 mM de CaCl, a 100 pl/pocillo, y se midio la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

Como se muestra en las Figuras 5 y 6, la cantidad de luminiscencia aumenté en un modo dependiente de la
densidad celular.

7. Estudio de la concentracion de disolucién de deteccion de CaCl, anadida

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo AVP diluida en
serie con un tampoén de cultivo, y las células se cultivaron durante 3 h. Entonces, se afiadié a la misma a
100 pl/pocillo una disolucion de deteccion de CaCl, (concentraciones finales: 0 a 30 mM), y se midi6 la cantidad de
luminiscencia usando un luminémetro.

Se demostré que las concentraciones 6ptimas de CaCl, fueron 30 mM a las que se obtuvieron un bajo valor en el
fondo (0) y la alta cantidad de luminiscencia en la muestra (véase la Figura 7).

8. Estudio de la linealidad de la dilucién usando disolucién de AVP

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
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mezcla se sembré a 50 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron durante 3 h con una
disolucién de AVP diluida 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o 1/32 veces con un tampén de muestra.

Después del cultivo durante 3 horas, se afadié a la misma a 100 pl/pocillo disolucion 3 mM de CaCls, y se midi6 la
cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 8, se confirmé que la cantidad de luminiscencia aumenté con la linealidad.

11. Comparacién de sensibilidad con el kit existente que usa disolucién de AVP

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron durante 3 h con una
disolucién de AVP diluida 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o 1/32 veces con un tampdn de muestra.

También se muestran valores por separado medidos usando el kit existente Mitsubishi Chemical Medience AVP-RIA.
Los valores obtenidos usando el kit de RIA se indican por una tasa de inhibicion competitiva (% de B/B0) contra AVP
radiomarcada. Asi, para la comparacién, se muestran valores calculados segun la ecuacion 100 - (cantidad de
luminiscencia a cada concentraciéon / la maxima cantidad de luminiscencia) * 100. Se confirmé que el kit de la
presente invencion mantenia la linealidad incluso a una dosis de 20 pg/ml o superior y tenia excelente sensibilidad,
en comparacion con el kit de RIA existente (véase la Figura 9).

12. Estudio usando muestra clinica humana

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 yl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se usaron una serie de dilucién de AVP que sirvié de
disolucion patrén, plasma individual normal y plasma con un alto nivel de AVP preparado mediante la adicion de
AVP. Se diluyeron 80 pl de una muestra mediante la adicién de 320 ul de un tampén de cultivo y se afadieron a la
placa a 50 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 3 h. Se afiadié a la misma a 100 pl/pocillo disolucion 3 mM
de CaCly, y se midio la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

13. Estudio del cambio dependiente del tiempo en la luminiscencia usando el kit que usa célula congelada

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo AVP diluida en
serie con un tampon de cultivo, y las células se cultivaron durante 3 h. Se afiadié a la misma a 100 ul/pocillo
disolucion 3 mM de CaCl; y se agité durante 3 s. Entonces, se midi6 la cantidad de luminiscencia con el tiempo
durante 12 s usando un luminémetro. Como resultado, como se muestra en la Figura 11, se observé luminiscencia
relativamente estable tan pronto como se anadié la disolucién de CaCl,.

14. Estudio de la deteccién de AVP y antagonista de V2R por desensibilizacién

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampon de lavado. La suspension se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. Se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 yl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadieron a la misma AVP diluida en serie con un
tampon de cultivo que contenia calcio, y OPC-41061 a 50 ul/pocillo, y las células se cultivaron durante 3 h. Se
afiadié a la misma a 50 pl/pocillo AVP 107 M, y se midid la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro
(Figuras 14 y 15). El antagonista de la vasopresina OPC-41061 inhibio la accién de AVP afiadida en un modo
dependiente de la concentracion (Figura 14). Ademas, cuando se hicieron reaccionar AVP y las células en un medio
que contenia calcio, la re-adicion de AVP no causoé la luminiscencia debido a la reacciéon que una vez ocurrié en
presencia de una alta concentracion de AVP. La desensibilizacion disminuy6 la cantidad de luminiscencia en un
modo dependiente de la concentracion de AVP afiadida (Figura 15). Se demostréo que AVP también se puede
cuantificar por desensibilizaciéon. Posteriormente, se anadié adicionalmente forskolina 10* M a la misma a
50 pl/pocillo, y se midio la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro (Figura 16). Solo cuando el antagonista
de la vasopresina inhibié la accién de AVP afadida, se detectd la luminiscencia de forskolina en un modo
dependiente de la concentracion. Asi, se demostré que se puede detectar por desensibilizacion un antagonista de la
vasopresina.
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B. Experimento en célula que expresa receptor de GLP-1

1. Detalles del método de construccién de célula congelada

Se amplificé la secuencia de ADNc del receptor de GLP-1 humano (Genbank N° BC113493) (SEQ ID N°: 9) por el
método de PCR de una biblioteca de ADNc derivado de humano y se cloné en pUC18. EI ADNc de receptor de
GLP-1 humano (GLP-1R) clonado en pUC18 se recloné en un vector pClneo para preparar pCineoGLP-1R.

Se amplificé la secuencia de ADNc de un canal de calcio dependiente de nucledtido ciclico (Genbank N° BC048775)
por el método de PCR a partir de una biblioteca de ADNc derivado de células epiteliales olfativas de raton (1994 pb)
y se clond en un vector de expresion (pPCMVSPORT, Invitrogen Corp.) para preparar pmCNGo2. Ademas, para
potenciar la selectividad de AMPc y la sensibilidad al mismo, se preparé una construccion pmCNGa2MW que
expresa un canal de calcio dependiente de nucleétido ciclico modificado en el que la 4602 cisteina (C) se sustituye
con triptéfano (W) y el 583° acido glutamico (E) se sustituye con metionina (M) por el punto-mutacion método de
PCR. Ademas, se traté una secuencia de ADNc de apoaecuorina sintética (676 pb) que se optimiz6é para uso de
codones humanos por el método de extensiébn de ADN de oligonucledtidos, y que tiene una sefal de
direccionamiento mitocondrial, con enzimas de restriccion Kpnl y Nhel y se cloné en pcDNA3.1 (Invitrogen Corp.)
tratado con Kpnl y Nhel para preparar un vector de expresion de aecuorina pcDNA mt sAEQ.

