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DESCRIPCION
Procedimiento y kit para detectar 1,25-dihidroxivitamina D y anticuerpos relacionados

La presente invencion se refiere a un procedimiento y kit para detectar la 1,25-dihidroxivitamina D total en una
muestra de fluido bioldgico, tal como una muestra de sangre completa, plasma, suero u orina.

Mas en particular, la presente invencion se refiere a un procedimiento y kit de inmunoensayo, asi como a los
anticuerpos relacionados, adecuados para detectar la 1,25-dihidroxivitamina D total en una muestra de fluido
biolégico que puede contener 1,25-dihidroxivitamina D conjuntamente con otros formas no activas de vitamina D, tal
como 25-hidroxivitamina D.

La vitamina D es una hormona esteroidea que desempefia un papel fundamental en el metabolismo éseo y la
homeostasis del calcio. En humanos y animales, las principales formas de vitamina D son la vitamina D3
(colecalciferol) y la vitamina D, (ergocalciferol). La vitamina Ds se sintetiza principalmente en la piel a partir del 7-
deshidrocolesterol en respuesta a la exposicion a los rayos ultravioletas B (UVB) solares, pero el aporte de vitaminas
también puede producirse a partir de fuentes dietéticas tales como el pescado graso, es decir, el salmén y la caballa.
La vitamina D2 se adquiere principalmente en la dieta a partir de fuentes fungicas y vegetales, asi como del aporte
complementario (por ejemplo, Drisdol™ o Sterogyl 15 "A").

Independientemente de la fuente, la conversion de las vitaminas D, y Dsen un compuesto bioactivo requiere dos
etapas de hidroxilacion separadas. En el higado, la enzima 25-hidroxilasa convierte la vitamina D en 25-
hidroxivitamina D (a continuacién en el presente documento denominada "25(OH)D"). Este metabolito intermediario
es la principal forma circulante de la hormona y sirve como depdésito para la hidroxilacién posterior del metabolito
biolégicamente activo 1,25-dihidroxivitamina D (a continuacion en el presente documento denominado
"1,25(0OH)2D").

La dltima etapa tiene lugar principalmente en las células tubulares renales y es catalizada por la enzima 1-alfa-
hidroxilasa. Las concentraciones plasmaticas de 1,25(0OH).D estan altamente reguladas por una variedad de
factores, que incluyen la hormona paratiroidea sérica (PTH), y normalmente son aproximadamente 1000 veces mas
bajas que el compuesto precursor 25(OH)D.

Debido a su naturaleza lipéfila, la mayoria de la vitamina D y metabolitos de la misma circulan en la corriente
sanguinea unidos a la proteina de unién a la vitamina D (DBP) (80-90 %), también conocida como globulina Gc, y
albimina (10-20 %). La DBP tiene una alta afinidad por los metabolitos de la vitamina D (Ka =5 x 10®M" para
25(0OH)D y 24,25(0OH)2D, 4 x 10’'M para 1,25(0OH).D y vitamina D), de modo que, en circunstancias normales, solo
aproximadamente un 0,03 % de 25(OH)D y 24,25(0OH).D y aproximadamente un 0,4 % de 1,25(OH).D se
encuentran en forma libre.

Los efectos biologicos de 1,25(0OH).D estan mediados principalmente por la uniéon de esta hormona bioactiva a un
receptor intracelular especifico de vitamina D (VDR), que actia principalmente regulando la expresion de genes
cuyos promotores contienen secuencias de ADN especificas conocidas como elementos de respuesta de la vitamina
D (VDRE).

El receptor de la vitamina D (VDR) es un regulador de la transcripcion dependiente de ligandos que pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares (NR). Al igual que los otros miembros de esta familia de receptores, el VDR
posee una estructura modular que comprende un dominio A/B aminoterminal, un dominio de unién a ADN (DBD)
altamente conservado, una regién conectora flexible y un dominio de union a ligando (LBD) C-terminal que es mas
variable (Mangelsdorf DJ et al., 1995, Cell 83(6):835-9). El LBD C-terminal es un dominio globular multifuncional,
responsable de la unién a hormonas, la dimerizacion con receptor X retinoide (RXR) y la interaccion con
correpresores y coactivadores, que todos juntos son esenciales para la regulacion de las actividades
transcripcionales (Haussler MR, et al. 1998, J Bone Miner Res. 13(3):325-49).

El dominio de union a ligando (LBD) de VDR se ha cristalizado recientemente y su estructura se ha resuelto (Rochel
N, Wurtz JM, Mitschler A, Klaholz B, Moras D The crystal structure of the nuclear receptor for vitamin D bound to its
natural ligand. Mol Cell 2000; 5:173-179).

La unién del ligando al VDR induce un cambio conformacional en el dominio de unién a ligando del receptor, que a
su vez aumenta la heterodimerizacion del VDR con un cofactor, el receptor X retinoide (RXR), en un elemento
sensible a la vitamina D (VDRE) en la region promotora de los genes diana. Esto, a su vez, da lugar a la abertura del
promotor a la maquinaria transcripcional (Glenville J. et al., 1998 Physiology Reviews 78 (4): 1193-1231).

Los dominios de unién a ligando (LBD) de los receptores nucleares son conocidos por tener un alto contenido de
hélice alfa, que puede sufrir un gran cambio conformacional en respuesta a la unién a ligandos, formando una bolsa
hidréfoba. Recientemente, las diferencias en la conformacion del dominio de unién a ligando de Rattus norvegicus (r-
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VDR-LBD) cuando se une a diversos ligandos se resolvieron mediante espectroscopia de RMN (Kiran K. Singarapu
et al. 2011 Biochemistry 50 (51): 11015-24).

La vitamina D esta reconocida actualmente como una prohormona que tiene mdiltiples funciones en el
mantenimiento de una salud 6ptima en los seres humanos. Desde hace mucho tiempo esta confirmado que la una
carencia marcada de vitamina D da como resultado enfermedades dseas histolégicamente evidentes tales como la
osteomalacia en adultos y el raquitismo en nifios, mientras que la insuficiencia de vitamina D puede causar
alteraciones en la concentraciéon de hormona paratiroidea que, si persiste en el tiempo, puede contribuir a una
disminucion de la masa ésea y fracturas. Sin embargo, aunque inicialmente se identific6 como un regulador clasico
de la homeostasis del calcio, ahora se sabe que la vitamina D tiene un espectro mas amplio de acciones, impulsada
por la amplia expresién y distribucion en los tejidos humanos del receptor de la vitamina D (VDR).

En las ultimas décadas, los datos clinicos y epidemiolégicos han proporcionado varias evidencias de que los niveles
alterados de 25(0OH)D se asocian con un riesgo creciente de diversas enfermedades cronicas que incluyen
cardiovasculopatias, hipertensién, infarto de miocardio, diabetes, cancer, reduccion de la funcién neuromuscular, y
enfermedades infecciosas y autoinmunitarias. Incluso complicaciones del embarazo tales como la preeclampsia, la
diabetes gestacional, la cesarea y el parto prematuro podrian ser la secuela tragica de las carencias de vitamina D
gestacional (Holick MF; 2007 N Engl J Med. 357(3):266-81, Holick MF y Chen TC. 2008 Am J Clin Nutr,;
87(4):1080S-6S).

Sin embargo, se han llevado a cabo muy pocos estudios para asociar los riesgos de enfermedad crénica con los
niveles de 1,25(0OH)2D, debido tanto a la complejidad como a la falta de fiabilidad del procedimiento de medicion
disponible en la actualidad.

Por lo tanto, la determinacion de la 1,25(0OH)2D circulante, que es la forma activa de la vitamina D, esta adquiriendo
una relevancia cada vez mayor en muchas aplicaciones clinicas diferentes, ya sea como un marcador de diagnéstico
y/o como un indicador para la monitorizacion del tratamiento. Por ejemplo, la determinacién de los niveles séricos de
1,25(0OH)2D y hormona paratiroidea (PTH) y una posible correlacién de los mismos puede representar una medida
importante para ayudar en el diagnostico de enfermedades paratiroideas, asi como para la deteccion de la aparicion
de hiperparatiroidismo secundario durante la evolucion de la insuficiencia renal o el desarrollo de raquitismo
resistente a la vitamina D (VDRR).

