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DESCRIPCIÓN 
 
Métodos para el análisis de una muestra de orina 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere a métodos para el análisis de muestras de orina y a métodos para la preparación de células a 
partir de una muestra de orina. La invención también se refiere al uso de un tampón de lisis.  
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Los cánceres urológicos (en ocasiones denominados ‘cánceres del aparato urinario’) son un problema 
epidemiológico importante y en aumento continuo. Dos de los cánceres urinarios de mayor importancia económica 
son el cáncer de vejiga y el cáncer de próstata. 
 15 
El cáncer de próstata es el segundo cáncer más común en hombres después del cáncer de piel no melanoma, con 
más de 35.000 nuevos casos diagnosticados cada año en el RU; el cáncer de próstata provoca aproximadamente 
10.200 muertes al año. Cada año se producen alrededor de 300.000 casos nuevos en Europa, 190.000 en los 
Estados Unidos y 670.000 en todo el mundo. Cancer Research UK informa que un cuarto de todos los casos nuevos 
de cáncer diagnosticados en hombres en el RU son cánceres de próstata y que el 60 % de los nuevos diagnósticos 20 
son en hombres de más de 70 años. La forma más común de la enfermedad es el adenocarcinoma. La tasa de 
supervivencia a 5 años es de casi el 80 % en el RU. No se conoce una causa ambiental, pero las personas con 
parientes cercanos con cáncer de próstata o de mama tienen más riesgo de desarrollar la enfermedad. Los hombres 
de África Occidental y afrocaribeños tienen un mayor riesgo de cáncer de próstata. 
 25 
Los síntomas del cáncer de próstata son similares a los provocados por la hiperplasia benigna de la próstata e 
incluyen la necesidad imperiosa de orinar, dificultad o disuria, y rara vez, sangre en la orina o en el semen. Sin 
embargo, en muchos hombres, la enfermedad permanece asintomática hasta que se forman metástasis dolorosas, 
predominantemente en los huesos. 
 30 
El tratamiento depende del estadio y del grado de malignidad del tumor, y de la salud general y edad del paciente. 
Las opciones incluyen vigilancia activa, prostatectomía parcial o radical, orquiectomía, el tratamiento hormonal y 
radioterapia, tal como la braquirradioterapia. La orquiectomía y el tratamiento hormonal reducen o eliminan la 
producción de testosterona, que es esencial para el crecimiento tumoral. 
 35 
El diagnóstico definitivo de cáncer de próstata precisa un enfoque multifacético. La prueba de diagnóstico de 
referencia actual para el cáncer de próstata es el examen histológico del material de biopsia. La decisión de tomar 
una biopsia está basada en el nivel sérico del APS relacionado con la edad y/o en tacto rectal (TR) anómalo. El TR, 
en el cual se palpa la glándula por vía transrectal para examinar la morfología anómala, también es inespecífico. Los 
tumores que son demasiado pequeños para alterar la morfología de la glándula no se detectarán, y las afecciones 40 
benignas también provocan una morfología o agrandamiento anómalos. Este es un problema en la técnica. 
Habitualmente, las muestras de próstata se toman con biopsia de próstata por punción dirigida por ecografía 
transrectal TRUS (forma siglada del inglés transrectal ultrasound, ecografía transrectal). Se toman varias muestras 
con aguja gruesa, normalmente hasta 12, para maximizar el área de glándula de la que se toma una muestra. El 
procedimiento lo lleva a cabo un urólogo en el servicio de consultas externas, con anestesia local, con la ayuda de 45 
personal de enfermería o un auxiliar de clínica. Este procedimiento tiene inconvenientes, que incluyen ser algo 
doloroso para el paciente y exponer al paciente a un riesgo de sepsis y/o hemorragia. Las muestras de tejido con 
aguja gruesa se examinan al microscopio en el laboratorio en cuanto a la presencia de células malignas, lo que tiene 
el problema de ser laborioso y de precisar citólogos muy entrenados, además de ser susceptible de error humano. 
 50 
Se puede apreciar que las biopsias son invasivas y costosas. Existe una necesidad en la técnica de una herramienta 
más rentable, fiable y/o no invasiva para el diagnóstico y/o vigilancia del cáncer urinario, tal como el cáncer de 
próstata. Los procedimientos conocidos de diagnóstico alternativos y/o menos invasivos para el cáncer de próstata 
implican el análisis de marcadores biológicos específicos (‘biomarcadores’). 
 55 
Un ejemplo de un biomarcador de ácido nucleico del cáncer de próstata es la prueba de PCA3 (gen de cáncer de 
próstata 3). Este ensayo urinario identifica el ARNm no codificante del gen PCA3, que se sobrexpresa en el cáncer 
de próstata (Hessels y Schalken, The use of PCA3 in the diagnosis of prostate cancer. Nat Rev Urol, 6, 255-61; 
2009). La prueba PCA3 (Gen-Probe, Inc) se basa en el análisis de una muestra de ensayo de la primera micción 
producida después de una forma definida de masaje prostático, utilizado para expresar secreciones prostáticas, que 60 
contienen células epiteliales de la uretra. Como diagnóstico del cáncer de próstata PCA3 tiene un valor de curva 
ROC de 0,68 (Chun et al, Prostate Cancer Gene 3 (PCA3): development and internal validation of a novel biopsy 
nomogram. Eur Urol; 2009 vol. 56 pág. 659-668), que es similar al de la prueba de PSA analizada a continuación. 
Sin embargo, la prueba PCA3 es costosa y no es apta para el uso como análisis de diagnóstico inmediato, que son 
los problemas con esta técnica de la técnica anterior. 65 
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Un ejemplo de biomarcador proteico, que se usa con frecuencia para indicar la presencia de cáncer de próstata, es 
el PSA (antígeno prostático específico). A los pacientes sintomáticos que se presentan en atención primaria 
generalmente se les realiza una prueba de PSA sérica y un TR. Sin embargo, el PSA no es específico para el cáncer 
de próstata. El PSA es una enzima intracelular específica de tejido expresada constitutivamente. El PSA está 
presente a bajas concentraciones en el suero de hombres con una próstata sana. Un nivel elevado de PSA en suero 5 
se produce debido a la filtración procedente de la próstata y es una indicación del tamaño relativo de la glándula. El 
PSA elevado puede producirse en afecciones benignas, tales como la hiperplasia prostática benigna y la prostatitis, 
y también en el cáncer de próstata. A medida que los hombres se hacen mayores, el volumen de la glándula 
aumenta, lo que da como resultado un aumento de los niveles de PSA, en ausencia de neoplasia maligna. En un 
estudio reciente, se encontró que el 60-70 % de las pruebas de PSA ‘positivas’ (nivel sérico de PSA superior a 10 
4 ng/ml) no estaban asociadas con cáncer (Kilpeläinen et al., False-positive screening results in the Finnish prostate 
cancer screening trial, British Journal of Cancer. 102, 469-474; 2010). La alta tasa de resultados positivos falsos 
conduce a muchas operaciones de biopsia innecesarias y hace que la prueba sea inapropiada para el cribado 
poblacional. Además, la prueba de PSA no detecta un número significativo de casos de cáncer de próstata, 
particularmente en hombres más jóvenes. La precisión de la prueba de PSA medida en el análisis ROC (curva de 15 
eficacia diagnóstica) es de 0,678 (Thompson et al., Operating characteristics of a prostate-specific antigen in men 
with an initial PSA level of 3.0 ng/ml or lower. JAMA, 294, 66-70; 2005). En el RU, Habitualmente, las pruebas de 
PSA se llevan a cabo en laboratorios de hospitales, aunque están disponibles análisis de diagnóstico inmediato 
rápidos. 
 20 
El cáncer de vejiga es el cuarto cáncer más común en los hombres y el noveno cáncer más común en las mujeres, y 
da como resultado una morbilidad y mortalidad significativas (Jemal et al. CA Cancer J Clin. 2007. 57:43-66.). La 
mayoría de los pacientes con cáncer de vejiga reciben el diagnóstico después de presentar hematuria macroscópica 
o microscópica, o con otros síntomas de micción irritativa, tal como la frecuencia y la disuria. En el diagnóstico inicial, 
aproximadamente el 70 % de los pacientes tienen cánceres de vejiga que están restringido al epitelio o al tejido 25 
conectivo subepitelial.  
 
Estos cánceres se pueden tratar con resección endoscópica y terapia intravesical. La tasa de recidiva de estos 
tumores varía del 50 % al 70 %, y del 10 % al 15 % de los casos progresa a invasión muscular a lo largo de un 
período de 5 años (Shariat et al., 2008. Rev Urol. 10:120-135). La recidiva se puede ver de forma local y más 30 
raramente en las vías urinarias superiores, incluso después de varios años, necesitando una vigilancia de por vida. 
El 30 % restante de los pacientes tiene cáncer músculo invasivo en el momento del diagnóstico inicial. De esta 
población, el 50 % tiene metástasis a distancia dentro de los 2 años y el 60 % muere dentro de los 5 años, a pesar 
del tratamiento. 
 35 
El diagnóstico definitivo de cáncer de vejiga requiere una combinación de procedimientos. Actualmente no existen 
métodos para identificar con precisión y facilidad la presencia de cáncer de vejiga temprano. El cribado de cáncer de 
vejiga en pacientes que se presentan en el consultorio de urología con los síntomas apropiados se realiza 
actualmente con análisis de orina, cistoscopia y un procedimiento de exploración tal como ecografía abdominal, 
urografía intravenosa, tomografía computarizada o resonancia magnética. La citología de orina, en que se examinan 40 
microscópicamente células de muestras de orina, se usa de forma ocasional. La cistoscopia, el pilar para la 
detección del cáncer de vejiga, es un procedimiento relativamente corto, mínimamente traumático, realizado con 
anestesia local de la uretra, que identifica casi todas las lesiones papilares y sésiles. No obstante, sigue siendo 
invasivo y una causa de malestar y angustia para el paciente. Además, en ocasiones la cistoscopia puede no ser 
concluyente debido a al aspecto anómalo macroscópico de la mucosa de la vejiga, especialmente en pacientes con 45 
una sonda permanente o inflamación activa, y es incapaz de detectar cánceres dentro de los uréteres. Aunque se 
considera se la considera el diagnóstico de referencia del cáncer de vejiga debido a que permite la visualización 
directa y la biopsia del urotelio de la vejiga, la cistoscopia tiene una tasa de negativos falsos considerable ya sea por 
error del técnico o por las áreas pequeñas de "carcinoma in situ", que puedes ser difíciles de detectar. (van der Poel 
y Debruyne. Curr Opin Urol. 2001; 11:503-509; Herr. BJU Int. 1999; 84:1102-1103.) 50 
 
En la citología urinaria para el cáncer de vejiga, se pueden investigar células exfoliadas en cuanto a la presencia de 
antígenos específicos de la superficie celular, la morfología nuclear, expresión génica u otros marcadores biológicos. 
La citología urinaria tiene una alta sensibilidad y especificidad para la detección del cáncer de vejiga de gran 
malignidad, pero carece de sensibilidad para detectar tumores de baja malignidad (Wiener et al., Acta Cytol. 1993; 55 
37:163-169). La precisión de la citología urinaria para predecir la recidiva del cáncer de vejiga puede variar 
ampliamente, en parte debido a que hay un elemento de subjetividad en la interpretación de los resultados. Por lo 
tanto, la citología no es ideal para cribar y vigilar el cáncer de vejiga. 
 
Mcm5 es un biomarcador de cáncer (documento WO99021014). En un estudio no invasivo del cáncer de vejiga se 60 
demostró que los resultados de la detección inmunofluorométrica del componente 5 del complejo de mantenimiento 
de minicromosomas (Mcm5) en la orina combinados con los resultados de la detección por ELISA de NMP22 
urinaria (proteína de matriz nuclear 22) permitían identificar una enfermedad potencialmente mortal para casi toda la 
vida del paciente (Kelly et al., Bladder Cancer Diagnosis and Identification of Clinically Significant Disease by 
Combined Urinary Detection of Mcm5 and Nuclear Matrix Protein 22 PlosONE. 7, e40305; 2012). 65 
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Un nivel aumentado de proteínas Mcm, tal como Mcm5, en el sedimento urinario está asociado con cambios 
malignos en la próstata. Por lo tanto, los niveles aumentados de estas proteínas Mcm podrían utilizarse para 
detectar el cáncer de próstata. Usando el DELFIA® (forma siglada de dissociation-enhanced lanthanide fluorometric 
immunoassay inmunoensayo fluorométrico de intensificación disociativa de la fluorescencia por lantánido) y 
anticuerpos monoclonales anti Mcm5 en un doble ensayo de anticuerpos, Dudderidge et al. (BJC, 103, 701 - 707; 5 
2010) investigaron el uso de Mcm5 como un biomarcador urinario para la detección del cáncer de próstata y 
concluyeron que ‘parece ser un método simple, preciso y no invasivo para la identificación de pacientes con cáncer 
de próstata’. En comparación con la prueba de PSA, que tiene una especificidad del 30 %, la especificidad de Mcm5 
se estimó como de entre el 73 % y 93 %. Es importante destacar que, la hiperplasia prostática benigna no generó 
resultados positivos falsos, lo cual es una desventaja de la prueba de PSA. La evaluación de Mcm5 y otras proteínas 10 
Mcm actualmente precisa un laboratorio especializado con instrumentación sofisticada y operarios altamente 
cualificados, por lo tanto, el ensayo no es adecuado para el laboratorio de anatomía patológica o en aplicaciones en 
análisis de diagnóstico inmediato. 
 