Se sembraron lineas celulares CHO a una densidad celular de 1,0 x 10° células/ml en una placa de Petri de 10 cm?.
Al dia siguiente, las células se transfectaron con 0,1 ug de pClneoGLP-1R, 1 uyg de pmCNGa2MW y 4 ug de pcDNA
mt sAEQ por placa de Petri usando FUGENE6 (TM) (Roche Applied Science). Al dia siguiente, las células se
disociaron de la placa de Petri mediante la adicion de 400 ul de una disolucidon de Versene (EDTA) a la placa de
Petri y se suspendieron en un medio de DMEM/F12 que contenia 10 ml de 5 % de FCSc. La suspension obtenida se
centrifugd a 1000 rpm durante 5 min. Entonces, el sedimento se disolvié a una densidad de 2-5 x 108 células/ml en 1
ml de CELLBANKER y se almacené a -80 °C.

2. Curva dependiente de la concentracion y sensibilidad de deteccion mas baja de GLP-1 obtenida usando célula
congelada

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampon de lavado (medio independiente de CO- sin calcio, Invitrogen Corp.). Después
de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se afiadieron 12 ml de un tampon de cultivo (5 % de PEG6000, medio
independiente de CO; sin calcio) al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 pl de 4 mM ViviRen (Promega Corp.) al
mismo. La mezcla se sembro a 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié adicionalmente a la misma (n =
3) a 10 pl/pocillo la forma activa de GLP-1 (7-36 amida) diluida en serie con un tampén de muestra, y las células se
cultivaron a temperatura ambiente durante 3 h. Se afadié a la misma a 50 pl/pocillo disolucion 100 mM de CaCly, y
se midio la cantidad de luminiscencia usando un lumindémetro (PerkinElmer Inc., ARVO-Sx; en lo sucesivo, se uso el
mismo modelo en los ejemplos). Se muestra en la Figura 17 una curva dependiente de la concentracion de la forma
activa de GLP-1.

La cantidad detectable minima para la forma activa de GLP-1 fue 0,078 pg/ml de manera que el valor detectado fue
capaz de ser significativamente discriminado del valor que se calcula por el valor del blanco + 3 DE. Ademas, puesto
que la aecuorina realiza reaccion luminiscente, se obtuvo por este método una alta relacion entre sefial y blanco
(relacion S/N) (es decir, a 33 pg/ml de forma activa de GLP-1, relacion S/N de aproximadamente 9,3 veces (902623 /
96686)).

3. Estudio del tiempo de incubacién después de la adicion de sustrato (ViviRen) para la luminiscencia de aecuorina

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 12 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembro a 90 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié a la misma a 10 ul/pocillo la forma activa de
GLP-1 diluida en serie con un tampoén de cultivo. Después de 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 7 h, se afadié a la misma a
50 pl/pocillo la disolucion 100 mM de CaCly, y se midié la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro. Se
demostré que la cantidad de luminiscencia alcanzé una meseta 3 h después de la adicion de ViviRen (véase la
Figura 18).

4. Estudio de la cantidad de plasmido de receptor usada en la transfeccién

Se sembraron 10 ml de células CHO que tienen una densidad de 0,7 x 10° células/ml en una placa de Petri de 10
cm?y se cultivaron durante 1 d. Entonces, se mezclaron 4 pg de pcDNA mt SAEQ, 1 pg de pmCNGa2MW y 0 a 1 pg
de plasmido de receptor de pCineoGLP-1 y se mezclaron adicionalmente con 600 ul de DMEM/F12 y 18 ul de
FUGENEG6 (Roche Applied Science), y se realizo la transfeccion. Después del cultivo adicional durante la noche, el
medio se retird, y las células se lavaron con 10 ml de PBS. Entonces, se afiadi6 a las mismas 800 ul de Versene, y
las células se cultivaron a 37 °C durante 5 min y entonces se suspendieron en 10 ml de un tampon de lavado.
Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, el precipitado se disolvié en 12 ml de un cultivo tampodn, y
se afiadieron 6 pl de ViviRen 4 mM al mismo. La suspension de células se sembroé a 90 ul/pocillo en una placa de 96
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pocillos complementada con 10 pl/pocillo de una serie de concentracion de GLP-1. Después del cultivo a
temperatura ambiente durante 3 h, se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo disolucion 100 mM de CaCly, y se midio la
cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

Se demostrd que el plasmido de receptor se requirié en una cantidad de 0,1 pg/placa en transfeccion para obtener la
cantidad 6ptima de luminiscencia (véase la Figura 19).

5. Optimizacion de la densidad celular

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampon de muestra. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afadieron 10 ml de un tampdn de muestra al precipitado obtenido. Se preparé una serie de células cuya densidad
celular se ajust6 a las densidades 1,25 x 10° células/ml a 1 x 10° células/ml. Las células se suspendieron mediante
la adicion de 6 pl de 4 mM ViviRen. La suspensién de células se sembré en una placa de 96 pocillos complementada
con 50 pl/pocillo de GLP-1 diluido en serie con un tampén de cultivo. Después del cultivo durante 3 h, se afiadié a la
misma a 100 pl/pocillo disolucién 100 mM de CaCly, y se midio la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

Como se muestra en las Figuras 20 y 21, la cantidad de luminiscencia aumentd en un modo dependiente de la
densidad celular.

6. Estudio de la linealidad de la dilucion usando disolucién de GLP-1

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampédn de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 50 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron durante 3 h con una
disolucién de GLP-1 diluido 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o 1/32 veces con un tampon de muestra.

Después del cultivo durante 3 h, se afadié a la misma a 50 pl/pocillo disolucion 100 mM de CaCl,, y se midio la
cantidad de luminiscencia usando un luminémetro.

Como se muestra en la Figura 22, se confirmo que la cantidad de luminiscencia aumenté con la linealidad.

7. Comparacioén de sensibilidad con el kit existente que usa disolucién de GLP-1

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 90 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron durante 4 h con una
disolucién de AVP diluida 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o 1/32 veces con un tampdn de muestra.