Actualmente, tanto en el uso clinico de rutina como en el de investigacién, existe una amplia variedad de
metodologias disponibles para medir los niveles circulantes de la 25(0OH)D total (es decir, 25(0OH)D3 + 25(OH)Dy).
Abbott Diagnostics (Abbott Park, IL, EE. UU., ensayo de vitamina 25-OH-D ARCHITECT), DiaSorin Inc. (Stillwater,
MN, EE. UU., ensayo de vitamina 25 OH D total LIAISON®), Immunodiagnostic Systems (Boldon, Inglaterra, ensayo
de 25-hidroxivitamina D (250HD) IDS-iSYS), Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania, ensayo de vitamina D total
Modular Analytics E170 Elecsys®) y Siemens Healthcare Diagnostics (Tarrytown, NY, EE. UU., ensayo de vitamina
D total ADVIA Centaur®) suministran procedimientos de inmunoensayo basados en quimioluminiscencia,
comerciales, rapidos y automatizados. Ademas de estas plataformas de ensayo, recientemente ha habido un
aumento constante del uso de procedimientos fisicos basados en la separacion cromatografica seguida de deteccion
directa no inmunoldgica (cromatografia de liquidos semiautomatizada acoplada a espectrometria de masas en
tandem, LC-MS/MS), que se han desarrollado principalmente en laboratorios especializados en los Estados Unidos
(por ejemplo, Esoterix Inc. en Calabasas Hills, CA, Mayo Clinic en Rochester, MN, ARUP Laboratories en Salt Lake
City, UT y Quest Diagnostics en Lyndhurst, NJ), Europa (por ejemplo, la Universidad de Gante en Gante, Bélgica, y
CHU de Liége en Lieja, Bélgica) y Australia (por ejemplo, Pathology Queensland en Herston Queensland y Douglass
Hanly Moir Pathology en Macquarie Park NSW).

A pesar de la amplia seleccion de plataformas de ensayo para medir la 25(OH)D, no existen procedimientos de
ensayo automatizados disponibles actualmente para la determinacion cuantitativa de la forma activa de vitamina D
en muestras clinicas. Los niveles en la circulacion sistémica de 1,25(0OH):D son extremadamente bajos, en el
intervalo de pg/ml, y, por lo tanto, representan un desafio bioanalitico significativo para la monitorizacion clinica. La
cuantificacion de 1,25(OH)2D en plasma se ha realizado tradicionalmente por radioinmunoensayo (RIA). Para evitar
problemas relacionados con la manipulacion de la radiactividad y la vida util limitada de los marcadores radiactivos,
recientemente han surgido nuevos procedimientos para someter a prueba la vitamina D que se basan principalmente
en el empleo de la metodologia de LC-MS/MS. Sin embargo, los ensayos bioanaliticos de LC-MS/MS para
1,25(0OH)2D de los que se ha informado sufren los extensos procedimientos de preparacién de muestras o los
protocolos de derivatizacion que deben llevarse a cabo para lograr la sensibilidad y selectividad requeridas. En la
actualidad, los principales procedimientos disponibles para la deteccion de 1,25(OH)2D requieren realizar varios
pretratamientos de las muestras o etapas preanaliticos que normalmente se llevan a cabo de forma manual y, por lo
tanto, pueden requerir mucho tiempo y trabajo y ser caros.

El documento EP 0 583 945 A divulga un ensayo para 1,25(0OH)2D que consiste en extraer suero sanguineo usando
un disolvente organico tal como acetato de etilo, separar otros metabolitos de la vitamina D potencialmente
interferentes usando una columna de silice y, a continuacién, anadir proteina receptora de cerdo, 1,25(0OH).D
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radiomarcada, anticuerpo biotinilado que se puede unir al receptor y una proteina facilitadora tal como BSA como
parte de un ensayo de unién competitiva por inmunoprecipitacion.

El documento WO/8901631 divulga un ensayo de unién competitiva para 1,25(0OH)2D (3) que implica afadir proteina
receptora de cerdo, 1,25(0OH).D radiomarcada y anticuerpo biotinilado que se puede unir al receptor para suero
sanguineo no tratado. El ensayo de unién competitiva requiere el uso de proteina transportadora de la vitamina D,
que actua como pantalla para minimizar la interferencia de los metabolitos relacionados.

SWAMI N ET AL. Bone, vol. 28, N.2 3, marzo de 2001, paginas 319-326 divulga anticuerpos monoclonales creados
especificamente contra un fragmento sintético de VDR humano no unido, util para determinar los niveles de VDR en
muestras biolégicas. La diana de estos anticuerpos es el VDR en su forma libre.

El documento WO 2012/104643 divulga un procedimiento y una molécula para medir la vitamina D en una muestra.
La molécula se une a apo-DBP (es decir, la proteina de unién a la vitamina D no unida). Se usa una molécula de
reconocimiento, que puede reconocer tanto holo como apo-DBP, para la union preferentemente a holo-DBP sobre el
complejo molécula-DBP.

El RIA DiaSorin (n.? cat. 65100E/100 Tubos; 1,25-dihidroxivitamina D) implica el uso de disolventes organicos,
instrumentos de extraccion y columnas de C18-OH para separar metabolitos de la vitamina D potencialmente
interferentes tales como 24,25(0OH).D, 25,26(0OH).D y 25(0OH)D para aislar 1,25(0OH)2D de la muestra problema
antes de la medicion del metabolito.

Incluso el ensayo automatizado recientemente comercializado suministrado por Immunodiagnostics para la
determinacion de 1,25(0OH).D (n.° cat. 1S-2400; IDS-iISYS 1,25-Dihydroxyvitamin D) requiere una etapa de
pretratamiento de las muestras que exige mucho tiempo y trabajo que hace uso de las inmunocépsulas patentadas
de IDS.

Ademas, los procedimientos de la técnica anterior a menudo tienen limitaciones en lo que respecta a la especificidad
de los ensayos, ya que los eventos de reactividad cruzada con otros metabolitos de la vitamina D no eliminados por
completo de las muestras problema durante las etapas preanaliticas o de pretratamiento de las muestras pueden dar
lugar a la medicion de concentraciones erréneas mas altas de 1,25(0OH).D. Por ejemplo, la mayoria de los
anticuerpos de inmunoensayos tienen reacciones cruzadas significativas con 25(0OH)D, 24,25(0OH).D y 25,26(0OH).D
que pueden estar presentes en la sangre a niveles 1000 veces mayores que la 1, 25(0OH)2D.

Por lo tanto, existe una gran necesidad de desarrollar un procedimiento de ensayo para detectar la 1,25(0OH)2D total
(1,25(0OH)2D2 + 1,25(0OH)2D3) que no presente los inconvenientes. y limitaciones de la técnica anterior.

En particular, existe la necesidad de un procedimiento de ensayo que permita la deteccién precisa, sensible y exacta
de la 1,25(0H)2D total (1,25(0OH)2D2 + 1,25(0OH)2D3) sin requerir etapas de pretratamiento de las muestras que
precisen mucho tiempo y trabajo, y que posiblemente se pueda proporcionar en un formato automatizado.

También existe la necesidad de un procedimiento de ensayo de la 1,25(OH).D que no presente una reactividad
cruzada sustancial con otros metabolitos de la vitamina D que puedan estar presentes en la muestra problema.

Estas y otras necesidades se cubren con el procedimiento, y el kit y los anticuerpos relacionados, como se define en
las reivindicaciones adjuntas, que forman parte integral de la descripcién.

Como se ilustra ademas en los ejemplos a continuacién, la presente invencion se basa en el descubrimiento de que
el pH del medio en el que se realiza el ensayo influye significativamente en la afinidad de union de la proteina de
unién a la vitamina D (DBP) y del dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD) por
1,25(0OH)2D.