Esto se ve agravado por los métodos complicados que se utilizan para preparar muestras para el análisis mediante 15 
la detección de biomarcadores. Dado que las proteínas Mcm están presentes en las células, las proteínas Mcm 
deben liberarse de las células de una muestra, tal como una muestra de orina. Un método para la preparación de 
tales muestras se divulga en, Dudderidge et al. (BJC, 103, 701 - 707; 2010), el cual describe que las muestras deben 
procesarse utilizando una gran cantidad de etapas, que incluyen (1) centrifugación a 1500 g durante 5 minutos a 
4 °C, (2) descarte del sobrenadante, (3) lavado del sedimento celular tres veces con 500 ml de PBS, (3) 20 
resuspensión de los sedimentos celulares en 250 ml o 500 ml de tampón de procesamiento (PBS, dodecilsulfato de 
sodio al 0,4 % y azida de sodio al 0,02 %), (4) incubación de las muestras resuspendidas a 95 °C durante 45 
minutos, (5) rotura del ADN de la muestra haciendo pasar la lisis a través de una aguja de 0,813 mm de diámetro, (6) 
digestión de los ácidos nucleicos con ADNasa I y ARNasa A durante 2 h a 37 °C, y (7) centrifugación a 15000 g 
durante 10 min. Este método también se observa en otros documentos, tal como Stoeber et al 2002 (Journal of the 25 
National Cancer Institute, 94, 1071-1079; 2002). Este método de preparación de muestras de orina implica múltiples 
etapas utilizando múltiples reactivos y es extremadamente lento. Normalmente, estos métodos toman al menos dos 
horas. Por lo tanto, existe la necesidad de un método y/o aparato para la preparación de muestras de orina que sea 
considerablemente menos oneroso. Dicho método sería más adecuado para en el laboratorio de anatomía 
patológica o en aplicaciones en análisis de diagnóstico inmediato. 30 
 
Los actuales ensayos para la detección de proteínas Mcm, particularmente de Mcm5, precisan el uso de la 
tecnología DELFIA, que es complicada de utilizar e implica equipos y reactivos caros. Por lo tanto, un ensayo 
basado en DELFIA no es adecuado para en el laboratorio de anatomía patológica o en aplicaciones en análisis de 
diagnóstico inmediato, y existe la necesidad de un ensayo que sea adecuado para tales aplicaciones. 35 
 
Sumario de la invención 
 
En el presente documento se describen métodos, composiciones y kits útiles para la detección temprana del cáncer 
urológico, tal como el cáncer de próstata, sin la necesidad de intervenciones quirúrgicas invasivas. Los métodos y 40 
composiciones son adecuados para su uso en el laboratorio clínico y/o para aplicaciones en análisis de diagnóstico 
inmediato. 
Los presentes inventores han demostrado que los complicados métodos de preparación de muestras de orina 
descritos en la técnica anterior no son necesarios para la liberación de biomarcadores, tales como Mcm5, de las 
células de las muestras, tales como muestras de orina. En su lugar, todo lo que se precisa es exponer la muestra a 45 
un tampón de lisis que sea capaz de liberar el biomarcador de las células de la muestra. Esto es mucho más simple 
que los métodos de la técnica anterior. De acuerdo con la presente invención, en algunas realizaciones las células 
de una muestra (tal como una muestra de orina) pueden prepararse y lisarse mediante la adición de un único 
tampón de lisado. De manera similar, los inventores han diseñado un aparato que puede utilizarse para realizar 
fácilmente esta exposición al tampón de lisis. 50 
 
Los presentes inventores también han demostrado que un ensayo de proteína Mcm que no utiliza 
inmunofluorescencia puede detectar con precisión si un sujeto tiene un cáncer urológico. Esto es beneficioso con 
respecto a las técnicas de la técnica anterior, que utilizan marcadores de Europio y detección DELFIA. Dichos 
métodos son caros y complicados y, por lo tanto, inadecuados para su uso en el laboratorio de anatomía patológica 55 
o en aplicaciones en análisis de diagnóstico inmediato. 
 
Por consiguiente, la invención proporciona un método para el análisis de una muestra de orina de un sujeto que 
comprende 
 60 

a. exponer la muestra de orina a un tampón de lisis que es capaz de liberar una proteína Mcm a partir de las 
células de la muestra de orina, en donde el tampón de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o 
consiste en tritón X-100; y (ii) un componente tampón que comprende o consiste en tampón Tris o Trizma; y 
b. realizar un ensayo para detectar la presencia de la proteína Mcm en la muestra de orina. 
 65 

La invención también proporciona un método para la preparación de células a partir de una muestra de orina, 
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comprendiendo el método: 
 

hacer pasar la muestra de orina a través de un filtro para la captura de células, de manera que las células se 
capturen en el filtro; 
hacer pasar a través del filtro un tampón de lisis que es capaz de liberar una proteína Mcm a partir de las células 5 
de la muestra de orina, 
de manera que las células capturadas estén expuestas al tampón de lisis; 
incubar el filtro durante un período de tiempo, de manera que el tampón de lisis provoque que las células liberen 
la proteína Mcm, 

 10 
en donde el tampón de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o consiste en tritón X-100; y (ii) un 
componente tampón que comprende o consiste en tampón Tris o Trizma. 
 
La invención proporciona adicionalmente el uso de un tampón de lisis como se define anteriormente para la 
liberación de una proteína Mcm a partir de las células de una muestra de orina. 15 
 
Además, en el presente documento se describe un método para el análisis de una muestra de orina de un sujeto que 
comprende 
 

a. exponer la muestra de orina a un tampón de lisis, en donde el tampón de lisis es capaz de liberar al menos un 20 
biomarcador a partir de las células de la muestra de orina; y 
b. realizar un ensayo para determinar la concentración del al menos un biomarcador en la muestra de orina. 

 
En el presente documento se describe un método para el análisis de una muestra de orina de un sujeto, que 
comprende una etapa de exposición de la muestra de orina a un tampón de lisis, en donde: 25 
 

a. el tampón de lisis no es PBS que contiene desoxicolato de sodio al 0,4 % y azida de sodio al 0,02 %; 
b. el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura mayor que 90 °C durante 
alrededor de 45 minutos; 
c. el método no comprende la rotura de los ácidos nucleicos haciendo pasar la muestra de orina a través de una 30 
aguja de 0,813 mm de diámetro; 
d. el método no comprende la digestión de ácidos nucleicos mediante la exposición de la muestra de orina a 
ADNasa I o ARNasa A; y/o 
e. el método no comprende la centrifugación de la muestra a 15.000 g durante diez minutos; 

 35 
y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realización de un ensayo para determinar la 
concentración de al menos un biomarcador en la muestra de orina. 
 
En el presente documento se describe un método para el análisis de una muestra de orina que comprende células 
de un sujeto, en donde la muestra de orina se prepara utilizando un procedimiento que consiste en las siguientes 40 
etapas: 
 

a. concentración de las células en la muestra de orina; y 
b. exposición de las células concentradas a tampón de lisis; 

 45 
y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realización de un ensayo para determinar la 
concentración de al menos un biomarcador en la muestra de orina. 
 
En el presente documento se describe un método para el análisis de una muestra de orina que comprende células 
de un sujeto, en donde la muestra de orina se prepara utilizando un procedimiento que consiste en las siguientes 50 
etapas: 
 

a. centrifugación de la muestra para proporcionar un sedimento de muestra; y 
b. resuspensión de las células sedimentadas de la muestra en un tampón de lisis; 

 55 
y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realización de un ensayo para determinar la 
concentración de al menos un biomarcador en la muestra de orina. 
 
En el presente documento se describe un kit que comprende un tampón de lisis que es capaz de liberar al menos un 
biomarcador de las células en una muestra de orina, un anticuerpo de captura y un anticuerpo de detección, en 60 
donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de detección se unen a Mcm5. 
 
En el presente documento se describe un aparato para la preparación de células de una muestra de orina, 
comprendiendo el aparato: 
 65 

una entrada; 
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una primera disposición de válvula colocada aguas abajo de la entrada y en comunicación fluida con la entrada; 
un filtro para la captura de células de la orina, estando el filtro dispuesto aguas abajo de la primera disposición de 
válvula y en comunicación fluida con la primera disposición de válvula; 
una segunda disposición de válvula colocada aguas abajo del filtro y en comunicación fluida con el filtro; 
una salida dispuesta aguas abajo de la segunda disposición de válvula y en comunicación fluida con la segunda 5 
disposición de válvula; 
un primer depósito de tampón para contener un tampón de lisis, estando el primer depósito de tampón en 
comunicación fluida con la primera disposición de válvula; 
un segundo depósito de tampón para contener un tampón de lisis, estando el segundo depósito de tampón en 
comunicación fluida con la segunda disposición de válvula; 10 
en donde la primera y segunda disposiciones de válvula pueden configurarse de manera que: 

 
en una primera configuración de la primera y la segunda disposiciones de válvulas, la comunicación fluida 
entre el primer depósito de tampón y el filtro está bloqueada, la comunicación fluida entre el segundo depósito 
de tampón y el filtro está bloqueada, y la comunicación fluida entre la entrada, el filtro y la salida está abierta, 15 
de manera que la orina pueda fluir desde la entrada a la salida a través del filtro; y 
en una segunda configuración de la primera y la segunda disposiciones de válvulas, la comunicación fluida 
entre el primer depósito de tampón y el filtro está abierta, la comunicación fluida entre el segundo depósito de 
tampón y el filtro está abierta, y el flujo a través de la entrada y la salida está bloqueado, de manera que el 
tampón de lisis pueda fluir entre el primer depósito de tampón y el segundo depósito de tampón a través del 20 
filtro. 

 
En el presente documento se describe un método para la preparación de células a partir de una muestra de orina, 
comprendiendo el método: 
 25 

hacer pasar la muestra de orina a través de un filtro para la captura de células, de manera que las células se 
capturen en el filtro; 
 
hacer pasar un tampón de lisis a través del filtro, de manera que las células capturadas estén expuestas al 
tampón de lisis; 30 
 
incubar el filtro durante un período de tiempo, de manera que el tampón de lisis provoque que las células liberen 
al menos un biomarcador. 

 
En el presente documento se describe un método para la detección de la presencia de un biomarcador indicativo de 35 
un cáncer urológico en un sujeto, comprendiendo el método: 
 

a. realizar un ensayo en una muestra de un sujeto para determinar la concentración de una proteína Mcm; 
b. comparar la concentración de la proteína Mcm determinada en la etapa a. con valores de referencia; 
 40 

en donde el ensayo no es un ensayo inmunofluorométrico. 
 
En el presente documento se describe un kit adecuado para realizar los métodos de la invención. 
 
En el presente documento se describe un kit para su uso en el diagnóstico de un cáncer urológico que comprende 45 
un anticuerpo de captura y un anticuerpo de detección, en donde (a) el anticuerpo de captura y el anticuerpo de 
detección se unen específicamente a Mcm5, (b) el anticuerpo de captura está unido a un soporte sólido, y (c) el 
anticuerpo de detección está conjugado con peroxidasa de rábano picante. 
 
En el presente documento se describe un dispositivo para el análisis de una muestra de orina de un sujeto, 50 
comprendiendo el dispositivo: 
 

un aparato descrito en el presente documento; y 
 
un dispositivo de ensayo capaz de determinar la concentración de al menos un biomarcador en la muestra de 55 
orina. 
 

En el presente documento se describe un uso del tampón de lisis como se describe en el presente documento para 
la liberación de al menos un biomarcador de las células en una muestra de orina. 
 60 
Breve descripción de los dibujos 
 

La Figura 1 es un listado de secuencias. 
La Figura 2 muestra un gráfico que describe la absorbancia a 450 nm de distintas concentraciones de Mcm5. 
La Figura 3 muestra un diagrama que describe cómo diluir la solución de calibración madre. 65 
La Figura 4 muestra un gráfico que compara la cantidad de Mcm5 liberada de células de carcinoma urotelial 
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después de la exposición a 4 tampones de lisis distintos (Uro LB "desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 
0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma 150 mM pH 7,6), Cytobuster TM, Glolysis TM y SDS al 0,1 % Trizma 50 mM pH 7,6, 
NaC 150 mM, EDTA 1 mM. 
La Figura 5 muestra un gráfico que compara el CytoBuster, el tampón RIPA y el tampón TBS-T antes de la 
modificación. 5 
La Figura 6 muestra un gráfico que compara tampones basados en tampón TBST y que comprenden elementos 
del tampón RIPA, antes y después de la congelación y descongelación del lisado. 
La Figura 7 muestra un gráfico que compara tampones basados en tampón RIPA pero en los que se han 
eliminados algunos elementos del tampón RIPA, antes y después de la congelación y descongelación del lisado. 
La Figura 8 muestra un gráfico que compara tampones que tienen distintas concentraciones de Tris y de Tritón 10 
X-100, utilizando lisados frescos. 
La Figura 9 muestra un gráfico que compara distintas formulaciones de base de tampón (TBS, PBS, bicarbonato, 
MOPS y HEPES), utilizando lisados frescos. 
La Figura 10 muestra un gráfico que compara tampones que tienen distintas concentraciones de Tris (100 mM - 
350 mM), utilizando lisados frescos. 15 
La Figura 11 muestra un gráfico que compara los tampones basados en los tampones TBS-T y RIPA pero que 
tienen una fuerza iónica modificada, utilizando lisados congelados y descongelados. 
La Figura 12 muestra un gráfico que compara tampones TBS-T que tienen una fuerza de NaCl modificada, 
utilizando lisados congelados y descongelados. 
Las Figuras 13A y 13B muestran gráficos que comparan tampones TBS-T que comprenden adicionalmente 20 
diversos agentes estabilizadores. La Figura 14 muestra un gráfico que compara tampones TBST que 
comprenden distintas concentraciones de agentes estabilizadores, después de 6 días de almacenamiento. 
Las figuras 15A, 15B y 15C muestran gráficos que evalúan la eficacia del tampón TBST +/- BSA al 2,5 % en 
diversas líneas celulares. La Figura 16 muestra un gráfico que compara tampones TBST + BSA al 2,5 % con o 
sin ProClin950. 25 
La Figura 17 muestra un gráfico que compara tampones TBST + BSA al 2,5 % con o sin azida de sodio (NaN3). 
En la Figura 18 se representa un aparato para la preparación de células a partir de una muestra de orina. 
 

Descripción detallada 
 30 
Definiciones 
 
Debe entenderse que el término 'comprende' (comprenden, que comprende/n) tiene su significado normal en la 
técnica, es decir, que se incluye la característica o grupo de características indicadas, pero que el término no excluye 
que ninguna otra característica establecida o grupo de características determinado esté también presente. 35 
 
Debe entenderse también que el término "consiste en" tiene su significado normal en la técnica, es decir, que se 
incluye la característica o grupo de características indicadas, con exclusión de otras características. Por ejemplo, un 
tampón de lisis que consiste en un detergente contiene detergente y no otros componentes. Por otro lado, un 
tampón de lisis que comprende un detergente que consiste en polisorbato 80 puede comprender componentes 40 
distintos de detergentes, pero el único detergente en el tampón de lisis es polisorbato 80. 
 
Para cada realización en la que se utiliza "comprende" o "que comprende", los inventores anticipan una realización 
adicional en la que se usa "consiste en" o "que consiste en". Por lo tanto, toda divulgación de "comprende" debe 
considerarse como una divulgación de "consiste en". 45 
 
Métodos de preparación de muestras de orina 
 
La presente invención se refiere a métodos para el análisis de muestras de orina que comprenden exponer la 
muestra de orina a un tampón de lisis. Estos métodos son considerablemente más simples y más rentables que los 50 
métodos de la técnica anterior. 
 