También se muestran valores por separado medidos usando el kit existente Millipore GLP-1 (Active)-ELISA
(EGLP-35K). El kit de ELISA mide la intensidad de fluorescencia mientras que el kit de la presente invencion mide la
intensidad de quimioluminiscencia. Asi, para la comparacion, se muestra un valor relativo (%) con respecto a la
maxima cantidad de luz (fluorescencia o luminiscencia) emitida de cada muestra. Se confirmé que el kit de la
presente invencion mantenia la linealidad incluso a una dosis de 1 pg/ml o inferior y tenia excelente sensibilidad, en
comparacion con el kit de ELISA existente (véase la Figura 23). La sensibilidad de deteccién mas baja fue 3,73 pg/ml
para el kit de ELISA existente y 0,078 pg/ml para el kit de la presente invencion.

Ademas, se demostré que el kit proporcionado por la presente invencion puede medir la forma activa de GLP-1 en
un intervalo de concentracion mas amplio que el del kit de ELISA existente (véase la Figura 23).

8. Estudio de la especificidad del kit usando péptido de tipo GLP-1

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembré a 90 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Las células se cultivaron durante 3 h con una
disolucién de péptido de tipo GLP-1 diluida 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 o 1/10° veces con un tampon de muestra.
La sensibilidad de la medicién del péptido de tipo GLP-1 del kit de la presente invencién se indica por el valor de
CE50 (pM) de cada péptido (véase la Figura 24). El kit presentdé reactividad por el precursor GLP-1 (1-37),
oxintomodulina y glucagén, que son agonistas débiles contra el receptor de GLP-1, a una concentraciéon 10000
veces superior en comparacion con las formas activas (GLP-1 (7-37) y GLP-1 (7-36 amida)) de GLP-1. Ademas, el
kit reacciond dificilmente con GLP-1 (9-36 amida), que se forma por la degradacion in vivo de la forma activa de
GLP-1, o GIP o GLP-2, que es incretina que actlua sobre otros receptores, incluso a una concentracién 1 millén de
veces superior en comparacion con las formas activas de GLP-1. Se demostré que el kit de la presente invencién es
capaz de ensayar las formas activas de GLP-1, es decir, GLP-1 (7-36 amida) y GLP-1 (7-37), con sensibilidad y
especificidad extremadamente altas.
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9. Ensayo de la forma activa de GLP-1 en plasma humano

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampoén de lavado. Después de la centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min, se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembroé a 50 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se usaron muestras que contenian GLP-1 preparadas
afiadiendo la forma activa de GLP-1 (7-36 amida) a una concentracion final de 16,5 pg/ml (5 pM) a plasma individual
normal o una disolucién de tampén. Se afiadio inhibidor de DPP-1V de Millipore (DPP44-010) a una concentracion de
20 ul por m de plasma con el fin de inhibir la actividad de la peptidasa DPP-IV en plasma. La mezcla se afiadi6 a la
placa a 10 pl/pocillo, y las células se cultivaron durante 4 h. Se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo disolucion 100 mM
de CaCly, y se midid la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro. Los resultados se muestran en la
Figura 25.

La actividad de GLP-1 desaparecié con el tiempo en el plasma humano en comparacion con la disolucién de
tampon, y la desaparicion se inhibié por el inhibidor de DPP-IV. Se pudo monitorizar la degradacion de GLP-1 por la
actividad de la enzima DPP-IV usando el kit de la presente invencion.

10. Deteccién de agonista de GLP-1 y antagonista de GLP-1

Se descongelé en un bafio caliente 1 ml (3 x 10° células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se
suspendieron en 10 ml de un tampon de lavado. La suspension se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. Se
afiadieron 12 ml de un tampén de cultivo al precipitado obtenido, y se afiadieron 6 ul de ViviRen 4 mM al mismo. La
mezcla se sembrd a 90 ul/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se afiadié a la misma exenatida diluida en serie con
un tampon de cultivo que contenia calcio, y las células se cultivaron durante 3 h. Se afiadié a la misma a 50 pl/pocillo
disolucion 100 mM de CaCl,, y se midié la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro (Figura 26). La
exenatida es un péptido de tipo GLP-1 contenido en la glandula salival del lagarto el monstruo de Gila y tiene una
larga semivida debido a su resistencia a DPP-IV. La exenatida ya ha sido lanzada como un farmaco terapéutico para
la diabetes mellitus de tipo 2. Se demostré que el kit de la presente invencion puede ensayar no solo GLP- 1 natural,
sino también un analogo que tiene actividad agonista de receptor de GLP-1 con alta sensibilidad.

A continuacion, se midié la actividad de un antagonista de GLP-1. Se descongel6 en un bafio caliente 1 ml (3 x 10°
células/ml) de las células congeladas preparadas en 1 y se suspendieron en 10 ml de un tampé6n de lavado. La
suspension se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. Se afiadieron 12 ml de un tampoén de cultivo al precipitado
obtenido, y se afiadieron 6 pl de ViviRen 4 mM al mismo. La mezcla se sembré a 90 pl/pocillo en una placa de
96 pocillos.

Se afiadio a la misma a 10 pl/pocillo exendina-4 (9-39), y las células se cultivaron durante 3 h. se afiadié a la misma
a 10 pl/pocillo GLP-1 10" M, y se midié la cantidad de luminiscencia usando un luminémetro. El antagonista de
GLP-1 exendina-4 (9-39) inhibi6 la accién agonista de GLP-1 afiadido en un modo dependiente de la concentracion
(Figura 27).