Mas especificamente, los resultados de los experimentos realizados por los autores de la presente invencion
mostraron claramente que un cambio en el valor del pH de la muestra problema por encima de 6, preferentemente
por encima de 7, induce sorprendentemente un aumento de aproximadamente 200 veces de la afinidad del VDR-
LBD por 1,25(OH)2D con respecto a 25(0OH)D, mientras que, al mismo valor de pH, la DBP presenta una afinidad
aproximadamente 1000 veces mayor por 25(0OH)D con respecto a 1,25(0OH)2D. La explotacion de un efecto tan
ventajoso del pH en el equilibrio entre 1,25(0OH)2D unida a la DBP y 1,25(OH)2D unida al VDR-LBD representa, por
lo tanto, una herramienta Unica en términos tanto de facilidad como de eficacia para capturar selectivamente la
1,25(0OH)2D circulante de la DBP natural en presencia de un exceso molar de VDR-LBD, dejando al mismo tiempo la
mayoria de 25(0OH)D en una forma secuestrada unida a la DBP. Dicho enfoque es particularmente ventajoso con
respecto a los procedimientos de la técnica anterior, que requieren etapas de pretratamiento de las muestras que
exigen mucho tiempo y trabajo para permitir la determinacion de 1,25(0OH).D en muestras clinicas.

Dado que se sabe que la unién de 1,25(0OH).D al VDR-LBD induce un cambio conformacional en la molécula del
VDR-LBD, los autores de la presente invencién han llevado a cabo una extensa experimentacion para desarrollar un
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resto de captura, tal como un anticuerpo, que pueda reconocer especificamente y unirse al VDR-LBD unido a
1,25(0OH)2D, para discriminar selectivamente el complejo VDR-LBD/1,25(0OH)2D del VDR-LBD no unido en varias
matrices bioldgicas. Dicho resto de captura especifico para la conformaciéon es particularmente (til, ya que
representa una herramienta inestimable para la deteccién rapida y fiable de la forma activa circulante de la vitamina
D.

Por tanto, un aspecto de la presente invencion es un procedimiento para detectar 1,25(0OH)2D o un analogo de la
misma en una muestra de fluido bioldgico, como se define en la reivindicacion 9 adjunta.

También esta dentro del alcance de la invencién un kit para detectar 1,25(OH)2D o un analogo de la misma en una
muestra de fluido biolégico, como se define en la reivindicacion 18 adjunta.

El término "vitamina D" como se usa en la presente descripcion se refiere tanto a la vitamina D3 (colecalciferol) como
a la vitamina D2 (ergocalciferol), y el término "1,25(0OH).D" se refiere tanto a 1,25(0OH)Ds como a 1,25(0OH)D». Los
analogos de 1,25(0OH)2D incluyen versiones modificadas y analogos estructurales de la misma, tal como, por
ejemplo, 19-nor-1a-25-dihidroxivitamina D2 (por ejemplo, Zemplar o paricalcitol de Abbott), 1a-hidroxivitamina D2 o
1a-hidroxiergocalciferol (por ejemplo, Hectorol o doxercalciferol de Genzyme), y 2-metilen-19-nor-(20S)-1a,25-
(OH)2D3 (por ejemplo, 2MD de Deltanoid Pharmaceuticals).

Como se menciona anteriormente, un rasgo caracteristico distintivo del procedimiento de deteccion de la presente
invencion es que el pH de la muestra de fluido biolégico en examen se ajusta a un valor superior a 6, es decir,
comprendido entre 6 y 9. Los valores de pH preferentes estan comprendidos entre 7 y 8,6, tal como 7,2, 7,3, 7,4,
75,76, 7,7, 78, 7,9, 8,0, 8,1, 82, 8,3, 84, 85 u 8,6. Los agentes tamponadores y las soluciones tampén
adecuadas para ajustar el pH de una muestra de fluido bioldgico a los valores mencionados anteriormente son bien
conocido por los expertos en la técnica.

En el contexto de la presente invencion, la muestra de fluido bioldgico se selecciona preferentemente del grupo que
consiste en sangre completa, suero, plasma y orina. La muestra de fluido biolégico puede incluir opcionalmente
componentes adicionales, tales como, por ejemplo: diluyentes, conservantes, agentes estabilizantes y/o tampones.
Si es necesario, las diluciones de la muestra de fluido biolégico se preparan usando cualquier tampoén diluyente
adecuado conocido en la técnica.

El procedimiento de deteccién de la presente invencion se caracteriza ademas por que se emplea una proteina
receptora que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD) para unirse a
1,25(0OH)2 D o un anélogo de la misma.

El término "proteina receptora que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-
LBD)", como se usa en la presente descripcién, engloba tanto la proteina receptora de la vitamina D (VDR)
completa, que incluye el dominio de unién a ligando C-terminal y el dominio de unién a ligando (LBD) del receptor de
la vitamina D en una forma aislada o genomanipulada.

Por ejemplo, toda la proteina receptora de la vitamina D o el dominio de unién a ligando de la misma es una proteina
recombinante generada por tecnologias de ADN. Las secuencias de nuclettidos que codifican el receptor de la
vitamina D de varias especies animales estan disponibles y caracterizadas. Por tanto, la proteina receptora de la
vitamina D completa o el dominio de unién a ligando de la misma usado en la presente invencién como proteina
receptora es, por ejemplo, pero sin limitacion, de origen mamifero (por ejemplo, una proteina humana, de ratén o
rata) o de origen aviar o de origen anfibio; de forma alternativa, es una variante mutada de cualquiera de dichas
proteinas.

Opcionalmente, la proteina receptora de la vitamina D completa o el dominio de unién a ligando de la misma usado
como proteina receptora en la presente invencién comprende ademds o estd acoplada a una etiqueta de afinidad
para mejorar sustancialmente los procedimientos de purificacién y/o deteccion. Entre las etiquetas de afinidad mas
comunes, las etiquetas de polihistidina ("His-tag") unidas al extremo C-terminal o N-terminal de la proteina de interés
se emplean de manera rutinaria en las ciencias de las proteinas y su uso dentro del contexto de la presente
invencion esta, por lo tanto, dentro del conocimiento del experto en la materia. Las proteinas etiquetadas con His
expresadas se purifican facilmente, por ejemplo, en matrices que contienen iones metdlicos de transicion, y el uso
de anticuerpos anti-His-tag representa una herramienta Util y conocida en estudios de localizacion e
inmunoprecipitacién.

Por lo tanto, en un modo de realizacién preferente de la presente invencién, la proteina del receptor de vitamina D
completa o el dominio de unién a ligando de la misma usados como proteina receptora es una proteina de fusion
recombinante etiquetada con His. Sin embargo, se pueden emplear otras etiquetas de afinidad tales como, por
ejemplo, Arg5, Strep-tag Il, FLAG, fluoresceina (FITC), Poly(A), Poly(dT) y biotina. Las técnicas para la produccion
de proteinas recombinantes etiquetadas con epitopos son, en general, conocidas en la técnica. En otro modo de
realizacién preferente, la proteina receptora de vitamina D completa o el dominio de unién a ligando de la misma
usado como proteina receptora se acopla a una proteina chaperona o, en general, a cualquier otra proteina que
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tenga una funcién similar a la chaperona, para ayudar al plegamiento de la proteina y/o mejorar la estabilidad.
Dentro del contexto de la invenciéon también se puede emplear una proteina receptora (es decir, la proteina
receptora de la vitamina D completa o el dominio de unién a ligando de la misma, posiblemente acoplado a una
etiqueta de afinidad o una proteina chaperona o similar a la chaperona) que lleva una mutacion en la secuencia de
aminoacidos destinada a mejorar la estabilidad.

Como se menciona anteriormente, el procedimiento de deteccion de la presente invencién implica el uso de un resto
de captura que se puede unir al complejo VDR-LBD/1,25(0OH)2D reconociendo especificamente el VDR-LBD
modificado conformacionalmente unido a 1,25(0OH)2D o un anélogo de la misma.

En una modo de realizacién preferente, el resto de captura es un anticuerpo como se define en la reivindicacién 1
adjunta.