Se puede considerar que la expresión 'exponer la muestra de orina a un tampón de lisis' se refiere a la manipulación 
de la muestra de orina de tal manera que las células dentro de la muestra de orina (o una parte sustancial de estas 
células) estén en contacto con el tampón de lisis. De manera adecuada, la muestra de orina se centrifuga para 55 
proporcionar un sedimento de muestra, el sobrenadante se descarta y el sedimento de muestra se resuspende en el 
tampón de lisis. Como alternativa, por ejemplo, los componentes tampón concentrados se añaden a una muestra de 
orina líquida para formar una solución que comprende la muestra de orina expuesta al tampón de lisis. 
 
La muestra de orina puede prepararse utilizando un procedimiento que consiste en las siguientes etapas: 60 
 

a. concentración de las células en la muestra de orina; y 
b. exposición de las células concentradas a tampón de lisis. 

 
De manera adecuada, la etapa a. de concentración de las células en la muestra de orina se realiza filtrando la 65 
muestra de orina para capturar las células. De manera adecuada, las etapas a. de concentración de las células en el 
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tampón de lisis y b. de exposición de las células concentradas al tampón de lisis se llevan a cabo utilizando un 
dispositivo o aparato descrito en el presente documento o utilizando el método para preparar células a partir de una 
muestra de orina de la invención. 
 
En una realización preferente adicional, el método comprende una etapa de concentración de células en la muestra 5 
de orina antes de la etapa de exposición de la muestra de orina a un tampón de lisis, la exposición de las células 
concentradas a tampón de lisis o la resuspensión de las células sedimentadas de la muestra en tampón de lisis. 
 
La muestra de orina que comprende células puede prepararse utilizando un procedimiento que consiste en las 
siguientes etapas: a. centrifugación de la muestra para proporcionar un sedimento de muestra; y b. resuspensión de 10 
las células sedimentadas de la muestra en un tampón de lisis. 
 
De manera adecuada, la muestra se centrifuga durante entre 1 minuto y 30 minutos a entre 500 g y 5000 g, durante 
entre 1 minuto y 20 minutos a entre 750 g y 2500 g, durante entre 3 minutos y 10 minutos a entre 750 g y 2000 g, o 
durante alrededor de 5 minutos a 1500 g. 15 
 
De manera adecuada, el sedimento se resuspende utilizando una pipeta ajustable con una punta desechable. 
 
En una realización, el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura mayor que 
90 °C durante alrededor de 45 minutos. Opcionalmente, el método no comprende la incubación de la muestra de 20 
orina a una temperatura alta. En una realización, la temperatura alta es una temperatura mayor que 50 °C, mayor 
que 60 °C, mayor que 70 °C, mayor que 80 °C, mayor que 90 °C, entre 50 °C y 120 °C, entre 60 °C y 110 °C, entre 
70 °C y 100 °C, o entre 80 °C y 100 °C. Opcionalmente, el método no comprende la incubación de la muestra de 
orina a una temperatura alta durante más de 30 minutos, más de 35 minutos, más de 40 minutos, más de 45 
minutos, entre 30 minutos y 2 horas, entre 35 minutos y 2 horas, o entre 40 minutos y 2 horas. 25 
 
En una realización adicional, el método no comprende la rotura de los ácidos nucleicos haciendo pasar la muestra 
de orina a través de una aguja de 0,813 mm de diámetro. En otra realización, el método no comprende la exposición 
de la muestra de orina a rotura mecánica. 
 30 
En un método adicional, el método no comprende la digestión de ácidos nucleicos mediante la exposición de la 
muestra de orina a ADNasa I o ARNasa A. 
 
Opcionalmente, el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura mayor que 90 °C 
durante más de 45 minutos, la rotura de los ácidos nucleicos en la muestra de orina haciendo pasar la muestra de 35 
orina a través de una aguja de 0,813 mm de diámetro, la digestión de ácidos nucleicos mediante la exposición de la 
muestra de orina a ADNasa I o ARNasa A, la centrifugación de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos, en donde 
el tampón de lisis no es PBS que contiene desoxicolato de sodio al 0,4 % y azida de sodio al 0,02 %. 
 
La frase 'no comprende la digestión de los ácidos nucleicos mediante la exposición de la muestra de orina a 40 
ADNasa I o ARNasa A' significa que la muestra no debe exponerse a una concentración de ADNasa I o ARNasa A 
que sea eficaz para provocar una digestión significativa de los ácidos nucleicos en la muestra. Preferentemente, la 
muestra no se expone a ADNasa I a más de 20 U/ml o a ARNasa A a más de 1 mg/ml. De manera adecuada, la 
muestra no se expone a ADNasa I a más de 1 U/ml, más de 5 U/ml, más de 10 U/ml, más de 15 U/ml, entre 1 U/ml y 
500 U/ml, entre 5 U/ml y 250 U/ml, entre 10 U/ml y 100 U/ml o entre 15 U/ml y 100 U/ml. De manera adecuada, la 45 
muestra no se expone a ARNasa A a más de 0,1 mg/ml, más de 0,2/mg/ml, más de 0,5 mg/ml, más de 0,7 mg/ml, 
entre 0,1/mg/ml y 100 mg/ml, entre 0,5/mg/ml y 50 mg/ml o entre 0,5 mg/ml y 25/mg/ml. 
 
En una realización adicional, el método no comprende la centrifugación de la muestra a 15.000 g durante diez 
minutos. En una realización adicional, el método no comprende la centrifugación de la muestra. En una realización 50 
adicional, el método no comprende la centrifugación de la muestra a más de 10.000 g, más de 12.000 g, más de 
14.000 g o más de 14.500 g. En una realización adicional, el método no comprende la centrifugación de la muestra 
durante más de 2 minutos, más de 5 minutos, más de 7 minutos o más de 8 minutos. 
 
El método puede ser un método para la liberación de al menos un biomarcador, tal como Mcm5, a partir de las 55 
células de la muestra de orina y la determinación de la concentración del al menos un biomarcador liberado de las 
células. 
 
Los métodos para el análisis de una muestra de orina de la invención pueden ser parte de un método más amplio 
para ayudar al diagnóstico de un cáncer urológico en un sujeto. 60 
 
Tampones de lisis de la invención 
 
Los tampones de lisis son, generalmente, tampones que se utilizan con el fin de lisar células. Además de liberar uno 
o más biomarcadores de las células, el tampón de lisis debe ser compatible con el método utilizado para el análisis 65 
posterior. Por ejemplo, cuando el método de análisis es ELISA tipo sándwich de doble anticuerpo, el tampón de lisis 
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no debe degradar el anticuerpo de captura unido a la superficie de la placa de microtitulación. Los tampones de lisis 
en general, pero no exclusivamente, comprenden uno o más detergentes (también conocidos como tensioactivos), 
una o más sales y un agente tamponador. Las concentraciones de estos componentes afectan la eficacia del tampón 
de lisis. 
 5 
El tampón de lisis es capaz de liberar un biomarcador, tal como Mcm5, de las células de la muestra. Se considerará 
que un tampón de lisis es "capaz de liberar un biomarcador, tal como Mcm5, de las células de la muestra" si la 
cantidad del biomarcador (tal como Mcm5) liberada es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad 
liberada cuando se utiliza un tampón que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, 
Trizma 150 mM pH 7,6. En una realización, se considerará que un tampón de lisis es "capaz de liberar un 10 
biomarcador, tal como Mcm5, de las células de la muestra" si la cantidad del biomarcador, tal como Mcm5, liberada 
es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad liberada cuando se utiliza un tampón que contiene Tris 
10 mM (pH 7,6), NaCl 200 mM, BSA al 2,5 %, Tritón X100 al 0,1 % y azida de sodio al 0,09 %. La cantidad del 
biomarcador, tal como Mcm5, que se libera utilizando un tampón de lisis se puede determinar analizando la cantidad 
presente después de la exposición al tampón de lisis y comparándola con una muestra de referencia 15 
(preferentemente una muestra que sea sustancialmente la misma o idéntica a la primera muestra) que se ha 
expuesto a un tampón que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma 150 
mM pH 7,6. En una realización, la cantidad de un biomarcador, tal como Mcm5, que se libera utilizando un tampón 
de lisis se puede determinar analizando la cantidad presente después de la exposición al tampón de lisis y 
comparándola con una muestra de referencia (preferentemente una muestra que sea sustancialmente la misma o 20 
idéntica a la primera muestra) que se ha expuesto a un tampón que contiene desoxicolato Tris 10 mM (pH 7,6), NaCl 
200 mM, BSA al 2,5 %, Tritón X100 al 0,1 % y azida de sodio al 0,09 %. La cantidad de un biomarcador, tal como 
Mcm5, que se libera puede medirse utilizando un ensayo de ELISA de tipo sándwich tal como el ensayo descrito en 
el Ejemplo 1. Los anticuerpos utilizados en el ensayo tipo sándwich deben ser anticuerpos que se unan al 
biomarcador, tal como Mcm5, por ejemplo, un primer anticuerpo monoclonal o un segundo anticuerpo monoclonal 25 
descrito en el presente documento. Preferentemente, se utilizan los anticuerpos 12A7 y 4B4. 
 
En una realización aún más preferente de la invención, el tampón de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las 
células de la muestra de orina y no degrada sustancialmente la proteína Mcm5. Se puede considerar que un tampón 
no degrada sustancialmente la proteína Mcm5 si la cantidad de Mcm5 intacta presente después de la exposición de 30 
la muestra al tampón de lisis es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad de Mcm5 intacta después 
de la exposición a un tampón que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma 
150 mM pH 7,6. La proteína Mcm5 puede considerarse intacta, si los sitios de unión para los anticuerpos que se 
unen a la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2 (tal como el primer anticuerpo monoclonal y el segundo anticuerpo 
monoclonal, o los anticuerpos 12A7 y 4B4) están presentes. Está dentro de las capacidades del experto en la 35 
materia determinar cuánta Mcm5 se degrada dentro de una muestra. La muestra debe analizarse para observar si la 
Mcm5 dentro de la muestra puede unirse al primer anticuerpo monoclonal y al segundo anticuerpo monoclonal 
descritos en el presente documento. Esto puede medirse utilizando un ensayo de ELISA de tipo sándwich, tal como 
el descrito en el Ejemplo 1. Los anticuerpos utilizados en el ensayo tipo sándwich deben ser anticuerpos que se 
unan a Mcm5, por ejemplo, un primer anticuerpo monoclonal o un segundo anticuerpo monoclonal de la invención. 40 
Preferentemente, se utilizan los anticuerpos 12A7 y 4B4. 
 
Se puede considerar que un tampón de lisis no desnaturaliza un anticuerpo si la actividad del anticuerpo después de 
la exposición al tampón de lisis es del 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la actividad del anticuerpo antes de la 
exposición al tampón de lisis. La actividad del anticuerpo se puede analizar utilizando un ensayo de ELISA como el 45 
descrito en el Ejemplo 1. 
 
En una realización, el tampón de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las células de una muestra fresca. La 
expresión "muestra fresca" se refiere a una muestra que no se ha congelado. Preferentemente, la "muestra fresca" 
se ha obtenido de un paciente de menos de 10 días, menos de 5 días, menos de 2 días o menos de 1 día antes de 50 
su uso en los métodos de la invención. En una realización, las células se exponen al tampón de lisis y después se 
congelan antes del tratamiento adicional. Por ejemplo, la muestra de orina se puede concentrar por centrifugación 
seguido del descarte del sobrenadante y a continuación se puede añadir el tampón de lisis a las células 
concentradas. Preferentemente, la muestra congelada se descongela antes de una etapa de realización de un 
ensayo para determinar la concentración del al menos un biomarcador en la muestra de orina. Preferentemente, la 55 
muestra se congela durante al menos 1 hora, al menos 1 día, al menos 5 días o al menos 10 días antes de una 
etapa de realización de un ensayo para determinar la concentración del al menos un biomarcador en la muestra de 
orina. Preferentemente, la muestra se congela durante entre 1 hora y 1 año, entre 1 hora y 6 meses, entre 1 día y 3 
meses o alrededor de una semana antes de una etapa de realización de un ensayo para determinar la concentración 
del al menos un biomarcador en la muestra de orina. 60 
 
El tampón de lisis descrito en el presente documento puede ser el reactivo de extracción de proteínas Cytobuster™. 
 
En una realización, el tampón de lisis no es PBS que contiene desoxicolato de sodio al 0,4 % y azida de sodio al 
0,02 %. 65 
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El tampón de lisis utilizado en la presente invención comprende un detergente (también denominado tensioactivo). El 
tampón de lisis utilizado en la presente invención comprende un detergente que comprende o consiste en Tritón X-
100. En general, los detergentes son compuestos que se sabe que rompen las paredes celulares. Los detergentes 
son anfifílicos que tienen regiones hidrófobas e hidrófilas. Los detergentes adecuados son bien conocidos por el 
experto en la materia. 5 
 
De manera adecuada, el detergente es un detergente aniónico, un detergente catiónico, un detergente no iónico o un 
detergente zwitteriónico. De manera adecuada, el detergente se selecciona del grupo que consiste en desoxicolato 
de sodio, 3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (CHAPS), alquilbencenosulfonatos, 
dodecilbencenosulfonato de sodio, un detergente Tween (tal como monooleato de polioxietilen (2b) sorbitano o 10 
Tween-20), y un detergente Tritón (tal como polietilenglicol p-(1,1,3, 3,-tetrametilbutil)-fenil éter o Tritón X-100). De 
manera adecuada, el detergente comprende desoxicolato de sodio. De manera adecuada, el detergente comprende 
CHAPS. De manera adecuada, el detergente comprende desoxicolato de sodio y CHAPS. De manera adecuada, el 
tampón de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentración de entre el 0,01 % y el 0,15 %, entre el 
0,03 % y el 0,10 %, entre el 0,05 % y el 0,09 %, o aproximadamente el 0,08 %. De manera adecuada, el tampón de 15 
lisis comprende CHAPS a una concentración de entre el 0,01 % y el 0,15 %, entre el 0,03 % y el 0,10 %, entre el 
0,05 % y el 0,09 %, o aproximadamente el 0,08 %. De manera adecuada, el detergente comprende X-100. 
Preferentemente, el detergente comprende tritón X-100 a una concentración de entre el 0,01 % y el 25 %, entre el 
0,01 % y el 10 %, entre el 0,05 % y el 5 %, entre el 0,05 % y el 1 %, entre el 0,05 % y el 0,5 %, entre 0,075 % y el 
0,125 % o alrededor del 0,1 %. De manera adecuada, el detergente consiste en tritón X-100. Preferentemente, el 20 
detergente consiste en tritón X-100 a una concentración de entre el 0,01 % y el 25 %, entre el 0,01 % y el 10 %, 
entre el 0,05 % y el 5 %, entre el 0,05 % y el 1 %, entre el 0,05 % y el 0,5 %, entre 0,075 % y el 0,125 % o alrededor 
del 0,1 %. De manera adecuada, el detergente comprende polisorbato, preferentemente polisorbato 20 (también 
conocido como Tween 20). De manera adecuada, el detergente comprende polisorbato a una concentración de entre 
el 0,01 % y el 5 %, entre el 0,02 % y el 1 %, entre 0,03 % y el 0,07 % o alrededor del 0,05 %. De manera adecuada, 25 
el detergente comprende desoxicolato de sodio o dodecilsulfato de sodio. Por ejemplo, el detergente puede 
comprender desoxicolato de sodio o dodecilsulfato de sodio a una concentración de entre el 0,1 % y el 20 %, entre el 
0,5 % y el 10 %, entre el 0,5 % y el 5 %, entre 0,75 % y el 1,25 % o alrededor del 1 %. 
 