Aplicabilidad industrial
La presente invencion puede proporcionar un método y un kit para diagnosticar diabetes insipida o SIADH, para

determinar cualquiera de una infusién de liquido hipoténico o hipertdnico a seleccionar y para determinar el efecto de
un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1.
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val

Ala

Asn

27

Leu

Glu

80

Gln

Glu

Ala

Leu

Gln

170

Thr

Glu

Ile

Asp

Asn

250

Glu

Leu

Ile

Ile

Val

75

Pro

Thr

Gly

Gly

Tyr

155

Arg

Val

Gln

His

Leu

235

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

Gly

Arg

Val

Lys

Asp

140

Asn

Asn

Tyr

Gly

Thr

220

Ile

Leu

Arg

Ile

Lys

300

Asp

Ile

Pro

Thr

Gly

125

Trp

Trp

Tyr

Ile

Leu

205

Leu

Tyr

Leu

Thr

Leu

285

Ser

Pro

Ile

Asp

Thr

110

Thr

Tyr

Cys

Phe

Ala

120

Leu

Gln

Phe

Hisg

Ser

270

val

Ile

Glu

Arg

Ser

95

His

Lys

Tyr

Leu

val

175

Asp

Val

Phe

Ala

Phe

255

Tyr

Ile

Gly

Tyr

Asp

80

Phe

Gln

Lys

Arg

Leu

160

val

Leu

Lys

Lys

Val

240

Ala

Pro

Ile

Phe

Gly



305

Tyr

Leu

Leu

TIle

Ala

385

Arg

Tyr

Asn

Ser

Leu

465

Asp

Lys

Ala

Ile

Leu
545

Leu

Thr

Phe

Val

370

Glu

Lys

Leu

Leu

Thr

450

Val

Tyr

Glu

Leu

Lys
530

Ala

Thr

val

355

Gly

Phe

Val

Trp

Pro

435

Leu

Glu

Ile

Gly

Leu

515

Gly

Tyr

Arg

Ile

340

Ile

Asn

Gln

Ser

Thr

420

Ala

Lys

Leu

Cys

Lys

500

Ser

Ser

Ser

Glu

325

Gly

Fhe

Val

Ala

Lys

405

Asn

Lys

Lys

Val

Arg

485

Leu

Ala

Lys

Asp

ES 2 687 050 T3

310

Tyr

Glu

Asp

Gly

Lys

390

Asp

Lys

Leu

val

Leu

470

Lys

Ala

Gly

Met

Leu
550

Ile

Thr

Phe

Ser

375

Ile

Met

Lys

Arg

Arg

458

Lys

Gly

val

Ser

Gly

535

Phe

Tyr

Pro

Leu

360

Met

Asp

Glu

Thr

Ala

440

Ile

Leu

Asp

Val

Cys

520

Asn

Cys

Cys

Pro

345

Ile

Ile

Ala

Ala

Val

425

Glu

Phe

Arg

Ile

Ala

505

Phe

Arg

Leu

28

Leu

330

Pro

Gly

Ser

Val

Lys

410

Asp

Ile

Gln

Pro

Gly

490

Asp

Gly

Arg

Ser

315

Tyr

Val

val

Agsn

Lys

385

Val

Glu

Ala

Asp

Gln

475

Lys

Asp

Glu

Thr

Lys
555

Trp

Lys

Leu

Met

380

His

Ile

Arg

Ile

Trp

460

val

Glu

Gly

Ile

Ala

540

Asp

Ser

Asp

Ile

365

Asn

Tyr

Lys

Glu

Asn

445

Glu

Phe

Met

Val

Ser

525

Asn

Asp

Thr

Glu

350

Phe

Ala

Met

Trp

Val

430

val

Ala

Ser

Tyr

Thr

510

Ile

Ile

Leu

Leu

335

Glu

Ala

Thr

Gln

Phe

415

Leu

His

Gly

Pro

Ile

495

Gln

Leu

Arg

Met

320

Thr

Tyr

Thr

Arg

Phe

400

Asp

Lys

Leu

Len

Gly

480

Ile

Tyr

Asn

Ser

Glu
560
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Ala
Arg
Ala
Asn
Thr
625
Lys
Thr
<210> 3
<211> 228
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

Val

Glu

Ser

Met

610

Gly

Met

Preo

Thr

Ile

Met

595

Glu

Ala

Lys

Glu

Glu

Leu

580

Glu

Thr

Gln

Gln

Pro
660

<223> aecuorina modificada

<400> 3

Met

Arg

Gly

Pro

Asn

65

Asp

His

Ser

Arg

Lys

Lys

50

His

Ile

Lys

val

Leu

Leu

35

Trp

Asn

val

Asp

Leu

Pro

20

Gly

Ile

Gly

Ile

Ala

Tyr

565

Met

Val

Leu

Gln

Asn

645

Ala

Thr

val

Ile

Gly

Arg

Asn

85

Vval

ES 2 687 050 T3

Pro

Lys

Asp

Tyr

Lys

630

His

val

Pro

Pro

Met

Arg

Ile

70

Asn

Glu

Asp

Met

Val

Thr

615

Leu

Glu

Ala

Leu

Arg

Lys

His

55

Ser

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

600

Arg

Lys

Asp

Glu

Leu

Ala

val

40

Lys

Leu

Gly

Fhe

Lys

Leu

585

Glu

Phe

Gln

Asp

Leu

Lys

25

Lys

His

Asp

Ala

Phe

29

Lys

570

Leu

Lys

Ala

Arg

Tyr
650

Arg

10

Ile

Leu

Met

Glu

Thr

g0

Gly

Val

Asp

Leu

Arg

Ile

€35

Leu

Gly

His

Thr

Phe

Met

75

Pro

Gly

Leu

Glu

Glu

Leu

620

Thr

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn

60

Val

Glu

Ala

Glu

Asn

Gln

605

Leu

val

Asp

Thr

Leu

Asp

45

Fhe

Tyr

Gln

Gly

Glu

Glu

590

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

30

Phe

Leu

Lys

Ala

Met

Arg

575

val

Glu

Glu

Glu

Ile
655

Ser

15

Pro

Asp

Asp

Ala

Lys

95

Lys

Gly

Ala

Thr

Tyr

Thr

640

Asn

Ala

Glu

Asn

Val

Ser

80

Arg

Tyr
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Gly Vval

Ala

Thr

100

Glu
115

Thr

Glu Glu

130

Arg Leu

145

Gly Ala

Ile

Ile Asp

Leu

Ile

Gly

Trp

Ile Thr

Glu

Leu

Gly Asp Ala

Leu Asp

ES 2 687 050 T3

Trp Pro

Glu Arg
135

Leu
150

Glu

165

Gln Ser

180

Glu
195

Ser

Phe Trp

210

Gly Ala val

225

<210> 4
<211> 1995
<212> ADN

Pro

<213> Mus musculus

<400> 4

atgatgaccyg
cctectectt
tetgtggeag
ccacgcaggg
tgggccaaca
cgtgggcctg
ggcgagggaa
tggtattace
gtagccagag
gattacttet