Dado que los autores de la presente invencion han puesto a disposicion por primera vez un anticuerpo que tiene la
especificidad de unién definida en la reivindicacion 1 adjunta, el anticuerpo per se también cae dentro del alcance de
la presente invencion.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencion es un anticuerpo que se une especificamente el dominio de unién a ligando
del receptor de la vitamina D (VDR-LBD), caracterizado por que discrimina selectivamente entre un complejo
formado entre VDR-LBD y 1,25(0OH)2D o un analogo de la misma y VDR-LBD sin complejar.

Preferentemente, el anticuerpo de la invencion es un anticuerpo monoclonal. Como se describe en los ejemplos, los
autores de la presente invencion produjeron varios clones de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales que
pueden reconocer y unirse especificamente al VDR-LBD modificado conformacionalmente unido a 1,25(OH)2D sin
reactividad cruzada sustancial con el VDR-LBD sin complejar. Uno de dichos clones de hibridoma, designado como
11B4H11H10, produce un anticuerpo monoclonal que se caracteriz6 completamente por secuenciacién, para
identificar las secuencias de aminodcidos y acidos nucleicos de sus dominios variables de cadena pesada y ligera.
También se identificaron las CDR (CDR1, CDR2 y CDRS3) de los dominios variables de cadena tanto pesada como
ligera.

Dichas secuencias de aminoacidos y acido nucleicos se ilustran en el listado de secuencias, que forma parte
integrante de la descripcion; en el listado de secuencias, las secuencias de aminodcidos y acidos nucleicos del
dominio variable de cadena pesada de 11B4H11H10 se designan como SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8,
respectivamente; las secuencias de aminoacidos y &cidos nucleicos del dominio variable de cadena ligera de
11B4H11H10 se designan como SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, respectivamente; las CDR del dominio variable de
cadena pesada de 11B4H11H10 se designan como SEQ ID NO: 1, 2 y 3 y las CDR del dominio variable de cadena
ligera de 11B4H11H10 se designan como SEQ ID NO: 4,5y 6.

Por lo tanto, de acuerdo con un modo de realizacion preferente, el anticuerpo de la invenciéon es un anticuerpo
monoclonal que comprende un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en el que
el dominio variable de cadena pesada comprende al menos una CDR seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 1, 2 y 3 y/o el dominio variable de cadena ligera comprende al menos una CDR seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 4, 5y 6. En un modo de realizacion mas preferente, el dominio variable de cadena
pesada comprende las CDR SEQ ID NO: 1, 2 y 3 y/o el dominio variable de cadena ligera comprende las CDR SEQ
IDNO: 4,5y6.

En un modo de realizacion particular, el dominio variable de cadena pesada comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 7 o esta codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia SEQ ID NO: 8 y/o
el dominio variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 9 o esta codificado por un
acido nucleico que comprende la secuencia SEQ ID NO: 10.

El término "anticuerpo» como se usa en la presente descripcién engloba una molécula de anticuerpo completa
(incluyendo versiones policlonales, monoclonales, quiméricas, humanizadas o humanas que tienen cadenas
pesadas y ligeras de longitud completa), asi como un fragmento de anticuerpo que se une a un antigeno. Un
"fragmento de anticuerpo” incluye cualquier fragmento de inmunoglobulina que tenga la misma especificidad de
unién que el anticuerpo completo correspondiente. Dichos fragmentos se producen de acuerdo con procedimientos
estandar; consultese, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual', CSH Press, Cold Spring
Harbor, EE. UU., 1988. Los ejemplos no limitantes de fragmentos de anticuerpos incluyen F(ab), Fab', F(ab")z, F(v),
anticuerpos monocatenarios (scFv), F(c), F(d).

El anticuerpo de la presente invencion se produce preferentemente por inmunizacién animal. Brevemente, los
anticuerpos monoclonales se generan inyectando a animales, por ejemplo, ratas, hamsteres, conejos o ratones, un
inmunégeno que comprende el VDR-LBD modificado conformacionalmente unido a la vitamina 1,25-(OH)2D o un
andlogo de la misma, de acuerdo con procedimientos conocidos per se (Costagliola et al., J Immunol 1998;
160:1458-65). La presencia de produccion especifica de anticuerpos se monitoriza después de la inyeccion inicial
y/o después de una inyeccion de refuerzo realizando un ensayo de inmunodeteccién en una muestra de suero
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obtenida de los animales inyectados. De los animales que resulte que producen el(los) anticuerpo(s) especifico(s) de
interés, se extraen células del bazo y posteriormente se fusionan con una pareja de fusion de células de mieloma
para generar lineas celulares de hibridoma que, a continuacion, se analizan para determinar su capacidad para
secretar el(los) anticuerpo(s) de interés, es decir, anticuerpos que se unan especificamente al VDR-LBD del
complejo formado entre VDR-LBD y 1,25(OH)2D o un andlogo de la misma.

En el procedimiento de deteccién de la presente invencion, la deteccion del complejo VDR-LBD/1,25(0OH).D
capturado se puede lograr a través de una amplia variedad de técnicas. Por ejemplo, se puede generar una sefal
detectable directamente empleando una proteina receptora marcada o indirectamente por medio de una molécula
detectora marcada que se puede unir al complejo VDR-LBD/1,25(0OH).D capturado por el resto de captura.
Tipicamente, la molécula detectora es otro anticuerpo dirigido a un epitopo en el complejo VDR-LBD/1,25(0OH).D
que es diferente del epitopo reconocido por el resto de captura de la invencién (es decir, un anticuerpo detector anti-
VDR-LBD).

El marcador detectable puede ser cualquier sustancia capaz de producir una sefial que sea detectable por medios
visuales o instrumentales. Los marcadores adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
compuestos fluorescentes, compuestos quimioluminiscentes, compuestos radiactivos, enzimas y sustratos
enzimaticos, moléculas adecuadas para deteccion colorimétrica, proteinas de unién, epitopos, enzimas o sustratos.
En la préctica, cualquier molécula de sefal o marcador conocida en la técnica se puede incorporar en modos de
realizacién del procedimiento y kit de la presente invencién.

Cualquier formato de ensayo que permita el contacto entre la muestra de fluido bioldgico y la proteina receptora que
comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD) es adecuado para llevar a cabo el
procedimiento de deteccion de la invencion.

De acuerdo con un modo de realizacion preferente, el procedimiento de deteccion de la invenciéon es un
inmunoensayo in vitro realizado en una muestra de fluido bioldgico de un sujeto o paciente. Los inmunoensayos
incluyen ensayos tanto homogéneos como heterogéneos, asi como ensayos de tipo sandwich competitivos y no
competitivos.

Las figuras 1 y 2 ilustran, a modo de ejemplo, inmunoensayos no competitivos en un Gnico sitio de acuerdo con la
invencion, en los que el complejo formado por medio de la unién de 1,25(0OH)2D a la proteina receptora marcada que
comprende el dominio unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD) es capturado por el anticuerpo de
captura especifico para la conformacion de la invencion (que en las figuras 1 y 2 se designa como "anticuerpo
monoclonal anti-LBD unido") inmovilizado sobre un soporte sélido. En los ejemplos de las figuras 1 y 2, el soporte
solido es una particula paramagnética (PMP) y el marcador es aminobutiletilisoluminol (ABEI).

En el modo de realizacion especifico de la figura 1, la etapa de ajustar el pH de la muestra de fluido bioldgico con el
tampon de ensayo y la etapa de afiadir la proteina receptora que comprende el VDR-LBD a la muestra se realizan
simultaneamente. En el modo de realizacion especifico de la figura2, dichas etapas se llevan a cabo
secuencialmente.

La figura 3 ilustra, a modo de ejemplo, un inmunoensayo de tipo sandwich. Las caracteristicas y procedimientos
generales de los inmunoensayos de tipo sandwich estan bien establecidos y son conocidos por los expertos en la
técnica. Un inmunoensayo de tipo sandwich es un modo de realizacién particularmente preferente del procedimiento
de la presente invencion.