En una realización adicional, el tampón de lisis comprende un agente quelante. En una realización adicional, el 30 
tampón de lisis no comprende un agente quelante. Los agentes quelantes son ligandos multidentados que pueden 
coordinar iones metálicos. De manera adecuada, el agente quelante es EDTA (ácido etilendiaminotetraacético). 
Opcionalmente, el tampón de lisis comprende EDTA a una concentración de entre 0,5 mM y 10 mM, entre 1 mM y 5 
mM, entre 1,5 mM y 3 mM, o aproximadamente 2 mM. 
 35 
El tampón de lisis utilizado en la presente invención comprende un componente tampón que comprende o consiste 
en tampón Tris o Trizma. Se puede considerar que un componente tampón es cualquier componente que mantiene 
el pH del tampón de lisis a un pH que varía en menos de 2,0 unidades de pH, 1,5 unidades de pH o 1,0 unidades de 
pH. Los expertos en la materia conocen bien ejemplos de tampones que son adecuados para este fin. El 
componentes tampón puede ser un tampón seleccionado del grupo que consiste en TAPS (ácido 3-40 
{[tris(hidroximetil)metil]amino} propanosulfónico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tris 
(tris(hidroximetil)metilamina), Tricina (N-tris(hidroximetil(metilglicina), TAPSO (3-[ácido N-Tris(ácido 
hidroximetil)metilamino]-2-hidroxipropanosulfónico, HEPES (ácido 4-2-hidroxietil-1-piperazinetanosulfónico) y MOPS 
(ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico. De manera adecuada, el componente tampón comprende tampón Tris, 
solución salina tamponada con fosfato (PBS), MOPS, bicarbonato o HEPES. De manera adecuada, el componente 45 
tampón comprende Tris, tampón PBS, MOPS o de bicarbonato. De manera adecuada, el componente tampón 
comprende Tris, tampón PBS o de bicarbonato. El componente tampón puede ser tampón Tris o Trizma. En la 
presente invención el componente tampón comprende o consiste en tampón Tris o Trizma. Trizma puede referirse a 
cristales de Trizma® preajustados a pH 7,6' (Sigma-Aldrich N.º de Cat. T7943). En una realización adicional, el 
componente tampón mantiene el pH del tampón a un pH entre pH 4 y pH 9, entre pH 5 y pH 8, entre pH 6 y pH 8, o a 50 
alrededor de pH 7,6. Opcionalmente, el componente tampón es el tampón Tris o Trizma, y el componente tampón 
mantiene el pH del tampón de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5 y pH 8, entre pH 6 y pH 8, o a alrededor de pH 7,6. 
Opcionalmente, el componente tampón comprende o consiste en tampón Tris o Trizma, y el componente tampón 
mantiene el pH del tampón de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5 y pH 8, entre pH 6 y pH 8, o a alrededor de pH 7,6. 
 55 
Preferentemente, el componente tampón comprende tampón tris, por ejemplo, a una concentración mayor de 5 mM, 
entre 5 mM y 350 mM, entre 200 mM y 300 mM, entre 225 mM y 275 mM, entre 10 mM y 25 mM, entre 8 mM y 12 
mM, alrededor de 10 mM o alrededor de 250 mM. Preferentemente, el componente tampón consiste en tampón tris, 
por ejemplo, a una concentración mayor de 5 mM, entre 5 mM y 350 mM, entre 200 mM y 300 mM, entre 225 mM y 
275 mM, entre 10 mM y 25 mM, entre 8 mM y 12 mM, alrededor de 10 mM o alrededor de 250 mM. De manera 60 
adecuada, el componente tampón comprende solución salina tamponada con fosfato, por ejemplo, a una 
concentración de entre 5 mM y 250 mM, entre 50 mM y 250 mM, o alrededor de 100 mM. 
 
En una realización, el tampón de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentración de entre el 0,01 % y el 
0,15 %, CHAPS a una concentración de entre el 0,01 % y el 0,15 %, EDTA a una concentración de entre 0,5 mM y 65 
10 mM, y tampón Tris o Trizma, en donde el tampón Tris o Trizma mantiene el pH del tampón de lisis entre pH 4 y 
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pH 9. En una realización adicional, el tampón de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentración de entre 
el 0,05 % y el 0,09 %, CHAPS a una concentración de entre el 0,05 % y el 0,09 %, EDTA a una concentración de 
entre 1,5 mM y 3 mM, y tampón Tris o Trizma, en donde el tampón Tris o Trizma mantiene el pH del tampón de lisis 
entre pH 6 y pH 8. En una realización adicional, el tampón de lisis comprende desoxicolato de sodio a una 
concentración de aproximadamente el 0,08 %, CHAPS a una concentración de aproximadamente el 0,08 %, EDTA a 5 
una concentración de aproximadamente 2 mM, y tampón Tris o Trizma, en donde el tampón Tris o Trizma mantiene 
el pH del tampón de lisis en alrededor de un pH 7,6. 
 
En una realización, el tampón de lisis comprende una sal seleccionada del grupo que consiste en cloruro de sodio, 
cloruro de potasio, cloruro de magnesio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, acetato de sodio, 10 
acetato de potasio, acetato de magnesio, fosfato de sodio, fosfato de potasio o fosfato de magnesio. 
Preferentemente, la sal es una sal de sodio o una sal de potasio. De manera adecuada, la sal es cloruro de sodio o 
cloruro de potasio. De manera adecuada, la sal está a una concentración de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 
300 mM, entre 100 mM y 200 mM, entre 150 mM y 250 mM, entre 175 mM y 275 mM, o alrededor de 200 mM. De 
manera adecuada, la sal comprende o consiste en cloruro de sodio o cloruro de potasio. De manera adecuada, la sal 15 
está a una concentración de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, entre 150 
mM y 250 mM, entre 175 mM y 275 mM, o alrededor de 200 mM. Preferentemente la sal es cloruro de sodio, por 
ejemplo, a una concentración entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, o 
alrededor de 200 mM. Preferentemente, la sal comprende o consiste en cloruro de sodio, por ejemplo, a una 
concentración entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, o alrededor de 200 mM. 20 
 
En una realización, el tampón de lisis tiene una fuerza iónica de entre 1 mM y 500 mM, entre 50 mM y 450 mM, entre 
100 mM y 250 mM, entre 100 mM y 175 mM, o entre 125 mM y 175 mM. Diversos componentes tampón pueden 
contribuir a esta fuerza iónica. Por ejemplo, el tampón de lisis puede comprender un componente tampón (tal como 
Tris) y un componente de sal adicional (tal como cloruro de sodio), y ambos componentes pueden contribuir a la 25 
fuerza iónica del tampón de lisis. 
 
En una realización, el tampón de lisis comprende un estabilizador. Un "estabilizador" es un componente que reduce 
la degradación de las proteínas. Por ejemplo, un estabilizador reduce la degradación de Mcm5. Se puede analizar si 
un componente tampón estabiliza Mcm5 utilizando un ensayo de ELISA de tipo sándwich, tal como el ensayo 30 
descrito en el Ejemplo 1. Por ejemplo, una muestra puede exponerse a un tampón de lisis que comprenda el posible 
estabilizador y una muestra de control puede exponerse a un tampón de lisis que carezca del posible estabilizador. 
El nivel de Mcm5 que se puede detectar después de la exposición se mide utilizando ELISA de tipo sándwich. Si el 
nivel de Mcm5 en la muestra que tiene el tampón que comprende el posible estabilizador es mayor que el nivel de 
Mcm5 en la muestra que tiene el tampón que no comprende el posible estabilizador, entonces el posible 35 
estabilizador es un estabilizador. Un estabilizador puede impedir la degradación de Mcm5, de modo que el 1 %, 2 %, 
5 %, 10 %, 20% o 25% más de Mcm5 esté presente después del almacenamiento en un tampón que comprenda un 
estabilizador durante 1 día, 3 días, 5 días, 1 semana o 2 semanas (en comparación con un tampón que no 
comprende el estabilizador). 
 40 
El estabilizador puede ser un estabilizador seleccionado del grupo que consiste en seroalbúmina bovina (BSA), 
suero bovino fetal (SFB) y un inhibidor de proteasas. Por ejemplo, los inhibidores de proteasas incluyen clorhidrato 
de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencensulfonilo (Petrabloc SC o AEBSF), un cóctel de inhibidores de proteasas (tal 
como Sigma P8340) que comprende AEBSF, aprotinina, clorhidrato de bestatina, N-(trans-epoxisuccinil)-L-leucina 4-
guanidinobutilamida (E-64), sal de hemisulfato de leupeptina y pepstatina A, e inhibidor de proteasas complete de 45 
Roche. Preferentemente, el estabilizador es BSA, por ejemplo, a una concentración de entre el 0,1 % y el 20 %, 
entre el 0,1 % y el 10 %, entre el 0,1 % y el 5 %, entre el 1 % y el 3 %, entre 2,2 % y el 2,7 % o alrededor del 2,5 %. 
Preferentemente, el estabilizador comprende o consiste en BSA, por ejemplo, a una concentración de entre el 0,1 % 
y el 20 %, entre el 0,1 % y el 10 %, entre el 0,1 % y el 5 %, entre el 1 % y el 3 %, entre 2,2 % y el 2,7 % o alrededor 
del 2,5 %. 50 
 
El tampón de lisis puede comprender un agente antimicrobiano. Un componente es un "agente antimicrobiano" si 
reduce la replicación de microbios, por ejemplo bacterias, virus u hongos. El agente antimicrobiano puede ser azida 
de sodio o una isotiazolona. El agente antimicrobiano puede comprender o consistir en azida de sodio o una 
isotiazolona. La isotiazolona puede ser 2-metil-4-isotiazolin-3-ona y/o 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona. 55 
Preferentemente, el agente antimicrobiano comprende azida de sodio, por ejemplo, a una concentración de entre el 
0,01 % y el 5 %, entre el 0,02 % y el 1,5 %, entre 0,07 % y el 0,12 % o alrededor del 0,09 %. Preferentemente, el 
agente antimicrobiano consiste en azida de sodio, por ejemplo, a una concentración de entre el 0,01 % y el 5 %, 
entre el 0,02 % y el 1,5 %, entre 0,07 % y el 0,12 % o alrededor del 0,09 %. 
 60 
El tampón de lisis puede comprender: 
 

(i) Tris entre 1 mM y 500 mM; 
(ii) cloruro de sodio entre 5 mM y 500 mM; 
(iii) BSA entre el 0,1 % y el 20 %; 65 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,001 % y el 10 %; y 

E16727797
14-07-2020ES 2 806 498 T3

 



12 

(v) azida de sodio entre el 0,001 % y el 1 %. 
 
El tampón de lisis puede consistir en: 
 

(i) Tris entre 1 mM y 500 mM; 5 
(ii) cloruro de sodio entre 5 mM y 500 mM; 
(iii) BSA entre el 0,1 % y el 20 %; 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,001 % y el 10 %; y 
(v) azida de sodio entre el 0,001 % y el 1 %. 
 10 

Como alternativa, el tampón de lisis puede comprender: 
 

(i) Tris entre 1 mM y 150 mM; 
(ii) cloruro de sodio entre 50 mM y 400 mM; 
(iii) BSA entre el 0,5 % y el 10 %; 15 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,01 % y el 5 %; y 
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,5 %. 
 

Como alternativa, el tampón de lisis puede consistir en: 
 20 

(i) Tris entre 1 mM y 150 mM; 
(ii) cloruro de sodio entre 50 mM y 400 mM; 
(iii) BSA entre el 0,5 % y el 10 %; 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,01 % y el 5 %; y 
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,5 %. 25 
 

Como alternativa, el tampón de lisis puede comprender: 
 

(i) Tris entre 1 mM y 100 mM; 
(ii) cloruro de sodio entre 100 mM y 300 mM; 30 
(iii) BSA entre el 1 % y el 5 %; 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,01 % y el 1 %; y 
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,1 %. 
 

Como alternativa, el tampón de lisis puede consistir en: 35 
 

(i) Tris entre 1 mM y 100 mM; 
(ii) cloruro de sodio entre 100 mM y 300 mM; 
(iii) BSA entre el 1 % y el 5 %; 
(iv) Tritón X-100 entre el 0,01 % y el 1 %; y 40 
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,1 %. 

 
El tampón de lisis puede comprender: 
 

(i) Tris a alrededor de 10 mM; 45 
(ii) cloruro de sodio a alrededor de 200 mM; 
(iii) BSA a alrededor del 2,5 %; 
(iv) Tritón X-100 a alrededor del 0,1 %; y 
(v) azida de sodio a alrededor del 0,09 %. 
 50 

El tampón de lisis puede consistir en: 
 

(i) Tris a alrededor de 10 mM; 
(ii) cloruro de sodio a alrededor de 200 mM; 
(iii) BSA a alrededor del 2,5 %; 55 
(iv) Tritón X-100 a alrededor del 0,1 %; y 
(v) azida de sodio a alrededor del 0,09 %. 

 
El tampón de lisis puede ser tampón RIPA. 
 60 
En una realización, el tampón de lisis de la invención se utiliza para liberar al menos un biomarcador de las células 
en una muestra de orina, en donde el al menos un biomarcador es una proteína Mcm, preferentemente Mcm5. 
 