ctagaacaag

aaaaatccaa
ctatcaaggce
ctgatgatga
gaaggggtgg
aaaattteceg
agctccagac
agggcaccaa
gttggttgtt
cetgoetteag
cagacactgt

ggctecctggt

Ser

Gly

Tyr

Glu Asp

Gln Leu

Thr Met
215

cggtgtgaag
caatggcaaa
cacttectea
cttoccgaagg
tgaggaggaa
tgtgacaacc
aaagaaattt
tgtecattgee
tgatctacag
ttatattgea

caaagacccce

Glu

120

Tyr

Phe

Trp

Cys

Asp

200

Asp

105

Tyr

Ser

Asp

Lys

Glu

185

Val

Pro

Ile

Lys

Ile

Ala

170

Glu

Asp

Ala

Glu

Asn

Ile

155

Tyr

Thr

Glu

Cys

Gly

Gln

140

Asp

Thr

Phe

Met

Glu
220

Trp

125

Ile

Lys

Lys

Arg

Thr

2Q5

Lys

110

Lys

Thr

Asp

Ser

val

190

Arg

Leu

Arg

Leu

Gln

Ala

175

Cys

Gln

Tyr

Leu

Ile

Asn

160

Gly

Asp

His

Gly

agctcteccag
gatgaccaca
gaactgcaaa
attgtcegee
ccaagacctg
catcaggggy
gaactgtttg
atgecctgtte
agaaactatt
gacctcatea

aagaaattgc

30

ctaataacca
gggcaggtag
ggttggeaga
tggtggggat
actccttect
atggcaaagg
ttttggacec
tttacaactg
ttgtggtatg
tteggetgeg

gagacaacta

taaccatcat
cagaccacag
gatggatact
catcagagac
agagegttte
cgacaaggac
agctggagac
gtgtcetgttg
gctggtgetg
cacaggette

tatccacact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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ttgcagttca
ggtatccaca
ttctttgace
gtcctctaca
tacattggcet
tacctggcta
ggagagacac
attggtgtec
aatgccacac
cgaaaggtca
aataagaaga
gagatagcca
gaagctggece
gattatattt
ttggcagtag
tttggtgaga
aatatccgta
gctgtgactg
atgaaggaag
gagaagctgg
ctggectgagt
aagatgaaac

gctgttgetg

<210>5
<211> 1740
<212> ADN

<213> Humana

<400> 5

cttgcteocte
ccagecccac
ccagectgee
cccgggcgga

tggtgctgge

aattggatgt
gecectgaggt
gcactgagac
tettggtcat
ttggggttga

gggagtacat

cacceeoetgt
teatetttge
gagcagagtt
gtaaagacat
cagtagatga
ttaatgttca
tgctggtgga
gccgtaaggg
tagctgatga
ttagtatcct
gtetgggeta
agtatcctga
gtectactgga
agcagctgga
acactggagce
agaaccatga

aatag

aggcagaggc
catgctcatg
cagcaacagc
getggegetg

ggccctaget

ES 2 687 050 T3

ggcttectatce
acgctttaat
acgtacaagc
catccactgg
cacctgggtt
ttactgecctt
aaaggatgag
cactattgtyg
ccaggocaag
ggaagccaag
acgagaagtc
tttgtccact
actggtactg
ggacattggc
tggtgtgact
taacattaag
ctcagatctc
tgccaagaaa
tgagaatgaa
gacaaacatg
ccagcagaag

ggatgattac

tgagtccgea
gogtecacca
agccaggaga
ctctecatag

cggcggggec

atccccactg
cgtctgttac
taccceaaca
aatgcttgta
tacccocaaca
tactggtcca
gagtacctat
ggaaatgtgg
attgatgctg
gtcatcaaat
ctaaagaacc
ctgaagaaag
aagcttegte
aaggaaatgt
cagtatgcct
ggtagcaaaa
tteotgettgt
gtcctggaag
gtggcageta
gagaccttgt
ctcaaacage

ctatcagatg

catcacctce
cttecgotgt
ggccactgga
tetttgtgge

ggcggggecea

31

acctcattta
actttgeocceg
tctteoegaat
tttactatgce
ttactgaccce
cactgaccct
ttgtecatctt
gcetecatgat
tcaaacacta
ggtttgacta
tgcctgeaaa
tgcgeatatt
ctcaggtctt
acatcatcaa
tgctgtecage
tgggcaatcg
ccaaggatga
aacggggtag
gtatggaggt
acactcgttt
gecatcacagt

ggataaacac

aggeccteag
gecetgggeat
caceccogggac
tgtggecectg

ctgggcaccec

ttttgetgtg
tatgtttgag
cagcaacctg
tatctctaag
tgaatatgge
caccaccatt
tgacttectyg
ctecaacatyg
catgcagtte
cttgtggacc
gcttagggca
ccaggattgt
tagtcectgga
ggagggcaaa
tgggagctge
gcgcactgeco
tettatggaa
ggagatcctg
agatgttcag
tgcecegectg
gectggagace