El inmunoensayo de tipo sandwich de la figura 3 implica la union del complejo VDR-LBD/1,25(0OH).D al anticuerpo
de captura especifico para la conformacién (designado como "anticuerpo monoclonal anti-LBD unido") inmovilizado
sobre un soporte soélido (por ejemplo, una particula paramagnética, PMP) y el uso de un anticuerpo detector
marcado como la segunda parte del sandwich. El anticuerpo detector esta directamente marcado o es reconocido
por un conjugado que consiste en un anticuerpo anti-inmunoglobulina marcado (en el ejemplo especifico de la
figura 3, el anticuerpo detector estd marcado directamente con ABEI). La cantidad de anticuerpo marcado unido
directa o indirectamente al complejo VDR-LBD/1,25(0OH).D se mide a continuaciéon por medios adecuados.

El inmunoensayo de tipo sandwich puede implicar el uso de una proteina receptora etiquetada que comprende VDR-
LBD en combinacion con un anticuerpo detector antietiqueta. En este modo de realizacion, la deteccién del complejo
VDR-LBD/1,25(0OH).D capturado por el anticuerpo de captura especifico para la conformacion se logra mediante la
unién especifica del anticuerpo detector a la etiqueta presente en el complejo. Preferentemente, la etiqueta es una
etiqueta de polihistidina. En un modo de realizacién mas especifico, la etiqueta es una proteina chaperona.

Los inmunoensayos que se encuentran dentro del alcance de la invencion pueden estar en cualquier formato
adecuado, tal como, por ejemplo, radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos por quimioluminiscencia o
fluorescencia, inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA), micromatrices de microesferas basadas en Luminex,
ensayos de micromatrices de proteinas, o formatos de prueba rapida tal como, por ejemplo, pruebas de tira
inmunocromatografica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2696 075 T3

Dependiendo del formato del inmunoensayo, el anticuerpo de captura y/o el anticuerpo detector se pueden
inmovilizar sobre un soporte sélido. Ejemplos no limitativos de soportes sélidos adecuados son los pocillos de una
placa de microtitulacién, la superficie de una microparticula tal como latex, poliestireno, silice, sefarosa quelante o
microesferas magnéticas, membranas, tiras o matrices.

Como se menciona anteriormente, otro aspecto de la presente invencién es un kit para detectar 1,25(0OH)2D o un
andlogo de la misma en una muestra de fluido biolégico, comprendiendo el kit la proteina receptora y el resto de
captura como se define anteriormente en relacion con el procedimiento, asi como un tampén de unidén que tiene un
pH comprendido entre 6 y 9. Los valores de pH preferentes estan comprendidos entre 7 y 8,6, tal como 7,2, 7,3, 7,4,
75,76,77,78,7)9, 8,0, 81, 8,2, 83, 8,4, 85 u 8,6. Los ejemplos preferentes, pero no limitativos, del tampdn de
unién para ajustar el pH de la muestra problema incluyen tampén Tris 50 mM (pH 7,4), Hepes (6,5-7,5), PBS.

El kit de la invencién puede comprender ademas un soporte sélido tal como, sin limitacion, perlas, microparticulas,
nanoparticulas, particulas superparamagnéticas, una placa de microtitulacion, una cubeta, un dispositivo de flujo
lateral, una cubeta de lectura o cualquier superficie a la que una proteina o el péptido se puede unir de forma pasiva
o covalente. La proteina receptora o el resto de captura del kit de la invencion se pueden inmovilizar sobre el soporte
sélido.

Ademas, el kit de la invencidén puede contener medios de deteccién como se describe anteriormente en relacion con
el procedimiento de deteccion.

La siguiente seccion experimental se proporciona Unicamente a modo de ilustracion y no pretende limitar el alcance
de la invencién como se define en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Expresion y purificacion de la proteina VDR-LBD de rata

Para producir proteinas VDR-LBD recombinantes que se usen como reactivos adecuados para los procedimientos y
kits de la invencién, se construyd un vector de expresion basado en plasmidos. Brevemente, el ADN que codifica el
dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D de los restos 116-423 de Rattus norvegicuscon delecion de
un bucle interno de 47 aminoéacidos (165-211) (rVDR-LBD) se cloné en el plasmido pET-29b (Novagen) usando la
combinacion de sitios de restriccion N de I/Bgl Il. Para facilitar la deteccion y purificacion de la proteina VDR-LBD
recombinante, se puede afadir una etiqueta de polihistidina en el extremo C de la proteina de interés mediante la
clonacion de una secuencia codificante de la etiqueta His corriente abajo de la secuencia codificante VDR-LBD,
seguida de un codén de terminacién.

Los plasmidos que codifican la proteina VDR-LBD se expresaron como cuerpos de inclusion en células BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL (Stratagene) cultivadas en LB complementado con kanamicina (40 ug/l) y cloranfenicol
(40 pg/l). Se inoculd un cultivo iniciador (5 ml) con una Unica colonia bacteriana y crecié en un tubo de 14 ml a 37 °C
(250 rpm) durante 6 horas para alcanzar una densidad 6ptica (OD600) de ~1. El cultivo iniciador se diluyd en un
cultivo durante la noche (35 ml) en 2500 veces y crecié en un matraz de 125 ml a 30 °C (250 rpm) durante 15h
(OD600 tipica ~3,7). El cultivo durante la noche se diluyé en 0,51 de los medios de expresién en un matraz de 2 |
con una OD600 de ~0,09. El cultivo crecié durante ~2,5 h (250 rpm) a una OD600 de 0,6-0,8 y la expresion de VDR-
LBD se indujo mediante la adicién de IPTG a una concentracion final de 0,35 mM. El cultivo continu6 creciendo a
37 °C durante 6 h antes de recolectar las células mediante centrifugacién a 5000 rpm (rotor GS3) a 4 °C durante
15 min. El sedimento celular recién recogido (tipicamente 5,5 g/I de cultivo) se almacen6 a -80 °C para purificacion
adicional de la proteina.

El sedimento celular (5,5 g) se resuspendié en 135 ml de tampon de lisis que contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,0),
EDTA 2 mM, DTT 10 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,3 mM y lisozima 0,5 mg/ml, y se someti6 a sonicacion con
un desmembrador soénico (Fisher). El sedimento, que incluia residuos celulares y cuerpos de inclusién, se obtuvo por
centrifugacién a 11 000 rpm (rotor SS34) a 4 °C durante 15 min, y se lavé con 200 ml del tampén de lavado (Tris-HCI
50 mM, EDTA 2 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) seguido de 200 ml del mismo tampén de lavado con Triton X-100 al
0,5 % (v/v). Después de cada adicién, la suspension se agitdé suavemente durante 5 min y, a continuacion, se
centrifugé a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 min. El sedimento final se suspendid6 muy suavemente en 200 ml de
tampdn desnaturalizante que contenia &cido Tris-acético 40 mM (pH 7,6), EDTA 2 mM, guanidina-HCI 6 M y DTT
100 mM, y se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. Se obtuvo una solucién transparente mediante
centrifugacion a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante se dializo frente a 20 | de tampén de dialisis que
contenia NaH2PO4-Na;HPO4 25 mM (pH 7,4), KCI 50 mM y DTT 2 mM a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se
extrajo un precipitado blanco mediante centrifugacion y se recuper6 el sobrenadante y se continud la didlisis durante
otras 24 h con dos cambios del tampén que contenia HEPES 16 mM (pH 7.,4), NaCl 25 mM, KCI 15 mM y DTT
2 mM. La solucién de proteina se concentrd en un filiro centrifugo Amicon (10K MWCO) y se intercambid en el
tampén final que contenia HEPES 16 mM (pH 7,4), NaCl 25 mM, KCI 15 mM y TCEP 10 mM. El intercambio de
tampon se realiz6 mediante dilucién y concentracién repetidas para extraer el DTT que es incompatible con las
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microesferas de His-tag. La pureza de la proteina se analizé mediante SDS-PAGE al 12 %. La concentracién de
proteina se determind mediante el procedimiento de Bradford utilizando BSA como estédndar (coeficiente de
0,055 ug’1 cm-1). El rendimiento tipico de VDR-LBD es de 25-30 mg/l de cultivo y es altamente dependiente del nivel
de expresiodn, que esta determinado por la salubridad del cultivo y el procedimiento de didlisis.