Kits 
 65 
En el presente documento se describe un kit que comprende un tampón de lisis, un anticuerpo de captura y un 
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anticuerpo de detección, en donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de detección se unen a Mcm5. El kit se 
puede utilizar como parte de un ensayo (por ejemplo, un ensayo de ELISA) para determinar la concentración de 
Mcm5 en una muestra. El tampón de lisis puede liberar Mcm5 de las células de la muestra. El anticuerpo de captura 
y el anticuerpo de detección pueden utilizarse para cuantificar la concentración de Mcm5 en la muestra. 
 5 
Anticuerpo de captura y anticuerpo de detección 
 
Un "anticuerpo de captura" es un anticuerpo unido a la superficie de un soporte sólido, por ejemplo, una placa de 
ELISA, también conocida como placa de microtitulación. El "anticuerpo de captura" es capaz de unirse a Mcm5, 
uniendo así a la Mcm5 al soporte sólido. En una realización, se inmoviliza un "anticuerpo de captura" en una placa 10 
de ELISA. 
 
Un "anticuerpo de detección" es un anticuerpo que se une a una diana, tal como Mcm5, y que puede utilizarse para 
detectar la concentración de la diana. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse directa o indirectamente mediante 
un marcador detectable. Alternativamente, el "anticuerpo de detección" puede marcarse poniendo en contacto el 15 
anticuerpo de detección con un tercer anticuerpo específico para la región Fc del "anticuerpo de detección", en cuyo 
caso el tercer anticuerpo debe llevar un marcador. Los ejemplos de etiquetas adecuadas incluyen enzimas (tales 
como peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina o glucosa oxidasa), isotipos radiactivos (tales como 
Europio2+), indicadores de ADN, indicadores fluorogénicos o etiquetas electroquimioluminiscentes. En una 
realización preferente, el "anticuerpo de detección" está marcado mediante conjugación con peroxidasa de rábano 20 
picante. 
 
Anticuerpos 
 
El término "anticuerpo" puede referirse a formas de origen natural o a anticuerpos recombinantes, tales como los 25 
anticuerpos monocatenarios, los anticuerpos quiméricos o los anticuerpos humanizados. Puede considerarse que los 
términos "anticuerpo" y "anticuerpos" también abarcan fragmentos de anticuerpos que pueden unirse a una proteína 
diana, tal como una proteína Mcm como Mcm5. Dichos fragmentos pueden incluir un Fab’2, un F’(ab)2, Fv, 
anticuerpos monocatenarios o diacuerpos. Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden ser de 
origen natural, anticuerpos de longitud completa (en lugar de fragmentos). Los anticuerpos preferentes adicionales 30 
no son anticuerpos humanizados. 
 
En general, los anticuerpos están formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena pesada 
está compuesta por una región constante de la cadena pesada (CH) y una región variable de la cadena pesada 
(VH). De forma similar, cada cadena ligera está compuesta por una región constante de la cadena ligera (CL) y una 35 
región variable de la cadena ligera (VL). Las regiones VH y VL comprenden regiones que definen la 
complementariedad (las CDR). Las CDR principalmente son responsables de la unión específica a la proteína diana. 
 
Adicionalmente, un anticuerpo descrito en el presente documento se unirá a un epítopo (fragmento) de Mcm5. Por lo 
tanto, la expresión "anticuerpo que se une a Mcm5" se refiere a un anticuerpo que se une a un único epítopo de 40 
Mcm5. Opcionalmente, un anticuerpo que se une a Mcm5 es un anticuerpo que "se une específicamente" a Mcm5. 
La expresión "se une específicamente" se refiere a un anticuerpo que se une a una diana, tal como Mcm5, con una 
afinidad de unión que es al menos 2 veces, 10 veces, 50 veces o 100 veces superior que su afinidad de unión por 
una molécula no diana. 
 45 
Un anticuerpo de detección puede conjugarse con un marcador (por ejemplo, Europio2+ o peroxidasa de rábano 
picante). El marcador puede unirse directamente o puede unirse a través de un enlazador (tal como ácido adípico 
dihidrazida o ADH). 
 
El marcador se puede unir por conjugación química. Se conocen en la técnica métodos de conjugación de 50 
marcadores con anticuerpos. Por ejemplo, carbodiimida conjugada (Bauminger y Wilchek (1980) Methods Enzymol. 
70, 151-159) se pueden usar para conjugar marcadores a anticuerpos. Además, se pueden usar otros métodos para 
conjugar un marcador con un anticuerpo. Por ejemplo, se puede usar la oxidación con peryodato de sodio seguida 
de alquilación reductora o de amidación de reducción de reactivos apropiados, al igual que la reticulación con 
glutaraldehído. Sin embargo, se reconoce que, independientemente de qué método de producción de un conjugado 55 
de la invención se seleccione, debe hacerse una determinación de que el anticuerpo conjugado mantiene su 
capacidad de direccionamiento y de que el marcador conjugado mantiene su función. 
 
El anticuerpo de detección puede marcarse por conjugación con Europio. Esto se puede lograr utilizando un kit de 
marcaje con Eu DELFIA(R) de EG&G Wallac y siguiendo el protocolo del fabricante. 60 
 
Está dentro de las competencias del experto en la materia desarrollar un anticuerpo que se una a Mcm5. Esto se 
puede realizar inmunizando a un mamífero, tal como un ratón, conejo o cobaya, con Mcm5. Puede ser beneficioso 
incluir un adyuvante, tal como el adyuvante completo de Freund. Las células del bazo del mamífero inmunizado se 
retiran y se fusionan con células de mieloma para formar líneas de hibridoma que son inmortales dadas las 65 
condiciones apropiadas y que secretan anticuerpos. Los hibridomas se separan en clones individuales y los 
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anticuerpos secretados por cada clon se evalúan en cuanto a su capacidad de unión a la proteína Mcm5. 
 
Componentes adicionales del kit 
 
El kit puede comprender un calibrador. El "calibrador" es una preparación de una o más concentraciones conocidas 5 
de Mcm5. 
 
El kit puede comprender un reactivo de sustrato. Se puede utilizar un reactivo de sustrato para detectar el anticuerpo 
de detección. Por ejemplo, cuando el "anticuerpo de detección" está conjugado con peroxidasa de rábano picante, el 
reactivo de sustrato puede comprender TMB (3, 3', 5,5'-tetrametilbencidina), DAB (3,3'-diaminobencidina) o ABTS 10 
(ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico). El reactivo de sustrato puede comprender TMB. El reactivo de 
sustrato puede ser peróxido y TMB. El kit puede comprender además una solución de lavado y/o una solución de 
parada. El kit puede ser adecuado para realizar un ELISA de tipo sándwich. 
 
Métodos para la detección de la presencia de un cáncer urológico en un sujeto 15 
 
La presente divulgación también proporciona métodos para la detección de la presencia de un cáncer urológico en 
un sujeto. Dichos métodos son, preferentemente, métodos in vitro. Dichos métodos incluyen una etapa de 
"realización de un ensayo para determinar la concentración" de al menos un biomarcador. 
 20 
Realización de un ensayo para determinar la concentración de un biomarcador (tal como una proteína Mcm) 
 
En una realización de la invención, la expresión "detectar la presencia de un biomarcador" puede considerarse como 
sustituible por la expresión "realizar un ensayo para determinar la concentración" de un biomarcador. En tales 
realizaciones, la presencia de un biomarcador puede considerarse detectada, cuando su concentración es más alta 25 
que un valor de corte definido. 
 
Los marcadores biológicos, o biomarcadores, son moléculas que se encuentran en la sangre u otros líquidos o 
tejidos corporales que ayudan a indicar un estado, proceso, suceso biológico, afección o enfermedad. Los expertos 
en la materia tendrán claro que los biomarcadores podrían consistir en, pero sin limitación, ADN, ARN, anomalías 30 
cromosómicas, proteínas y sus derivados, o metabolitos. En términos generales, un biomarcador puede 
considerarse como un indicador distintivo, biológico u obtenido biológicamente, de un proceso, suceso o afección. 
En otras palabras, un biomarcador es indicativo de determinado estado biológico, tal como la presencia de tejido 
canceroso. En algunos casos, distintas formas de biomarcadores pueden ser indicativas de determinadas 
patologías. Alternativamente, la mera presencia de niveles elevados (o reducidos) del biomarcador (o 35 
biomarcadores) en los líquidos corporales tales como la sangre y/o la orina son indicativos de cáncer urológico. Los 
biomarcadores pueden ser proteínas o péptidos específicos cuya presencia, sobreexpresión o subexpresión en 
líquidos biológicos tales como la orina (incluido el sedimento urinario), sangre, saliva o semen, puede reflejar la 
existencia, progresión, respuesta al tratamiento o gravedad de un cáncer urológico, tal como el cáncer de próstata. 
 40 
Por lo tanto, el término "biomarcador" incluye todas las formas biológicamente importantes de la proteína o ácido 
nucleico identificado, incluyendo polipéptidos modificados postraduccionalmente. Por ejemplo, cuando el 
biomarcador es un polipéptido, la proteína marcadora puede estar presente en la muestra en una forma glucosilada, 
fosforilada, multimérica o precursora. 
 45 
No existe un requisito particular de que se califique la concentración de, por ejemplo, el polipéptido de longitud 
completa (o ácido nucleico). De hecho, es posible que la detección pueda tener lugar sometiendo a ensayo 
fragmentos particulares de un polipéptido de interés presentes, que se toman así para indicar la presencia del 
polipéptido biomarcador global en la muestra. Esto es especialmente cierto si las muestras se analizan, por ejemplo, 
mediante espectrometría de masas. Por lo tanto, la invención abarca la detección de fragmentos de los 50 
biomarcadores polipeptídicos (o de ácido nucleico). Además, los kits y péptidos pueden comprender fragmentos de 
los polipéptidos y no necesitan comprender las secuencias de longitud completa ejemplificadas en el presente 
documento. De manera adecuada, el fragmento es lo suficientemente largo como para permitir su identificación 
exclusiva mediante métodos de espectrometría de masas o inmunológicos. 
 55 
Por lo tanto, para polipéptidos, un fragmento es, de manera adecuada, de al menos 6 aminoácidos de longitud, de 
manera adecuada, de al menos 7 aminoácidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 8 aminoácidos de 
longitud, de manera adecuada, de al menos 9 aminoácidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 10 
aminoácidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 15 aminoácidos, de manera adecuada, de al menos 25 
aminoácidos, de manera adecuada, de al menos 50 aminoácidos, de manera adecuada, de al menos 100 60 
aminoácidos, o de manera adecuada, la mayoría del polipéptido biomarcador de interés. De manera adecuada, un 
fragmento comprende un pequeño fragmento del polipéptido biomarcador de interés, mientras que lo 
suficientemente largo como para conservar una secuencia o masa de aminoácidos identificable. 
 
Las mismas consideraciones se aplican a las secuencias de nucleótidos de ácido nucleico. Para secuencias de 65 
ácido nucleico, un fragmento es, de manera adecuada, de al menos 15 nucleótidos de longitud, de manera 
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adecuada, de al menos 30 nucleótidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 50 nucleótidos de longitud, de 
manera adecuada, de al menos 80 nucleótidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 100 nucleótidos de 
longitud, de manera adecuada, de al menos 200 nucleótidos de longitud o, de manera adecuada, la mayoría de la 
secuencia de interés. 
 5 
Homología/identidad de secuencia 
 
Aunque la homología de secuencia también puede considerarse en términos de similitud funcional (es decir, restos 
de aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto del presente documento, se 
prefiere expresar la homología en términos de identidad de secuencia. Las comparaciones de secuencias se pueden 10 
realizar a simple vista o, más habitualmente, con la ayuda de programas de comparación de secuencias fácilmente 
disponibles. Estos programas informáticos disponibles pública y comercialmente pueden calcular el porcentaje de 
homología (tal como el porcentaje de identidad) entre dos o más secuencias. 
 
El porcentaje de identidad se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la 15 
otra secuencia y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el correspondiente aminoácido en 
la otra secuencia, un resto cada vez. Esto se llama un alineamiento "sin huecos". Normalmente, tales alineamientos 
sin huecos se realizan solo en un número relativamente corto de restos (por ejemplo, menos de 50 aminoácidos 
contiguos). Para comparar sobre secuencias más largas, la puntuación de huecos se utiliza para producir un 
alineamiento óptimo para reflejar con precisión los niveles de identidad en secuencias relacionadas que tienen una 20 
inserción (o inserciones) o una eliminación (o eliminaciones) una con respecto a la otra. Un programa informático 
adecuado para llevar a cabo tal alineamiento es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, EE. 
UU.; Devereux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12:387). Los ejemplos de otros programas informáticos que 
pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero sin limitación, el paquete BLAST, FASTA (Altschul et 
al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410) y el paquete de herramientas de comparación GENEWORKS. 25 
 
En el contexto del presente documento, se considera que una secuencia de aminoácidos homóloga incluye una 
secuencia de aminoácidos que es al menos el 40, 50, 60, 70, 80 o 90 % idéntica. De forma muy adecuada, un 
polipéptido que tiene al menos el 90 % de identidad de secuencia con el biomarcador de interés se tomará como 
indicativo de la presencia de ese biomarcador; de manera más adecuada, se tomará que un polipéptido que es el 30 
95 % o de forma más adecuada el 98 % idéntico al nivel de aminoácidos indica la presencia de ese biomarcador. De 
manera adecuada, dicha comparación se realiza sobre al menos la longitud del polipéptido o fragmento que se está 
sometiendo a ensayo para determinar la presencia o ausencia del biomarcador de interés. De forma muy adecuada, 
la comparación se realiza a lo largo de la longitud completa del polipéptido de interés. 
 35 
Los biomarcadores específicos pueden detectarse y/o cuantificarse por interacción con un ligando o ligandos, 
sistemas de análisis basados en geles bidimensionales o unidimensionales, cromatografía líquida, cromatografía 
líquida combinada y cualquier técnica de espectrometría de masas, incluido MSMS, ICAT(R) o iTRAQ(R), ensayos 
de aglutinación, cromatografía de capa fina, espectroscopia de RMN, inmunoensayos de tipo sándwich, ensayos 
inmunoabsorbentes ligados a enzima (los ELISA), radioinmunoensayos (RAI), inmunoensayos enzimáticos (IEE), 40 
pruebas en tiras de flujo lateral/inmunocromatográficas, transferencia de Western, inmunoprecipitación, 
inmunoensayos basados en partículas que incluyen el uso de partículas de oro, plata o látex y partículas 
magnéticas, o puntos cuánticos, o cualquier otra técnica adecuada conocida en la técnica. 
 