coctgageca

aacacctgec
cactetetge
cogetgetag
agcaatggece

atacacgtct

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1995

60

120

180

240

300
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tcattggeca cttgtgeetg gecgacctgg cegtggetct gttceccaagtg ctgeeccage 360
tggcctggaa ggccacegac cgctteocgtg ggccagatge cctgtgbtegg geogtgaagt 420
atctgeagat ggtgggeatg tatgectecet ceotacatgat cetggecatg acgetggace 480
gacacogtge catctgecgt ccocatgetgg cgtacegeca tggaagtggyg getcactgga 540
accggecggt getagtgget tgggecttet cgetcettet cagectgecee cagotcettea 600
tcttegecca gogcaacgtg gaaggtggeca geggggtcac tgactgectgg gectgetttg 660
cggagccctg gggccegtege acctatgtca cectggattge cctgatggtg ttegtggeac 720
ctacecctggg tategccgec tgeocaggtge tcatctteeg ggagattcat geocagtcetgg 780
tgccagggec atcagagagg cctgggggge gocgeagggg acgocggaca ggceagecccg 840
gtgagggage ccacgtgtca geagetgtgg ccaagactgt gaggatgacg ctagtgattg 300
tggtcgtcta tgtgctgtgcec tgggcaccct tcttcctggt gcagcectgtgg goccgegtggg 960
acccggagge acctctggaa ggtgggtgta gecgtggeta gggectgacgg ggoccacttgg 1020
gcttggcecege atgeccectgt geccccaccag ccatcctgaa cccaacctag atcetccacce 1080
tccacagggg cgccctttgt gctactcatg ttgctggecca gcecctcaacag ctgceaccaac 1140
ccctggatet atgeatcttt cagcagcage gtgtcecctcag agetgcgaag cttgetcetge 1200
tgtgccecggg gacgcaccec acccagectg ggtccocccaag atgagtcecctg caccaccgee 1260
agctcctece tggccaagga cacttcateg tgaggagetg ttgggtgtcet tgectctaga 1320
ggctttgaga agotcagetg cottoectggg getggtectyg ggagecactg ggagggggac 1380
cogtggagaa ttggecagag cotghbggece cgaggetggg acactgtgtg gecctggaca 1440
agocacagoee cetgectggg totcocacate cocagetgta tgaggagage ttoaggeccoe 1500
aggactgtgg gggceccctea ggtcagetcea ctgagetggg tgtaggaggg getgoageag 1560
aggectgagy agtggcagga aagagggage aggtgocccc aggtgagaca geggteccag 1620
gggectgaaa aggaaggacce aggetgggge caggggacct tectgtetec gectttotaa 1680
tcectecete cteattectet cectaataaa aattggaget catttteocac aaaaasaaaaa 1740

<210> 6

<211> 1995

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> CNG alfa2 modificado

<400> 6

32
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atgatgaccg aaaaatccaa cggtgtgaag agctctccag ctaataacca taaccatcat 60
cctcctectt ctatcaagge caatggcaaa gatgaccaca gggcaggtag cagaccacag 120
tctgtggecag ctgatgatga cacttcctca gaactgcaaa ggttggcaga gatggatact 180
ccacgeaggg gaagggotgg cttccgaagg attgtcegec tggtggggat catcagagac 240
tgggccaaca aaaatttccg tgaggaggaa ccaagacctg actccttcet agagegtttce 300
cgtgggectyg agctecagac tgtgacaacce catcaggggg atggcaaagyg cgacaaggac 360
ggcgagggaa agggcaccaa aaagaaattt gaactgtttg ttttggaccc agectggagac 420
tggtattace gttggttgtt tgtcattgee atgeetgtte tttacaactg gtgbtetgttg 480
gtagccagag cctgettecag tgatcetacag agaaactatt ttgtggtatg getggtgetg 540
gattacttct cagacactgt ttatattgca gacctcatca ttcggetgeg cacaggette 600
ctagaacaag ggcoctectggt caaagaccce aagaaattge gagacaacta tatccacact 660
ttgecagttca aattggatgt ggcttetate atccccactg accteattta ttttgetgtg 720
ggtatccaca gccctgaggt acgectttaat cgtctgttac actttgecceg tatgtttgag 780
ttctttgacc gcactgagac acgtacaagc taccccaaca tcttccgaat cagcaacctg 840
gtcctectaca tettggtcat catccactgg aatgettgta tttactatge tatctctaag 800
tccattggect ttggggttga cacctgggtt taccccaaca ttactgacce tgaatatgge 960
tacctggeta gggagtacat ttactgeoctt tactggtcoca cactgaccoet caccaccatt 1020
ggagagacac caccccctgt aaaggatgag gagtacctat ttgtcatcett tgacttectg 1080
attggtgtcce tcatetttge cactattgtg ggaaatgtgg geteccatgat ctecaacatg 1140
aatgccacac gagceagagtt ccaggcocaag attgatgetg tcaaacacta catgeagtte 1200
cgaaaggtca gtaaagacat ggaagccaag gtcatcaaat ggtttgacta cttgtggacc 1260
aataagaaga cagtagatga acgagaagtc ctaaagaacc tgcctgcaaa gcttagggca 1320
gagatagcca ttaatgtteca tttgtecact ctgaagaaag tgegeatatt cecaggattgg 1380
gaagctggee tgetggtgga actggtactg aagettegte ctcaggtett tagtectgga 1440
gattatattt gccgtaaggg ggacattggc aaggaaatgt acatcatcaa ggagggcaaa 1500
ttggcagtgg tagctgatga tggtgtgact cagtatgocot tgctgtcage tgggagetge 1560
tttggtgaga ttagtatcct taacattaag ggtagcaaaa tgggcaatecg gcgcactgec 1620
aatatcegta gtetgggeta ctcagatete tteotgettgt ccaaggatga tettatggaa 1680
gctgtgactg agtatcctga tgccaagaaa gtcectggaag aacggggtag ggagatcctg 1740
atgaagatgyg gtctactgga tgagaatgaa gtggecageta gtatggaggt agatgttcag 1800
gagaagectgg agcagctgga gacaaacatg gagaccttgt acactegttt tgeccegectg 1860
ctggctgagt acactggagc ccagcagaag ctcaaacagce gcatcacagt gctggagacce 1820
aagatgaaac agaaccatga ggatgattac ctatcagatg ggataaacac ccectgageca 1980
gctgttgetg aatag 1985
<210>7
<211> 687