EJEMPLO 2: Generacion de anticuerpos monoclonales especificos para la conformacion capaces de
reconocer el complejo VDR-LBD/1,25(0H).D

La estrategia seguida por los autores de la presente invencién para la generacion de anticuerpos especificos para la
conformacion se baso en la explotacion del complejo que consiste en el dominio de union del receptor de la vitamina
D (VDR-LBD) unido a 1,25(0OH)2D como inmunégeno. Se inyectaron alicuotas de uso individual del inmunégeno
formulado con el adyuvante apropiado en ratones BALB/c. Después de 4, 6 y 8 semanas, los linfocitos de los bazos
de los ratones se fusionaron con células de mieloma de ratén SP2/0 usando polietilenglicol (PEG) como agente de
fusién. Las células hibridas se colocaron en placas en 384 pocillos en un formato de placa de cultivo de 96 pocillos
de alto rendimiento.

La actividad inmunitaria especifica del antigeno se determind mediante ELISA directamente en las placas de fusion
maestras, usando el inmundgeno de interés, es decir, el complejo VDR-LBD/1,25(0OH)2D, y el dominio de unién a
ligando de la vitamina D no unido solo como control negativo . Brevemente, se recubrieron placas de microtitulacion
de 96 pocillos con 100 pl de 0,56 ug/ml de proteina VDR-LBD recombinante etiquetada con His en la forma no unida
o previamente unida con 1,25(0OH)2D, respectivamente. La reaccién previa a la union se llevé a-cabo incubando la
proteina VDR-LBD durante la noche en presencia de un exceso molar de tres de 1,25(OH).D (1 mg/ml). La
adsorcion de la proteina en las placas de microtitulacién se logré por medio de interacciones especificas entre la
etiqueta de polihistidina y un recubrimiento de iones de niquel presentes en la superficie de los pocillos. Después de
la adsorcion de la proteina, las placas se lavaron con PBS-T (Tween 20 al 0,1 % en PBS) y se incubaron con 100 pl
de los anticuerpos monoclonales en examen diluidos 1:16 000, durante 1 hora a temperatura ambiente, con mezcla
suave. Después de la incubacion, las placas se lavaron tres veces con PBS-T y se incubaron con 100 pl de
anticuerpo caprino contra IgG de ratén conjugado con HRP (1 mg/ml) diluido 1:30000 en PBS-T, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas lavadas se incubaron a continuacién con 100 pl/pocillo de sustrato TMB a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La reacciéon se detuvo afiadiendo 150 pl/pocillo de solucion de HCI al
1 %. La absorbancia a 450 nm se midié usando un lector de microplacas.

Dicha estrategia de cribado permitié la deteccién y selecciéon de clones que secretan anticuerpos que muestran
especificidad hacia el complejo VDR-LBD/1,25(OH)2D solamente y no para el dominio de unién a ligando no unido
(tabla 1). A continuacion, los hibridomas seleccionados se clonaron mediante el procedimiento de dilucion limitante y
se volvieron a someter a cribado de acuerdo con el procedimiento ELISA descrito anteriormente. Se subclonaron
clones con el titulo y la especificidad deseados para estabilizar la expresién del anticuerpo.

Cada uno de los clones seleccionados se sometié a prueba inicialmente para determinar el isotipo de la
inmunoglobulina de ratén y posteriormente se expandi6é a la escala de produccidon. Después de la expansion del
clon, se aislaron las IgG de raton mediante purificacion por afinidad con proteina A usando AKTAprime plus y se
sometieron a un intercambio de tampdn usando una columna de desalado Hitrap a tampdn DPBS IX. La muestra de
anticuerpo obtenida de este modo se esterilizd usando un filtro de 0,2 pm, se estim6 la concentracién de la muestra
y el producto se envasé estéril en un tubo de polipropileno y se almacené a 4 °C.

Como resultado de los estudios descritos anteriormente, el clon de hibridoma denominado 11B4H11H10 se
selecciond para analisis adicional.

Tabla 1

(Datos de cribado mediante ELISA obtenidos con 4 anticuerpos que se unen al complejo anti-VDR-
LBD/1,25(0OH),D)

Absorbancia en ELISA a 450 nm

ID de clon de anticuerpo Complejo VDR-LBD/1,25(0OH),D | VDR-LBD no unido | Proporcién
10A3 3,659 0,103 355
11B4 3,028 0,121 25,0
12C11 0,569 0,090 6,32
8E2 0,480 0,382 1,26

El procedimiento de seleccién ilustrado anteriormente también se puede usar para identificar otros clones de
hibridoma que secretan anticuerpos de acuerdo con la presente invencién, es decir, mAb o fragmentos funcionales
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de los mismos que se pueden unir especificamente al dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D unido
a 1,25-dihidroxivitamina D o el analogo de la misma.

EJEMPLO 3: Identificacion de la secuencia consenso de ADN del gen VH y VL de inmunoglobulina G,
expresado por el clon de hibridoma 11B4H11H10

Se descongelé un frasco de inéculo madre primario de 11B4H11H10 y se expandidé para generar un namero
representativo de células para construcciones de la coleccion de ADNc. Brevemente, se alslaron 1 x 107 células de
hibridoma de un cultivo con crecimiento logaritmico activo de células en un matraz de 75 cm? y se centrifugaron a
500 x g durante 4 minutos en un tubo de centrifuga estéril de polipropileno de 50 cm?. EI ARN total se aislé usando
TRIzol® Reagent, Invitrogen, y se cuantific6 en un Nanodrop™. Se retrotranscribié el ARN total del hibridoma
(500 ng) usando el procedimiento del cebador oligo dT. Se amplificaron cadenas pesada variable (Vh) y ligera
variable (VI) de las inmunoglobulinas de raton a partir de la coleccion de ADNc (RT-PCR) usando cebadores
especificos. Esas cadenas amplificadas se insertaron independientemente, en una orientacién aleatoria, en un
vector TOPO (Invitrogen) mediante clonaciéon TA. El producto de ligado se transformé por electroporacion en una
cepa de mantenimiento electrocompetente de E. coli.

Se seleccionaron veinte colonias bacterianas independientes de cada placa de transformacién y se expandieron por
inoculacion en 10 ml de caldo LBA (100 pg/ml de ampicilina) en un tubo con tapa de cierre de polipropileno de 15 ml
y crecimiento a 37 °C durante la noche con agitacién orbital a 250 rpm. Por tanto, se generé ADN de 20 plasmidos
purificados tanto para Vh como para V1.

Cada uno de los veinte plasmidos TOPO Vh y VI iniciales se cribé mediante secuenciacién automatizada de ADN
(Functional Biosciences, Madison, Wisconsin) con reaccion directa (5'-3") de un unico duplicado usando un cebador
de secuenciacién T7 para determinar si estaba presente un inserto de Vh o VI de longitud completa. Tras la
alineacion de la secuencia, surgi6é una unica Vh y VI representativa, lo que indica que la poblaciéon de hibridomas en
el momento del aislamiento del ARN era monoclonal.

Se seleccionaron hasta diez plasmidos representativos tanto para Vh como para VI, que contienen el inserto de
longitud completa correspondiente, para obtener duplicados adicionales de la secuenciacion de ADN. Mas
especificamente, se sometioé cada plasmido a dos reacciones directas T7 e inversas BGH adicionales para construir
la secuencia consenso.

Se realizaron alineaciones de ADN usando CLC Workbench para generar la novedosa secuencia consenso variable
pesada y variable ligera de inmunoglobulina de raton. Tras la traduccion de las secuencias consenso de ADN
identificadas en extensiones de aminoacidos, se empledé NCBI BLAST para el analisis de dominios de proteina Vh y
VI para confirmar que las secuencias son genes de inmunoglobulina de ratén y para cartografiar dominios
estructurales importantes, incluidas las regiones determinantes de complementariedad (CDR).