La concentración de un biomarcador tal como Mcm5 puede detectarse y/o cuantificarse mediante la interacción con 45 
un ligando o ligandos, sistemas de análisis basados en geles bidimensionales o unidimensionales, cromatografía 
líquida, cromatografía líquida combinada y cualquier técnica de espectrometría de masas, incluido MSMS, ICAT(R) o 
iTRAQ(R), ensayos de aglutinación, cromatografía de capa fina, espectroscopia de RMN, inmunoensayos de tipo 
sándwich, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (los ELISA), radioinmunoensayos (RAI), inmunoensayos 
enzimáticos (IEE), pruebas en tiras de flujo lateral/inmunocromatográficas, transferencia de Western, 50 
inmunoprecipitación, inmunoensayos basados en partículas que incluyen el uso de partículas de oro, plata o látex y 
partículas magnéticas, o puntos cuánticos, o cualquier otra técnica adecuada conocida en la técnica. 
 
En determinados aspectos o realizaciones de la invención, el ensayo para determinar la concentración de un 
biomarcador no es un ensayo inmunofluorométrico. En tales realizaciones, el ensayo es preferentemente un ensayo 55 
de ELISA. En una realización adicional, el ensayo de ELISA es un ensayo de ELISA de tipo sándwich. Un ensayo de 
ELISA de tipo sándwich comprende las etapas de captura del biomarcador a analizar (tal como una proteína Mcm) 
utilizando un "anticuerpo de captura" ya unido a la placa y de detección de cuánto antígeno se ha capturado 
utilizando un "anticuerpo de detección". El anticuerpo de detección se ha preconjugado a un marcador tal como la 
enzima HRP (peroxidasa de rábano picante). Después, la placa de ELISA con el anticuerpo de detección marcado 60 
se lava para eliminar cualquier exceso de anticuerpo de detección no unido. Después, la placa lavada se expone a 
un agente cuyas propiedades son cambiadas por la etiqueta de manera medible. La concentración del anticuerpo de 
detección puede entonces determinarse. Por ejemplo, si el anticuerpo de detección está conjugado con (marcado 
con) peroxidasa de rábano picante, la placa de ELISA puede exponerse al sustrato TMB. La concentración del 
anticuerpo de detección y, por lo tanto, la concentración de Mcm5 en la muestra original, puede determinarse 65 
entonces cuantificando el cambio de color correspondiente a la conversión del TMB en un producto coloreado. 
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La presente invención comprende las etapas de realización de un ensayo para determinar la concentración de al 
menos un biomarcador en la muestra de orina. En una realización preferente, el al menos un biomarcador 
comprende una proteína Mcm, opcionalmente Mcm5. En una realización adicional, un valor anómalo para la 
concentración de Mcm5 indica una probabilidad aumentada de un cáncer urológico en el sujeto. 5 
 
Cánceres urológicos 
 
La divulgación también proporciona métodos para la detección de un cáncer urológico. Dichos métodos ofrecen una 
ventaja significativa ya que detectarán cualquier tumor que esté en contacto íntimo con el flujo o la orina en el 10 
aparato urinario (es decir, riñones, uréteres, vejiga y uretra) del paciente que se analiza. 
 
El cáncer urológico incluye todos los tipos de carcinoma de células de transición que pueden surgir en el aparato 
urinario. Un ejemplo de carcinoma de células de transición es el cáncer de vejiga. Sin embargo, las células de 
transición están presentes en todo el aparato urinario, incluido el revestimiento de la pelvis renal, los uréteres que 15 
conducen la orina desde los riñones hasta la vejiga y la uretra, así como la pared de la vejiga misma. El carcinoma 
de células de transición puede surgir en cualquiera de estos lugares. Cabe señalar que existe una variedad de 
distintos subtipos de cáncer de vejiga, es decir, hay otros tipos de cáncer de vejiga además del carcinoma de células 
de transición, aunque este (carcinoma de células de transición) es el tipo más común de cáncer de vejiga. 
 20 
Una ventaja de los métodos de la invención es que también se pueden detectar otros cánceres primarios tales como 
el cáncer de pene, por ejemplo, si afectan al tracto uretral a medida que pasa a través del pene. 
 
Además, determinados tumores urológicos pueden detectarse aunque no estén en contacto directo con el flujo de 
orina. Un ejemplo es un tumor de próstata que normalmente no está en contacto con el flujo de orina, pero del que 25 
se desprenden y exudan células hacia la uretra. 
 
Los métodos de la invención también ofrecen la ventaja de ser capaces de detectar cánceres metastásicos, por 
ejemplo, metástasis de un cáncer primario distinto cuya metástasis se ha establecido en el aparato urinario. Los 
métodos de la invención son capaces de detectar cualquier cáncer que crezca en el aparato urinario (por ejemplo, un 30 
cáncer de colon que puede haber invadido localmente) o cualquier cáncer que haya invadido a través de una 
metástasis (por ejemplo, un cáncer primario distante, que ha dado lugar a uno o más tumores metastásicos dentro 
del aparato urinario del sujeto). 
 
Los métodos de la invención también se pueden aplicar ventajosamente a la detección del cáncer de próstata. 35 
 
En una realización, la invención se aplica ventajosamente a la detección del cáncer de vejiga. 
 
En una realización, la invención se aplica a la detección del cáncer de próstata y de vejiga. 
 40 
Proteínas de mantenimiento de minicromosomas (las Mcm) 
 
Las proteínas de mantenimiento de minicromosomas (MCM; forma siglada de minichromosome maintenance) se han 
utilizado anteriormente como biomarcadores de diagnóstico para el cáncer de cuello de uterino. El biomarcador de 
acuerdo con la presente invención es una proteína Mcm. De forma muy adecuada, la proteína Mcm es Mcm5. 45 
 
Los niveles elevados de una proteína de la familia del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM), tal 
como la proteína nuclear Mcm5, se pueden utilizar para detectar células del cáncer de vejiga en sedimentos de orina 
así como cáncer de próstata. La evaluación de Mcm5 a menudo se lleva a cabo en un laboratorio especializado con 
instrumentación sofisticada y operarios altamente cualificados (Stoeber et al. JNCI. 2002: 94: 1071-1079) y este 50 
estilo de análisis puede ser costoso o poco práctico de llevar a cabo en las en el laboratorio de anatomía patológica 
o en aplicaciones en análisis de diagnóstico inmediato. Sin embargo, es una ventaja que los inventores de la 
presente solicitud hayan logrado desarrollar un formato de ELISA tipo sándwich de doble de anticuerpo modificado 
utilizando una pareja de anticuerpos monoclonales específicos que son adecuados para el laboratorio de anatomía 
patológica o en aplicaciones en análisis de diagnóstico inmediato, para medir con precisión los niveles de Mcm5 en 55 
sedimentos urinarios. Sin embargo, este tipo de ensayo preferente no limita el análisis de Mcm5 a este modo de 
acuerdo con la invención, Mcm5 puede someterse a ensayo de acuerdo con cualquier método adecuado conocido 
en la técnica. 
 
Las proteínas MCM 2 - 7 comprenden parte de los complejos de prerreplicación que se forman en la cromatina y que 60 
son prerrequisitos esenciales o factores permisivos, para la posterior replicación del ADN. Los complejos de 
proteínas MCM actúan como helicasas replicativas y, por lo tanto, son componentes centrales de la maquinaria de 
replicación del ADN. Las MCM están reguladas al alza en la transición de la fase G0 a G1/S del ciclo celular y 
participan activamente en la regulación del ciclo celular. Las proteínas MCM forman una estructura anular alrededor 
de la cromatina. 65 
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El gen de Mcm5 humana mapea en 22q13.1 y la proteína Mcm5 madura consiste en 734 aminoácidos (SEQ ID NO: 
1; Figura 1: UNIPROT P33992: factor permisivo de replicación de ADN HUMANO MCM5). El término "Mcm5" se 
refiere a un polipéptido de la SEQ ID NO: 1, un polipéptido con el 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 100 % de identidad con 
la SEQ ID NO: 1. 
 5 
La presente invención proporciona de manera útil nuevos métodos de ensayo para Mcm5, que son adecuados para 
el uso general en el laboratorio clínico y en aplicaciones en análisis de diagnóstico inmediato. 
Mcm5 se registra como una concentración en orina. Cuando la concentración supera un punto de corte, hay una 
mayor probabilidad de cáncer urológico. El punto de corte se puede establecer de varias maneras distintas. Por 
ejemplo, se puede establecer en la media de los valores de la orina de pacientes sanos más un múltiplo de la 10 
desviación típica de los valores en la población sana, por lo general, un múltiplo de dos o tres veces. 
Alternativamente, el punto de corte puede establecerse como el valor generado por una concentración conocida de 
células en división que expresan Mcm5, ejemplificado por Stoeber et al (2002), quienes adoptaron como punto de 
corte el número de recuentos en DELFIA generados a partir de muestras que contenían 1500 células en replicación 
por pocillo de una placa. 15 
 
Por lo tanto, una presencia de Mcm5 superior que la media más dos desviaciones típicas de la concentración en la 
orina de pacientes sanos, o la presencia de Mcm5 en recuentos mayores que el número de recuentos en DELFIA 
generados a partir de muestras que contienen 1500 células en replicación por pocillo de una placa, indica una 
probabilidad aumentada de cáncer urológico. 20 
 
En una realización, un valor anómalo para la presencia de la proteína Mcm indica una probabilidad aumentada de un 
cáncer urológico en un sujeto. Un método descrito en el presente documento puede comprender una etapa para 
diagnosticar que un paciente tiene un cáncer urológico, cuando la concentración de la proteína Mcm determinada 
mediante la realización de un ensayo es superior que el valor medio de pacientes sanos más un múltiplo de la 25 
desviación típica mostrada por los valores obtenidos de sujetos sanos. 
 
Anticuerpos 
 
Se encuentran disponibles en el mercado varios anticuerpos anti Mcm5 adecuados para su uso en la invención. Los 30 
ejemplos se muestran a continuación: 
 

Nombre Clon n.º de cat. Proveedor 

CRCT5.1 A2.7A3 ab6154 Abcam Ltd 

Anticuerpo MCM5 9H463 MBS604829 Mybiosource.com 

anti MCM5 2H8 SAB1404056 Sigma-Aldrich 

Anticuerpo monoclonal 
Mcm5 

3A7 H00004174-M03A Abnova Corp. 

 
Muestra 
 35 
Los métodos descritos en el presente documento pueden comprender una etapa de "proporcionar una muestra de 
un sujeto". Preferentemente, esta etapa es no invasiva (no quirúrgica), por ejemplo, recolección de orina. La muestra 
puede comprender cualquier líquido biológico tal como sangre, suero, saliva, semen, orina o sedimento de orina, o 
un extracto preparado a partir de uno de tales líquidos. La muestra es, de manera adecuada, orina. 
 40 
Mcm5 se encuentra normalmente en los núcleos de las células presentes en la orina. Por lo tanto, de manera 
adecuada, la muestra comprende células dentro de la orina. De manera más adecuada, esas células pueden 
concentrarse mediante cualquier técnica conocida común en la técnica, tal como la filtración o de forma más 
adecuada la recolección centrífuga de las células de la orina. Enriquecer las células de la orina puede aumentar la 
señal y puede facilitar la detección. 45 
 
Cuando se analiza el cáncer de próstata, de forma muy adecuada la muestra es orina del primer chorro, como se 
puede obtener después del masaje de la próstata (cuando el sujeto es hombre). De manera aún más adecuada, la 
muestra puede comprender los primeros pocos mililitros de orina del primer chorro. En otras palabras, de manera 
adecuada, la muestra puede comprender la primera parte del chorro de orina, de manera adecuada, la primera parte 50 
del chorro de orina producida después del masaje de la próstata. De manera aún más adecuada, la muestra puede 
comprender sedimento de orina, tal como células sedimentadas recogidas de la orina (tal como de la orina total, o la 
orina del primer chorro, como se explicó anteriormente). 
 
Formatos de ensayo 55 
 
En el presente documento se describe un sistema de ensayo para determinar la presencia y/o concentración de 
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biomarcadores mediante la detección de la unión entre biomarcadores y anticuerpos específicos en un ELISA de tipo 
sándwich o un ELISA de dos sitios. Los biomarcadores pueden determinarse por separado (por ejemplo, en ensayos 
físicamente separados, realizados de manera adecuada en fracciones de la misma muestra). En cada ensayo, la 
muestra puede ponerse en contacto con un solo ligando, tal como un anticuerpo específico para el biomarcador a 
analizar. Por ejemplo, la muestra se puede añadir a distintos pocillos de una placa de microtitulación, en donde cada 5 
pocillo contiene un anticuerpo distinto. 
 
De manera adecuada, la determinación se lleva a cabo en una solución acuosa. La muestra y/o el ligando (por 
ejemplo, el anticuerpo) pueden estar presentes en solución. En algunas realizaciones, el anticuerpo o la muestra 
puede inmovilizarse sobre un soporte sólido. Normalmente, tal soporte puede comprender la superficie del recipiente 10 
en el que se realiza la determinación, tal como la superficie de un pocillo de una placa de microtitulación. El soporte 
puede ser una membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o nylon) o una perla (por ejemplo, de látex u 
oro), o la superficie de una matriz. 
 
La determinación de si el anticuerpo se une (detecta) un biomarcador en la muestra puede realizarse mediante 15 
cualquier método conocido en la técnica para detección de la unión entre dos fracciones. La unión puede 
determinarse midiendo una característica en el anticuerpo o biomarcador (tal como la proteína) que cambia cuando 
se produce la unión, tal como un cambio espectroscópico. 
 
La determinación puede llevarse a cabo utilizando un anticuerpo como ligando, anticuerpo que está inmovilizado en 20 
un soporte sólido. Cuando la muestra se pone en contacto con el anticuerpo, las moléculas de biomarcadores (tales 
como las moléculas de proteínas) de la muestra se unen al anticuerpo. 
 
Opcionalmente, la superficie del soporte sólido se lava a continuación, para eliminar cualquier biomarcador (tal como 
proteína) de la muestra que no esté unido al anticuerpo. A continuación se puede determinar la presencia del 25 
biomarcador unido al soporte sólido (a través de la unión con el anticuerpo), lo que indica que la proteína está unida 
al anticuerpo. Esto se puede hacer, por ejemplo, poniendo en contacto el soporte sólido (que puede o no tener un 
biomarcador unido a él) con un agente que se une específicamente a la proteína. Este agente puede estar marcado, 
ya sea directa o indirectamente, mediante un marcador detectable. Normalmente, el agente es un segundo 
anticuerpo, que es capaz de unirse al biomarcador de una manera específica mientras el biomarcador se encuentra 30 
unido al primer anticuerpo inmovilizado. Este segundo anticuerpo puede marcarse indirectamente poniéndolo en 
contacto con un tercer anticuerpo específico para la región Fc del segundo anticuerpo, en donde el tercer anticuerpo 
porta un marcador detectable. 
 