33
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15

<212>
<213>

<220>

ADN
Artificial

<223> aecuorina modificada

<400>

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

<400>

7

atgagcgtge
gtgceccageg
aagctgacca
ttectggacyg
gacatcgtga
gtggaggeet
tacatecgagg
atcaccctga
ggcgccatca
agcgaggact
gtggacgaga

aagctgtacg

8
463
PRT

Humana

8

tgacccceet
ccaagatcca
gcgacttcga
tgaaccacaa
tcaacaacct
tetteggegg
gctggaageg
tecegectgtyg
ccctggacga
gcgaggagac
tgacccgeca

goggegecgt

ES 2 687 050 T3

gctgetgege
cagcctgece
caaccccaag
cggecgeate
gggcgecace
cgeeggeatg
cctggecace
gggcgacgcec
gtggaaggcc
cttccgegtyg

gecacctgggce

gcoctaa

ggectgaceg
cocgagggea
tggatcggcee
agectggacyg
cccgageagg
aagtacggeyg
gaggagctgg
ctgttecgaca
tacaccaaga
tgcgacatcg

ttctggtaca

34

gcagogcecyg
agctgggeat
gccacaagca
agatggtgta
ccaagcgcca
tggagacega
agegctacag
tcatcgacaa
gcgecggeat
acgagagcgg

ccatggaccc

ccgeectgeec
catgaaggtg
catgttcaac
caaggcecage
caaggacgcc
gtggeeegag
caagaaccag
ggaccagaac
catccagagce
ccagctggac

cgcctgcgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€660

687



Met

Met

Trp

Ser

Thr

65

val

Ala

Val

Glu

Leu

50

Phe

Asn

Gly

Gly

Thr

35

Thr

Asp

val

Ala

Arg

val

Glu

Glu

Ser

Pro

Ala

Gln

Asp

Tyr

Cys

ES 2 687 050 T3

Gly

Gly

Lys

Pro

Ala

70

Pro

Pro

Pro

Trp

Pro

55

Cys

Trp

Leu

Arg

Arg

40

Pro

Trp

Tyr

Arg

Pro

25

Glu

Ala

Pro

Leu

35

Leu

10

Gln

Tyr

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

Arg

Asp

Gly

15

Trp

Leu

Ala

Arg

Leu

60

Glu

Ala

Leu

Thr

Gln

45

Fhe

Pro

Ser

Leu

Val

30

Cys

Cys

Gly

Ser

Leu

15

Ser

Gln

Asn

Ser

Val

Gly

Leu

Arg

Arg

Phe

80

Pro



Gln

Lys

Ser

Tyr

145

Ile

Asn

Ser

Ala

Ser

225

Tyr

Phe

Gly

Tyr

Tyr

305

Phe

Gly

Asp

Lys

130

Ile

Ala

Tyr

Val

Gln

210

Cys

Tyr

Ser

Trp

Leu

290

Trp

Leu

His

Asn

115

Arg

Ile

Ser

Ile

Phe

195

Gln

Arg

Trp

val

Gly

275

Tyr

Leu

Ile

Val

100

Ser

Gly

Tyr

Ala

His

180

Ile

His

Leu

Leu

Leu

260

val

Glu

Ile

Phe

85

Tyr

Ser

Glu

Thr

Ile

165

Leu

Lys

Gln

Val

Leu

245

Ser

Pro

Asp

Ile

Val
325
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Arg

Leu

Arg

Val

150

Leu

Asn

Asp

Trp

Fhe

230

Vval

Glu

Leu

Glu

Arg

310

Arg

Phe

Pro

Ser

135

Gly

Leu

Leu

Ala

Asp

215

Leu

Glu

Gln

Leu

Gly

295

Leu

Val

Cys

Trp

120

Ser

Tyr

Gly

Phe

Ala

200

Gly

Len

Gly

Trp

Phe

280

Cys

Pro

Ile

Thx

105

Arg

Pro

Ala

Phe

Ala

185

Leu

Leu

Met

Val

Ile

265

val

Trp

Ile

Cys

36

g0

Ala

Asp

Glu

Leu

Arg

170

Ser

Lys

Leu

Gln

Tyr

250

Phe

Vval

Thr

Leu

Ile
330

Glu

Leu

Glu

Ser

155

His

Phe

Trp

Ser

Tyr

235

Leu

Arg

Pro

Arg

Phe

315

Val

Gly

Ser

Gln

140

Phe

Leu

Ile

Met

Tyr

220

Cys

Tyr

Leu

Trp

Asn

300

Ala

Val

Leu

Glu

125

Leu

Ser

His

Leu

Tyr

205

Gln

Val

Thr

Tyr

Gly

285

Ser

Ile

Ser

Trp

110

Cys

Leu

Ala

Cys

Arg

190

Ser

Asp

Ala

Leu

val

270

Ile

Asn

Gly

Lys

95

Leu

Glu

Phe

Leu

Thr

175

Ala

Thr

Ser

Ala

Leu

255

Ser

val

Met

Vval

Leu
335

Gln

Glu

Leu

val

160

Arg

Leu

Ala

Leu

Asn

240

Ala

Ile

Lys

Asn

Asn

320

Lys



10

Ala Asn Leu Met

Thr Leu

Phe Val Met

340

Thr Leu
355

370

Phe
385

Len

Thr Glu Leu

Tyr Cys

Cys

ARsp Glu

ES 2 687 050 T3

Lys

Ile Pro

His

Ser Phe

390

Phe Val Asn

405

Trp Glu Arg Trp Arg Leu

Met

Ala Gly

Lys

420

Pro
435

Ser

450

<210>9
<211> 1392
<212> ADN

<213> Humana

<400>9

atggceggeg
gaeggeecea
gaatacegac
ttctgecaacc
gtgaatgtca
taccggttct
agggacttgt
ctectgttee
ategectetg
ctgaacctgt
ctgaagtgga
caggactctc

tactactggce

cceoceoggecc
gceccccagygg
gecagtgeca
ggaccttega
gctgececctg
gcacagctga
cggagtgcga
tctacatecat
cgatccteoct
ttgcatcett
tgtatagcac
tgagctgecg

tettggtgga

Leu Lys

Ser Met

Cys

Tyr

Thr

Leu

Ala

375

Thr

Asn

Glu

Pro

Thr
455

Asp

Leu

360

Arg

Ser

Glu

His

Thr

440

Ala

Ile

345

Gly

Gly

Phe

Val

Leu

425

Ser

Thr

Lys

Thr

Thr

Gln

Gln

410

His

Ser

Cys

Cys

His

Leu

Gly

395

Leu

Ile

Leu

Gln

Arg

Glu

Arg

380

Leu

Glu

Gln

Ser

Ala
460

Leu

val

365

Phe

Met

Phe

Arg

Ser

445

Ser

Ala

350

Ile

Tle

val

Arg

Asp

430

Gly

Cys

Lys

Phe

Lys

Ala

Lys

415

Ser

Ala

Ser

Ser

Ala

Leu

Ile

400

Ser

Ser

Thr

gotgegecett
tgccactgtg
gagatcactyg
tgaatacgce
gtacctgcecc
aggcctctgg
ggagtccaag
ctacacggtg
cggettocaga
catcctgecga
agcecgeccag
cctggtgttt