Las secuencias consenso de ADN del anticuerpo monoclonal designado como 11B4H11H10, asi como las CDR del
mismo, se ilustran en el listado de secuencias.

Ejemplo 4: Ensayo de 1,25(0OH).D
Uno de los modos de realizacién preferentes del ensayo de la invencion se desarrollé6 como sigue.

Se recubrieron microparticulas paramagnéticas (PMP) (Dynal, Noruega) con el anticuerpo monoclonal 11B4
siguiendo las instrucciones del proveedor. El VDR-LBD recombinante que se us6 en el ensayo se preparé como se
describe en el Ejemplo 1, y se acoplé a una etiqueta de afinidad (designada a continuacion como "TAG"). El
anticuerpo monoclonal 11B4H11H10 que se usé en el ensayo se prepard como se describe en el Ejemplo 2. Se
conjugé un anticuerpo monoclonal de ratéon anti TAG con aminobutiletilisoluminol ciclico (cABEI) en tampén PBS a
pH 7,4. La incorporacion de cABEI calculada fue de 2-3 moléculas por molécula de anticuerpo. Se prepararon
calibradores afadiendo diferentes concentraciones de una solucién etandlica de 1,25(0OH)2D en un suero humano
sin esteroides y sin carbdn vegetal. La formulacién del tampdn de ensayo consistié en TRIS 50 mM pH 7,4, CHAPS
al 0,02 %, EDTA 1 mM, heparina a 8 mg/ml y 1 % de suero de ratén para mitigar las interferencias heteréfilas de
anticuerpos humanos antimurinos (HAMA).

Un desafio importante de un ensayo automatizado que no utiliza etapas preanaliticas/de pretratamiento de la
muestra sin conexion es la capacidad del ensayo para capturar y detectar especificamente la cantidad total de
1,25(0OH)2D, o anélogos de forma activa de la vitamina D, en una matriz biolégica (por ejemplo, suero o plasma) sin
interferencia de otros metabolitos de la vitamina D, tal como 25(0OH)D, 24,25(0OH).D y 25,26(OH).D que pueden
estar presente en niveles 1000 veces mas altos que 1,25(0OH).D. Este desafio se complica ademas por la presencia
de la proteina de union a la vitamina D (DBP) y la albdmina, que son abundantes en la circulacion y actian como las
principales proteinas de union para 25(0OH)D, 1,25(0OH).D y otros metabolitos de la vitamina D, de forma que de un
85 % a un 90 % se una a la DBP y de un 10 a un 15 % se una a la albumina. Ademas, los niveles de DBP aumentan
hasta de 2 a 5 veces en estados con alto nivel de estrogenos, tal como el embarazo.

10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2696 075 T3

Por lo tanto, para verificar la capacidad del ensayo de la invencion para capturar y detectar especificamente la
cantidad total de 1,25(OH).D circulante de forma independiente de VDBP, los autores de la presente invencion
prepararon un panel de muestras de suero humano (N=17; 8 sujetos aparentemente sanos y 9 mujeres
embarazadas) que abarcan el intervalo de medicion del ensayo. Los valores previstos de 1,25(0OH)2D (pg/ml) en
estas 17 muestras se determinaron usando un radioinmunoensayo de 1,25(OH)2D aprobado por la FDA de DiaSorin
Inc. en Stillwater, MN, EE. UU. (n.? cat. 65100E/100 tubos; 1,25-dihidroxivitamina D), que a continuacién se usé
como procedimiento de referencia.

El ensayo ilustrado esquematicamente en la figura 3 se llevo a cabo en el analizador DiaSorin LIAISON® (Saluggia,
Italia). En primer lugar, se incubaron 50 ul de muestra de suero humano con 100 pl de tampdn de ensayo y 50 ul de
VDR-LBD-TAG durante 30 minutos. A continuacion, se le afadi6 20 ul de PMP recubiertas con anticuerpo
monoclonal 11B4H11H10 y la mezcla de reaccion se incubd durante otros 30 minutos. Después de lavar la mezcla
de reaccion, se le afadié 40 pl de anticuerpo monoclonal anti TAG conjugado con cABEI y la mezcla de reaccion se
incubé durante otros 30 minutos. Después de un segundo lavado, se le afadié soluciones de activacion y la mezcla
de reaccion se ley6é como unidades de luz relativa (RLU) en la camara de lectura del analizador.

Para comparar el ensayo de 1,25(0OH)2D de la invencion con el RIA de DiaSorin como procedimiento de referencia,
las RLU obtenidas con cada muestra se transformaron en pg/ml en base a las RLU frente a la dosis (pg/ml) obtenida
con la curva estandar ilustrada en la figura 4. La curva estandar de la figura 4 se obtuvo de la siguiente manera. Se
prepararon calibradores de la curva estandar afadiendo diferentes concentraciones de una solucién etandlica de
1,25(0OH)2D en un suero humano sin esteroides y sin carbdn vegetal. Se representd graficamente la respuesta del
calibrador (RLU) con respecto a la dosis (pg/ml) utilizando una curva de dispersion con un ajuste polinomial de tercer
orden. A continuacion, las muestras de RLU se transformaron en pg/ml (tabla 2) y se llevd a cabo la correlacion
entre el ensayo y el procedimiento de referencia usando analisis mediante ajuste de Passing y Bablok, regresion
lineal y curva del % de diferencia de Bland Altman. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5A, 5B y 5C,
respectivamente. Los analisis demuestran que las dosis determinadas con el ensayo de la invencién y el ensayo de
referencia de RIA de DiaSorin son sustancialmente equivalentes (pendiente de 0,89, interseccion de 6,6 pg/ml, R? de
0,96 y diferencia media en % de -2,8 %), lo que indica que el ensayo de la invencion puede capturar y detectar con
exactitud la cantidad total de 1,25(OH)2D circulante en suero humano independientemente de las concentraciones
séricas de DBP.

Finalmente, para demostrar la recuperacion especifica de 1,25(0OH).D en suero humano, se determiné la
concentracién (ng/ml) del total de 25(OH)D en cada muestra del panel (N = 17) usando el ensayo LIAISON® 25 OH
Vitamin D con aprobaciéon 510(k) de la FDA (n.? cat. 310600, DiaSorin Inc., Stillwater, MN, EE. UU.). Dado que no
hubo correlacion entre las dosis de 1,25(0OH)2D del RIA de DiaSorin con aprobacién 510(k) y las dosis de 25(OH)D
del ensayo LIAISON® 25 OH Vitamin D TOTAL con autorizaciéon 510(k) (figura 6), se llegd a la conclusion de que el
ensayo de 1,25(0OH)2D de la invencion recupera especifica y cuantitativamente la cantidad total de 1,25(OH)2D en
suero humano independientemente de las concentraciones séricas totales de 25(OH)D. Estos resultados se ilustran
en la figura 6, que muestra que no existia una correlacion significativa (p = 0,4546) entre las dosis de 1,25(0OH).D y
25(0OH)D.
Tabla 2

(Las RLU obtenidas con cada muestra se transformaron en dosis (pg/ml) en base a las
RLU frente a la dosis obtenida con la curva estandar de LIAISON en la figura 4. Las dosis
abarcaron el intervalo de medicién del ensayo de 23,8 pg/ml (minimo) a 164,0 pg/mi
(maximo), con una media de 83,54 pg/ml e IC del 95 % 65,04 a 102,03 pg/ml)

LIAISON 1,25(0H)zD
N.2 | ID de muestra Sexo Tipo RLU Dosis (pg/ml)
. Aparentemente
1 M10284 Varén saludable 246 408 81,9
2 M10279 Varén Aparentemente | 554 747 73,7
saludable
3 M10302 Varén Aparentemente | g3 34y 48,1
saludable
4 F20378 Mujer Aparentemente | g5 gq4 478
saludable
. Aparentemente
5 F20436 Mujer o 260 932 89,8
6 F20198 Mujer Aparentemente | 5y 45g 60,7
saludable
F20151 Mujer Aparentemente | 554 4o 68,0
saludable
F20416 Mujer Aparentemente 137 640 23,8
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saludable
9 8316745 Mujer Embarazada 245 686 81,5
10 8316205 Mujer Embarazada 419 906 164,0
11 8315465 Mujer Embarazada 276 473 97,5
12 8315505 Mujer Embarazada 201 329 57,1
13 8316605 Mujer Embarazada 208 752 61,1
14 8316585 Mujer Embarazada 373 007 142,0
15 8316765 Mujer Embarazada 298 588 107,0
16 8316815 Mujer Embarazada 261 589 90,1
17 8315375 Mujer Embarazada 338.801 126,0