Otro sistema que puede utilizarse para determinar la unión entre la proteína biomarcadora y el anticuerpo es un 35 
sistema de unión competitiva. Dicho sistema puede determinar si el biomarcador en la muestra es capaz de inhibir la 
unión del anticuerpo a un compuesto de referencia que es capaz de unirse al anticuerpo. Si la proteína biomarcadora 
en la muestra puede inhibir la unión entre el anticuerpo y el compuesto de referencia, entonces esto indica que tal 
muestra contiene el biomarcador reconocido por el anticuerpo. 
 40 
Patrón de referencia 
 
Patrón de referencia normalmente se refiere a una muestra de un individuo sano, es decir, uno que no ha padecido 
un cáncer urológico. 
 45 
El patrón de referencia puede ser una muestra real analizada en paralelo. Alternativamente, el patrón de referencia 
puede ser uno o más valores obtenidos previamente de una muestra comparativa, por ejemplo, una muestra de un 
sujeto sano. En tales realizaciones, se puede hacer una mera comparación numérica comparando el valor 
determinado para la muestra del sujeto con el valor numérico de una muestra de referencia analizada previamente. 
La ventaja de esto es no tener que duplicar el análisis al determinar las concentraciones en muestras de referencia 50 
individuales en paralelo cada vez que se analiza una muestra de un sujeto. 
 
De manera adecuada, el patrón de referencia coincide con el sujeto analizada, por ejemplo, en género, por ejemplo, 
en edad, por ejemplo, en origen étnico u otros criterios de este tipo que son bien conocidos en la técnica. El patrón 
de referencia puede ser un número tal como una concentración absoluta determinada por uno o más estudios 55 
anteriores. 
 
Los patrones de referencia pueden coincidir de manera adecuada a subgrupos específicos de pacientes, por 
ejemplo, ancianos, o los que tienen antecedentes importantes anteriores, tales como una predisposición al cáncer 
urológico. 60 
 
De manera adecuada, el patrón de referencia coincide con el tipo de muestra analizada. Por ejemplo, la 
concentración del polipéptido biomarcador (o polipéptidos biomarcadores) analizado puede variar del tipo o la 
naturaleza de la muestra (por ejemplo, muestra de orina convencional frente a una muestra del primer chorro 
después de un masaje prostático). Será inmediatamente obvio para el experto en la materia que el valor de 65 
concentración (o valores de concentración) para el patrón de referencia deben ser para la misma muestra o una 
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muestra comparable a la analizada en el método (o métodos) de la invención. Por ejemplo, si la muestra sometida a 
ensayo es orina del primer chorro, entonces el valor del patrón de referencia debe ser para la orina del primer chorro, 
para asegurar que se pueda realizar una comparación cruzada significativa. En particular, se debe tener extremo 
cuidado si se intentan inferencias por la comparación entre las concentraciones determinadas para un sujeto de 
interés y las concentraciones determinadas para los patrones de referencia, en que la naturaleza de la muestra no 5 
es idéntica para los dos casos. De manera adecuada, el tipo de muestra para el patrón de referencia y el tipo de 
muestra para el sujeto de interés son los mismos. 
 
Cabe señalar que las concentraciones de proteína determinadas pueden compararse con una muestra anterior del 
mismo sujeto. Esto puede ser beneficioso para controlar la posibilidad de recaída en un sujeto. Esto puede ser 10 
beneficioso para controlar el curso y/o eficacia de un tratamiento de un sujeto. El método puede comprender una 
etapa (o etapas) adicional de comparación del valor (o valores) determinado para la muestra de interés con uno o 
más valores determinados para el mismo biomarcador (o biomarcadores) de distintas muestras, tales como 
muestras tomadas en distintos puntos de tiempo para el mismo sujeto. Al hacer tal comparación, se puede recopilar 
información sobre si un marcador en particular está aumentando o disminuyendo en un sujeto en particular. Esta 15 
información puede ser útil para diagnosticar o predecir cambios a lo largo del tiempo, o los cambios inhibidos o 
estimulados por un tratamiento particular o un régimen de terapia, o cualquier otra variable de interés. 
 
De esta manera, los métodos se pueden utilizar para determinar si, por ejemplo, después del tratamiento del 
paciente con un fármaco o fármaco candidato, o mediante resección de un tumor, la enfermedad ha progresado o 20 
no, o que la tasa de progresión de la enfermedad se ha modificado. El resultado puede informar sobre el curso del 
tratamiento adicional. 
 
Ligandos/Anticuerpos 
 25 
Los modos preferidos para determinar la presencia y/o concentración de los biomarcadores que se analizan en el 
presente documento hacen uso de moléculas o ligandos de unión a antígeno adecuados, que se unen 
específicamente a los biomarcadores seleccionados. De manera adecuada, el ligando puede ser un anticuerpo, o un 
derivado de anticuerpo tal como un scFv o Fab. 
 30 
Método para la preparación de células a partir de una muestra de orina 
 
La invención proporciona un método para la preparación de células a partir de una muestra de orina. 
 
En dicho método se hace pasar una muestra de orina a través de un filtro para la captura de las células, de manera 35 
que se capturen las células de la muestra orina en el filtro. El volumen de orina que pasa a través del filtro es 
preferentemente de entre 1 ml y 100 ml, más preferentemente de entre 30 ml y 70 ml, y aún más preferentemente de 
aproximadamente 50 ml. 
 
Después, se hace pasar un tampón de lisis de la invención a través del filtro, de manera que las células estén 40 
expuestas al tampón de lisis. El tampón de lisis es capaz de liberar una proteína Mcm a partir de las células de la 
muestra de orina. El tampón de lisis se hace pasar al menos una vez a través del filtro para exponer las células al 
tampón de lisis, de modo que la proteína Mcm se libere de las células. Puede ser necesario hacer pasar el tampón 
de lisis a través del filtro una pluralidad de veces, por ejemplo, al menos dos veces, al menos tres veces o al menos 
cuatro veces. Esto ayuda a saturar completamente el filtro con el tampón de lisis, para que el al menos un 45 
biomarcador se libere de forma más eficaz de las células capturadas. En el caso en que el tampón de lisis se pase 
una pluralidad de veces a través del filtro, preferentemente el tampón de lisis se hace pasar a través del filtro 
alternativamente aguas arriba y aguas abajo (es decir, en direcciones opuestas) para ayudar a saturar 
completamente el filtro con tampón de lisis. El volumen de tampón de lisis (es decir, el volumen de tampón de lisis 
que fluye a través del filtro en un pase) es preferentemente de entre 250 ml y 1000 ml, más preferentemente de 50 
entre 300 ml y 500 ml, y aún más preferentemente de aproximadamente 500 ml. 
 
Después de la exposición de las células capturadas al tampón de lisis, el filtro se incuba a continuación durante un 
período de tiempo de forma que el tampón de lisis libera la proteína Mcm de las células, dando como resultado un 
tampón de lisis que comprende la proteína Mcm liberada de las células (lisado). El tiempo de incubación del filtro es 55 
preferentemente de entre 5 minutos y 1 hora, más preferentemente de entre 20 minutos y 30 minutos, e incluso más 
preferentemente de aproximadamente 10 minutos. De manera adecuada, "incubar el filtro" comprende mantener el 
tampón de lisis en contacto con el filtro durante un período de tiempo. De manera adecuada, se incuba un filtro a una 
temperatura bastante constante (que varíe en menos de 5 °C durante el período de incubación). Opcionalmente, la 
temperatura está entre 15 °C y 30 °C, preferentemente a alrededor de la temperatura ambiente. Opcionalmente, 60 
después de incubar el filtro, el tampón de lisis se hace pasar nuevamente a través del filtro al menos una vez. 
 
Aparato para la preparación de células a partir de una muestra de orina 
 
En el presente documento se describe un aparato para la preparación de células de una muestra de orina. En la 65 
descripción del aparato a continuación, las expresiones "aguas arriba" y "aguas abajo" se definen con respecto a la 
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dirección del flujo de orina a través del aparato, es decir, el flujo desde la entrada hasta la salida es flujo en una 
dirección aguas abajo. Que los componentes del aparato se describan como en "comunicación fluida" entre sí 
significa que un líquido puede fluir entre estos componentes, aunque es posible que no pueda seguir fluyendo (por 
ejemplo, en el caso de una válvula cerrada). Dichos componentes podrían conectarse a través de medios conocidos 
en la técnica, por ejemplo, un tubo o una tubería. Cada componente del aparato puede estar conectado de forma 5 
desmontable a otros componentes. Algunos o todos los componentes del aparato pueden estar formados de manera 
integrada. 
 
La Figura 18 muestra una realización del aparato 100. El aparato 100 comprende una entrada 101 a través de la 
cual la orina de una muestra de orina puede pasar al aparato (desde la izquierda, como se representa) cuando está 10 
en uso. La entrada 101 comprende, opcionalmente, una válvula unidireccional (no mostrada) para impedir que el 
líquido vuelva a salir del aparato (es decir, aguas arriba de la entrada). 
 
Una primera válvula 102 está dispuesta aguas abajo de la entrada 101 y está en comunicación fluida con la entrada 
101. La primera válvula 102 no está limitada a un tipo de válvula particular, siempre que pueda configurarse para 15 
abrir o bloquear la comunicación fluida entre distintas partes del aparato según sea necesario. Dichas 
configuraciones se explicarán con más detalle a continuación. La primera válvula 102 es, opcionalmente, una válvula 
luer. La primera válvula 102 es, opcionalmente, una válvula de 3 vías o de 4 vías. 
 
Un filtro 103 está dispuesto aguas abajo de la primera válvula 102 y está en comunicación fluida con la primera 20 
válvula 102. El filtro 103 es adecuado para la captura de células de la orina a medida que la orina fluye a través del 
filtro. El filtro 103 impide, preferentemente, que pasen partículas esféricas que tienen un diámetro mayor que 15 mm, 
10 mm o 5 mm, mientras permite que pasen partículas más pequeñas. Para partículas no esféricas, el filtro 103 
impide, preferentemente, que pasen partículas esféricas equivalentes que tengan un diámetro mayor que 15 mm, 
10 mm o 5 mm, teniendo las partículas esféricas equivalentes el mismo volumen que las partículas no esféricas. El 25 

diámetro dv de tal partícula esférica equivalente viene dado por la ecuación dv = 2 , en que V es el volumen de la 

partícula no esférica. El filtro 103 tiene, opcionalmente, una estructura de poro con un tamaño de poro (diámetro de 
poro) de aproximadamente 15 mm, aproximadamente 10 mm o aproximadamente 5 mm. El filtro 103 tiene, 
preferentemente, una estructura de poro con un tamaño de poro (diámetro de poro) de entre 1 y 6 mm, más 
preferentemente de entre 4 y 6 mm, e incluso más preferentemente de aproximadamente 5 mm. Sin embargo, El tipo 30 
de filtro no está limitado, siempre que sea adecuado para la captura de células de la orina a medida que la orina 
fluye a través del filtro. El filtro 103 podría tener, opcionalmente, una estructura de malla en lugar de una estructura 
de poros, por ejemplo. 
 
Una segunda válvula 104 está dispuesta aguas abajo del filtro 103 y está en comunicación fluida con el filtro 103. La 35 
segunda válvula 104 no está limitada a un tipo de válvula particular, siempre que pueda configurarse para abrir o 
bloquear la comunicación fluida entre distintas partes del aparato según sea necesario. Dichas configuraciones se 
explicarán con más detalle a continuación. La segunda válvula 104 es, opcionalmente, una válvula luer. La segunda 
válvula 104 es, opcionalmente, una válvula de 3 vías o de 4 vías. 
 40 
Una salida 105 a través de la cual la orina puede fluir hacia afuera mientras el aparato está en uso está dispuesta 
aguas abajo de la segunda válvula 104 y está en comunicación fluida con la segunda válvula 104. La salida 105 
comprende, opcionalmente, una válvula (no mostrada) para bloquear el paso hacia afuera del líquido a través de la 
salida 105 cuando sea necesario. 
 45 
Se proporciona un primer depósito de tampón 106 para contener un tampón de lisis. El primer depósito de tampón 
106 está en comunicación fluida con la primera válvula 102. El primer depósito de tampón 106 está dimensionado 
preferentemente para contener al menos 500 ml de tampón de lisis, más preferentemente al menos 1 ml de tampón 
de lisis, e incluso más preferentemente al menos 5 ml de tampón de lisis. El primer depósito de tampón 106 está 
opcionalmente dimensionado para contener un máximo de 50 ml de tampón de lisis, más preferentemente un 50 
máximo de 25 ml de tampón de lisis, e incluso más preferentemente un máximo de 10 ml de tampón de lisis. El 
primer depósito de tampón 106 es, opcionalmente, una jeringa, pero podría utilizarse cualquier recipiente adecuado 
para contener un tampón de lisis. 
 
También se proporciona un segundo depósito de tampón 107 para contener un tampón de lisis. El segundo depósito 55 
de tampón 107 está en comunicación fluida con la segunda válvula 104. El segundo depósito de tampón 107 está 
dimensionado preferentemente para contener al menos 500 ml de tampón de lisis, más preferentemente al menos 1 
ml de tampón de lisis, e incluso más preferentemente al menos 5 ml de tampón de lisis. El segundo depósito de 
tampón 107 está opcionalmente dimensionado para contener un máximo de 50 ml de tampón de lisis, más 
preferentemente un máximo de 25 ml de tampón de lisis, e incluso más preferentemente un máximo de 10 ml de 60 
tampón de lisis. El segundo depósito de tampón 107 es, opcionalmente, una jeringa, pero podría utilizarse cualquier 
recipiente adecuado para contener un tampón de lisis. 
 