gggcgtgtac

gcgetgetge
tecctetggg
actgaggate
tgctggeccag
tgggccagea
ctgcagaagyg
cgaggggaga
ggctacgcac
cacctgeact
gcattgtceg
cagcaccagt
ctgctcatge

ctgtacacac

37

tgctegggat
agacggtgeca
caccteoctge
atggggagcc
gtgtgccgea
acaactccag
gaagctccce
totecttete
gcacccggaa
tcttcatcaa
gggatggget
agtactgtgt

tgctggeett

ggtgggcagyg
gaaatggoga
cacagacttg
aggctcgttce
gggccacgtg
cctgeccectgg
ggaggagcag
tgctetggtt
ctacatcaeac
ggacgcagcc
cctctecctac

ggcggccaat

ctoggtette

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



tctgagecaat
gttgteeccct
tccaacatga
ttcctecatct
tgcaagacag
gggactcatg
ttcatcaagc
ttatactget
cggettgage
agcagecctga

tcetgeaget

ggatcttcag
ggggcattgt
actactggct
ttgttcgggt
acatcaaatg
aggtcatctt
tgtttacaga
ttgtcaacaa
acttgcacat
gecagtggage

ga

ES 2 687 050 T3

gctctacgtg
caagtaccte
cattatccgg
catctgcatc
cagacttgcc
tgcetttgtg
gctctcettce
tgaggtcocag
ccagagggac

cacggcgggc

agcataggct
tatgaggacyg
ctgceccatte
gtggtatcca
aagtccacgce
atggacgagc
acctccttece
ctggaattte
agcagcatga

agcagcatgt

38

ggggtgttce
agggctgetyg
tctttgccat
aactgaaggc
tgacactcat
acgcccgggg
aggggctgat
ggaagagctg
agecoecctcoaa

acacageccac

cctgetgttt
gaccaggaac
tggggtgaac
caatctcatg
ccccectgetg
gaccctgecgce
ggtggccatc
ggagegetgg
gtgteccace

ttgececaggee

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1392



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 687 050 T3

REIVINDICACIONES

1. Un kit para su uso en la medicion de la cantidad de una forma activa de GLP-1 o la cantidad de AVP en una
muestra bioldgica, que comprende una célula que expresa un GPCR acoplado a G que es un receptor de GLP-1 o
V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio.

2. El kit segun la reivindicacion 1, en el que V2R tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 1,
el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de iones CNG modificado que tiene la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID N°: 2 y la proteina sensible al calcio es apoaecuorina modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3.

3. El kit segun la reivindicacion 1, en el que el receptor de GLP-1 tiene la secuencia de aminoacidos representada
por SEQ ID N°: 8, el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de iones CNG modificado que tiene la
secuencia de aminoacidos representada por SEQID N% 2 y la proteina sensible al calcio es apoaecuorina
modificada que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3.

4. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el canal de calcio dependiente de AMPc es un
canal de iones CNG.

5. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la proteina sensible al calcio es apoaecuorina.

6. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el kit es para diagnosticar diabetes insipida o
SIADH, para determinar cualquiera de una infusidon de liquido hipoténico o hiperténico a seleccionar o para
determinar el efecto de un farmaco terapéutico relacionado con GLP-1.

7. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la célula es una célula congelada.

8. El kit segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas un sustrato luminiscente para la
proteina sensible al calcio.

9. El kit segun la reivindicacion 8, en el que el sustrato luminiscente para la proteina sensible al calcio es
coelenteracina o un derivado de coelenteracina.

10. Un método de diagnédstico de diabetes insipida o SIADH, un método de determinaciéon de cualquiera de una
infusién de liquido hipoténico o hipertdnico a seleccionar o un método de determinaciéon del efecto de un farmaco
terapéutico relacionado con GLP-1, que comprende las siguientes etapas (1) a (3):

(1) preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un GPCR acoplado a G que es un receptor de
GLP-1 o V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato
luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio sin ca® y una muestra derivada de la sangre de un
sujeto de prueba;

(2) anadir una disolucion que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (1); y
(3) medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

11. Un método de cribado de un antagonista de GPCR acoplado a G, que comprende las siguientes etapas (A') a
(C):

(A') preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un GPCR acoplado a G que es un receptor de
GLP-1 o V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una proteina sensible al calcio, un sustrato
luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio sin Ca®', un agonista de GPCR expresado en la
célula y un compuesto de prueba;

(B') afiadir una disolucidn que contiene Ca®* a la mezcla preparada en (A'); y
(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.

12. Un método de cribado de un antagonista de GPCR acoplado a G, que comprende las siguientes etapas (A") a
(C":

(A") preparar una mezcla que contiene una célula que expresa un GPCR acoplado a G que es un receptor de
GLP-1 o V2R, un canal de calcio dependiente de AMPc y una protelna sensible al calcio, un sustrato
luminiscente para la proteina sensible al calcio, un medio que contiene Ca*, un agonista de GPCR expresado
en la célula y un compuesto de prueba;

(B") afadir forskolina a la mezcla preparada en (A"); y

(C") medir la luminiscencia de la proteina sensible al calcio emitida de la célula.
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13. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que V2R tiene la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID N°: 1, el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de iones CNG
modificado que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 2 y la proteina sensible al calcio es
apoaecuorina modificada que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3.

14. EI método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el receptor de GLP-1 tiene la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 8, el canal de calcio dependiente de AMPc es un canal de
iones CNG modificado que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 2 y la proteina sensible
al calcio es apoaecuorina modificada que tiene la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID N°: 3.

15. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el canal de calcio dependiente de
AMPc es un canal de iones CNG.

16. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en el que la proteina sensible al calcio es
apoaecuorina.
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