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DiaSorin SpA
<120> Procedimiento y kit para la deteccion de 1,25-dihidroxivitamina D y anticuerpos relacionados
<130> E0087835-EC
<160> 10
<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe Gly Met Gln
1 5 10
<210>2
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 2

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Tyr
1 5 10

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Ser Gly Leu Ile Asp Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210>4

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4

His Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Asn Ile Gly
1 5 10
<210>5
<211>7
<212> PRT
<213> Mus musculus
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<400>5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

<210>7

<211> 110

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>7

ES 2 696
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His Gly Thr Asn Leu Glu Asp

1

5

Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Phe Thr

1

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn

20

Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp

35

Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr

50

55

Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu

65

70

Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr
85

Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly

<210>8

<211> 330

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 8

ggaggcttag
ttcagtaact
gcatacatca

accatatcca

gaggacacgg

ggccaaggga

<210>9

100

tgcagccetgg
ttggaatgca
gtagtggcag
gagacaatcc

ccatgtatta

ccacggtcac

agggtccegg
gtgggttcgt
tagtaccatc
caagaatacc

ctgtgcaaga

cgtctcectea

1

5

Gly Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala
10 15

Phe Gly Met Gln Trp Val Arg Gln Ala
25 30

Val Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser
40 45

Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
60

Phe Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser
75 80

Cys Ala Arg Ser Gly Leu Ile Asp Gly
90 95

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
105 110

aaactctcct gtgcagcctce tggattcact
caggctccag agaaggggct agagtgggtce
tactatgcag acacagtgaa gggccgattc
ctgttcectge aaatgaccag tctaaggtct

tcgggtttaa tcgacgggtt tgcttactgg

3

60

120

180

240

300

330
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<211> 95
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>9

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
65

Tyr

<210> 10
<211> 287
<212> ADN

Ser

Cys

Lys

Glu

50

Tyr

Tyr

<213> Mus musculus

<400> 10

cagtctccat
agtcagggca
ggcctgatcet

ggatctggag

tattactgtg

Pro

His

Pro

35

Asp

Ser

Cys

Ser

Ala

20

Gly

Gly

Leu

Val

cctecatgte
ttagcagtaa
atcatggaac
cagattattc

tacagtatgce
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Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
85

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

70

Tyr

Ser

Gly

Phe

Ser

55

Ser

Ala

vVal

Ile

Lys

40

Arg

Ser

Gln

14

Ser

Ser

25

Gly

Phe

Leu

Phe

Leu Gly
10

Ser Asn

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ser

75

Pro Phe
90

Asp

Ile

Tyr

Ser

60

Glu

Thr

tcagtttcca ttcacgttecg gecteggg

Thr

Gly

His

45

Gly

Asp

Phe

Vval

Trp

30

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

15

Leu

Thr

Gly

Ala

Ser
95

Ile

Gln

Asn

Ala

Asp
80

tgtatctctg ggagacacag tcagcatcac ttgccatgca
tatagggtgg ttgcagcaga aaccagggaa atcatttaag
caacttggaa gatggagttc catcaaggtt cagtggcagt

tctcaccatec agcagcctgg aatctgaaga ttttgcagac

60

120

180

240
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une especificamente al dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-
LBD), caracterizado por que se une a un complejo formado entre VDR-LBD y 1,25-dihidroxivitamina D o un
analogo de la misma sin reaccién cruzada con VDR-LBD sin complejar.

2. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en el que el dominio variable de cadena pesada
comprende al menos una CDR seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1,2y 3.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que el dominio variable de cadena ligera comprende al
menos una CDR seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4, 5y 6.

4. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el dominio variable de cadena pesada comprende las
SEQIDNO: 1,2y 3.

5. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 3 o 4, en el que el dominio variable de cadena ligera comprende las
SEQIDNO:4,5y6.

6. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el dominio variable de cadena pesada comprende la
SEQ ID NO: 7 o esta codificado por una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 8.

7. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el dominio variable de cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9 o esté codificado por una secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 10.

8. El anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que es una inmunoglobulina completa o un
fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en F(ab), F(ab'), F(ab')z, F(v), F(c), F(d), anticuerpos
monocatenarios (scFv).

9. Un procedimiento para detectar 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D) o un analogo de la misma en una muestra
de fluido bioldgico, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(i) ajustar el pH de la muestra de fluido biol6égico a un valor comprendido entre 6 y 9 y afadir simultdnea o
posteriormente a la muestra de fluido biolégico una proteina receptora que comprende el dominio de unién
a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD), obteniendo de este modo la unién de 1,25-
dihidroxivitamina D o un analogo de la misma al VDR-LBD de la proteina receptora;

(i) capturar la proteina receptora que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina
D (VDR-LBD) unido a 1,25-dihidroxivitamina D o un analogo de la misma por medio de un resto de captura
que se une especificamente al dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD),
pudiendo unirse dicho resto de captura a un complejo formado entre VDR-LBD y 1,25-dihidroxivitamina D o
un andlogo de la misma sin reaccién cruzada con VDR-LBD sin complejar; y

(iii) detectar la proteina receptora capturada que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de
la vitamina D (VDR-LBD) unido a 1,25-dihidroxivitamina D o un anélogo de la misma.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que la proteina receptora es la proteina completa del
receptor de la vitamina D o el dominio de union a ligando (LBD) de la misma en una forma aislada o
genomanipulada.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o 10, en el que el anélogo de la vitamina D es 19-nor-1a-25-
dihidroxivitamina Do, 1a-hidroxivitamina D2 0 1a-hidroxiergocalciferol o 2-metileno-19-nor-(20S)-1a,25-(OH)2Ds.

12. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el resto de captura es un
anticuerpo como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

13. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que el resto de captura se
inmoviliza en un soporte sélido.

14. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que el fluido biol6gico es sangre
completa, plasma, suero u orina.

15. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en el que en la etapa (i) el pH de la
muestra de fluido biologico se ajusta a un valor comprendido entre 7 y 8,6.
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16. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, que es un inmunoensayo de tipo
sandwich.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que la etapa (iii) de deteccién de la proteina
receptora capturada que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-LBD) unido a
1,25-dihidroxivitamina D o un analogo de la misma se lleva a cabo por medio de un anticuerpo detector anti-VDR-
LBD marcado.

18. Un kit para detectar 1,25-dihidroxivitamina D o un andlogo de la misma en una muestra de fluido bioldgico,
comprendiendo el kit:

- una proteina receptora que comprende el dominio de unién a ligando del receptor de la vitamina D (VDR-
LBD);

- un resto de captura que se une especificamente al dominio de union a ligando del receptor de la vitamina

D (VDR-LBD), pudiendo unirse selectivamente dicho resto de captura a un complejo formado entre VDR-
LBD y 1,25-dihidroxivitamina D o un analogo de la misma sin reaccion cruzada con VDR-LBD sin complejar;

y
- un tampén de unién que tiene un pH comprendido entre 6 y 9.

19. El kit de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la proteina receptora es la proteina completa del receptor de
la vitamina D o el dominio de unién a ligando de la misma en una forma aislada o genomanipulada.

20. El kit de acuerdo con la reivindicacion 18 o 19, en el que el resto de captura es un anticuerpo como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

21. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, en el que el tampén de unién tiene un pH
comprendido entre 7 y 8,6.
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Curva de dispersion con ajuste (N = 5)
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Curva de dispersion con ajuste de Passing y Bablok (N = 17)
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Curva de dispersion (N = 17)
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