A continuación se describirán las configuraciones de las primera y segunda válvulas 102, 104. 
 65 
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En una primera configuración de las primera y segunda válvulas 102, 104, la comunicación fluida entre el primer 
depósito de tampón 106 y el filtro 103 está bloqueada, la comunicación fluida entre el segundo depósito de tampón 
107 y el filtro 103 está bloqueada, y la comunicación fluida entre la entrada 101, el filtro 103 y la salida 105 está 
abierta. En esta primera configuración, la orina puede fluir desde la entrada 101 a la salida 105 a través del filtro 103 
mientras el aparato está en uso. En la primera configuración, preferentemente, la orina no puede fluir desde la 5 
entrada 101 o la salida 105 al primer y/o segundo depósitos de tampón 106, 107. En la primera configuración, 
preferentemente, el tampón de lisis no puede fluir desde el primer depósito de tampón 106 a la entrada 101 o a la 
salida 105. En la primera configuración, preferentemente, el tampón de lisis no puede fluir desde el segundo 
depósito de tampón 107 a la entrada 101 o a la salida 105. 
 10 
En una segunda configuración de las primera y segunda válvulas 102, 104, la comunicación fluida entre el primer 
depósito de tampón 106 y el filtro 103 está abierta, la comunicación fluida entre el segundo depósito de tampón 107 
y el filtro 103 está abierta, y el flujo a través de la entrada 101 y la salida 105 está bloqueado. En esta segunda 
configuración, el tampón de lisis puede fluir entre el primer depósito de tampón 106 y el segundo depósito de tampón 
107 a través del filtro 103 mientras el aparato está en uso. En la segunda configuración, preferentemente, el tampón 15 
de lisis no puede fluir desde el primer depósito de tampón 106 a la entrada 101 o a la salida 105. En la segunda 
configuración, preferentemente, el tampón de lisis no puede fluir desde el segundo depósito de tampón 107 a la 
salida 105 o a la entrada 101. En la segunda configuración, preferentemente, la orina no puede fluir entre la entrada 
101 y la salida 105. 
 20 
En la segunda configuración, se forma preferentemente un sistema cerrado entre el primer depósito de tampón 106, 
el filtro 103 y el segundo depósito de tampón 107. Por lo tanto, cuando un volumen de tampón de lisis fluye hacia 
afuera del primer depósito de tampón 106, un volumen igual de tampón de lisis fluye preferentemente hacia el 
segundo depósito de tampón 107, y viceversa. Por lo tanto, en un momento dado cuando el aparato está en uso, el 
tampón de lisis se proporciona en uno o ambos de los primero y segundo depósitos de tampón 106, 107. En otras 25 
palabras, en un momento dado cuando el aparato está en uso, (i) el tampón de lisis está presente en el primer 
depósito de tampón 106 pero no en el segundo depósito de tampón 107; (ii) el tampón de lisis está presente en el 
segundo depósito de tampón 107 pero no en el primer depósito de tampón 106; o (iii) el tampón de lisis está 
presente tanto en el primero como en el segundo depósitos de tampón 106, 107. 
 30 
El aparato 100 comprende, opcionalmente, un depósito de orina 108 para contener orina. El depósito de orina 108 
está dispuesto aguas abajo de la salida 105 y está en comunicación fluida con la salida 105. El depósito de orina 108 
está dimensionado preferentemente para contener al menos 10 ml de orina, más preferentemente al menos 25 ml de 
orina, e incluso más preferentemente al menos 50 ml de orina. El depósito de orina 108 está dimensionado, 
opcionalmente, para contener un máximo de 1000 ml de orina, más preferentemente un máximo de 500 ml de orina, 35 
e incluso más preferentemente un máximo de 250 ml de orina. En la primera configuración de las primera y segunda 
válvulas 102, 104, la orina puede fluir desde la entrada 101 a través del depósito de orina 108 a través del filtro 103 y 
la salida 105. El depósito de orina 108 está configurado, por lo tanto, para retener la orina que se ha filtrado a través 
del filtro 103 mientras el aparato está en uso. La salida 105 puede bloquearse de forma reversible utilizando una 
válvula o medios de sellado (no mostrados) para impedir que la orina fluya desde el depósito de orina 108 de 40 
regreso a través de la salida 105 (es decir, en una dirección aguas arriba). El depósito de orina puede estar 
conectado de forma desmontable a la salida 105. 
 
El aparato 100 comprende, opcionalmente, medios 110 para proporcionar un flujo de orina. Dichos medios pueden 
ser, por ejemplo, una bomba o parte de una jeringa. Cuando use una jeringa, la jeringa puede proporcionar tanto el 45 
depósito de orina 108 como los medios 110 para proporcionar un flujo de orina. En ese caso, se puede proporcionar 
un flujo de orina extrayendo la jeringa del depósito de orina 108, haciendo que la orina fluya desde la entrada 101 
hacia el depósito de orina 108. Se puede proporcionar un flujo de orina "empujando" una muestra de orina a través 
del aparato desde la entrada 101, por ejemplo, utilizando una jeringa en comunicación fluida con la entrada 101. 
 50 
El aparato 100 comprende, opcionalmente, medios 109 para proporcionar un flujo de tampón de lisis. Dichos medios 
pueden ser, por ejemplo, una bomba o parte de una jeringa. Cuando use una jeringa, la jeringa puede proporcionar 
tanto el depósito de tampón de lisis como los medios 109 para proporcionar un flujo de tampón de lisis. De manera 
similar, si el segundo depósito de tampón 107 es parte de una jeringa, el segundo depósito de tampón puede actuar 
como medio 109 para proporcionar un flujo de tampón de lisis. Si tanto el primero como el segundo depósito de 55 
tampón 106, 107 se proporcionan mediante jeringas, entonces ambos pueden actuar puede actuar como medios 109 
para proporcionar un flujo de tampón de lisis. 
 
En el presente documento también se describe un dispositivo para el análisis de una muestra de orina de un sujeto. 
El dispositivo comprende el aparato 100 descrito anteriormente y un dispositivo de ensayo capaz de determinar la 60 
concentración de al menos un biomarcador en la muestra de orina. El dispositivo de ensayo comprende 
preferentemente un primer anticuerpo que está inmovilizado y un segundo anticuerpo de detección. El dispositivo 
está dispuesto preferentemente de modo que el lisado pueda fluir por el anticuerpo inmovilizado (por ejemplo, por 
flujo lateral) y que el biomarcador pueda unirse al anticuerpo inmovilizado. La cantidad de biomarcador unido puede 
detectarse utilizando el anticuerpo de detección. El dispositivo de ensayo puede proporcionarse como un 65 
componente separado, no conectado al aparato 100, o puede formar parte integral o ser conectable al aparato 100, 
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para estar en comunicación fluida con el aparato 100. El dispositivo de ensayo está configurado preferentemente 
para recibir el lisado desde el aparato 100. En el caso de que el dispositivo de ensayo esté en comunicación fluida 
con el aparato 100, la primera y segunda válvulas pueden configurarse en una tercera configuración, de modo que el 
lisado pueda fluir desde el primer depósito de tampón 106 o desde el segundo depósito de tampón 107 al dispositivo 
de ensayo. 5 
 
Por ejemplo, la primera válvula 102 está configurada para permitir el flujo desde el primer depósito de tampón 106 al 
dispositivo de ensayo. En este caso, preferentemente, la comunicación fluida entre el primer depósito de tampón 106 
y segundo depósito de tampón 107 está bloqueada. La segunda válvula 104 puede configurarse para permitir el flujo 
desde el segundo depósito de tampón 107 al dispositivo de ensayo. En este caso, preferentemente, la comunicación 10 
fluida entre el primer depósito de tampón 106 y segundo depósito de tampón 107 está bloqueada. 
 
La primera válvula 102 es un ejemplo de una primera disposición de válvula y la segunda válvula 104 es un ejemplo 
de una segunda disposición de válvula, que permiten controlar la trayectoria de los líquidos a través del aparato de 
acuerdo con las primera y segunda (y opcionalmente la tercera) configuraciones descritas anteriormente. Sin 15 
embargo, la primera disposición de válvula no se limita a una válvula. La primera disposición de válvula puede 
comprender una pluralidad de válvulas. Por ejemplo, en el caso de que la primera disposición de válvulas 
comprenda dos válvulas, una válvula podría estar dispuesta para abrir y bloquear la comunicación fluida entre la 
entrada 101 y el filtro 103, y la otra válvula podría estar dispuesta para abrir y bloquear la comunicación fluida entre 
el primer depósito de tampón 106 y el filtro 103. De manera similar, la segunda disposición de válvula no se limita a 20 
una válvula. La segunda disposición de válvula puede comprender una pluralidad de válvulas. Por ejemplo, en el 
caso de que la segunda disposición de válvulas comprenda dos válvulas, una válvula podría estar dispuesta para 
abrir y bloquear la comunicación fluida entre el filtro 103 y la salida 105, y la otra válvula podría estar dispuesta para 
abrir y bloquear la comunicación fluida entre el segundo depósito de tampón 107 y el filtro 103. 
 25 
Método de uso del aparato 
 
Además se describe en el presente documento un método de uso del aparato 100. Como anteriormente, las 
expresiones "aguas arriba" y "aguas abajo" se definen con respecto a la dirección del flujo de orina a través del 
aparato, es decir, el flujo desde la entrada hasta la salida es flujo en una dirección aguas abajo. 30 
 
La orina de una muestra de orina fluye a través de la entrada 101 a la salida 105 a través del filtro 103, con la 
primera disposición de válvula (por ejemplo, la primera válvula 102) y la segunda disposición de válvula (por ejemplo, 
la segunda válvula 104) configuradas en la primera configuración. Esto ocasiona que se capturen en el filtro 103 las 
células de la orina, mientras que la orina filtrada pasa hacia afuera de la salida 105 y, opcionalmente, al depósito de 35 
orina 108. El flujo de orina se proporciona, opcionalmente, mediante medios 110 para proporcionar un flujo de orina. 
 
Después, un gas inerte (por ejemplo, aire) fluye preferentemente a través de la entrada 101 a la salida 105 para 
eliminar cualquier volumen residual de orina en el aparato. Esto se puede lograr utilizando los medios 108 para 
proporcionar un flujo de orina, por ejemplo, haciendo fluir un gas inerte desde la entrada a la salida. Como 40 
alternativa, se puede proporcionar un medio separado para proporcionar un flujo de gas inerte. 
 
Después, preferentemente la salida 105 se bloquea o se sella para impedir que la orina pase de regreso a través de 
la salida en una dirección aguas arriba. 
 45 
Las primera y segunda válvulas 102, 104 se configuran después en la segunda configuración, formando de este 
modo un sistema cerrado entre el primer depósito de tampón 106, el filtro 103 (que contiene las células) y el 
segundo depósito de tampón 107. El tampón de lisis contenido en el primer depósito de tampón 106 pasa después al 
segundo depósito de tampón 107 a través del filtro 103, o viceversa. El tampón de lisis se hace pasar al menos una 
vez a través del filtro 103 para exponer las células al tampón de lisis, de modo que el al menos un biomarcador se 50 
libere de las células. Puede ser necesario hacer pasar el tampón de lisis a través del filtro 103 una pluralidad de 
veces, por ejemplo, al menos dos veces, al menos tres veces o al menos cuatro veces. Esto ayuda a saturar 
completamente el filtro con el tampón de lisis, para que el al menos un biomarcador se libere de forma más eficaz de 
las células capturadas. En el caso en que el tampón de lisis se pase una pluralidad de veces a través del filtro, 
preferentemente el tampón de lisis se hace pasar a través del filtro alternativamente aguas arriba y aguas abajo (es 55 
decir, en direcciones opuestas) para ayudar a saturar completamente el filtro con tampón de lisis. 
 
El filtro 103 se incuba después durante un período de tiempo de forma que el tampón de lisis ocasione que al menos 
un biomarcador se libere de las células. La incubación se lleva a cabo preferentemente durante un período de entre 
10 segundos y 5 horas, más preferentemente de entre 30 segundos y 1 hora, e incluso más preferentemente de 60 
aproximadamente 10 minutos. De manera adecuada, "incubar el filtro" comprende mantener el tampón de lisis en 
contacto con el filtro durante un período de tiempo. De manera adecuada, se incuba un filtro a una temperatura 
bastante constante (que varíe en menos de 5 °C). Opcionalmente, la temperatura está entre 15 °C y 30 °C, 
preferentemente a alrededor de la temperatura ambiente. El tampón de lisis que contiene al menos un biomarcador 
liberado de las células (el lisado) se vuelve a hacer pasar después, opcionalmente, de regreso hacia uno de los 65 
primero y segundo depósitos de tampón 106, 107. 
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En el caso del dispositivo para analizar una muestra de orina de un sujeto que comprende el aparato 100 y el 
dispositivo de ensayo, el tampón de lisis que contiene al menos un biomarcador se puede hacer pasar al dispositivo 
de ensayo. En el caso de que el dispositivo de ensayo esté en comunicación fluida con el aparato 100, esto se 
puede lograr configurando las primera y segunda válvulas 102, 104 en la tercera configuración y después haciendo 5 
pasar el lisado que contiene el al menos un biomarcador hacia el dispositivo de ensayo. En el caso de que el 
dispositivo de ensayo no esté en comunicación fluida con el aparato 100, el lisado se puede hacer pasar de forma 
externa desde el aparato 100 al dispositivo de ensayo. 
 
La invención se describe ahora a modo de ejemplos, que pretenden ser de carácter ilustrativo más que restrictivo. 10 
 
Ejemplos 
 
Todos los productos químicos se adquirieron en Sigma-Aldrich, a menos que se indique otra cosa. 
 15 
Ejemplo 1 
 
Materiales 
 
Se obtuvieron muestras de ensayo de orina de una única micción de pacientes que asistían a una consulta de 20 
hematuria en el Hospital Heatherwood (Heatherwood and Wexham Park Hospitals NHS Foundation Trust), habiendo 
obtenido la aprobación ética del Comité de ética de investigación local. Se llevó a cabo un análisis de orina utilizando 
tiras reactivas Multistix 10 SG (Siemens) en muestras frescas y la orina restante se dispensó en tubos Falcon de 
1 ml o de 15 ml, que se colocaron en hielo seco para su transporte al laboratorio. 
 25 
Mcm5 
 
Una realización de la invención es una prueba de ELISA simple para Mcm5, que reemplaza de manera útil la prueba 
especializada y compleja DELFIA® para Mcm5 (véase Stoeber et al 2002 (Journal of the National Cancer Institute, 
94, 1071-1079; 2002), así, lo que la prueba podría llevarse a cabo en un laboratorio de bioquímica clínica atípico. La 30 
prueba es un inmunoensayo ligado a enzimas de tipo sándwich de doble anticuerpo monoclonal directo. Ambos 
anticuerpos tienen alta afinidad y especificidad por el antígeno Mcm5. Cualquier Mcm5 en la muestra bajo prueba es 
capturado por un anticuerpo monoclonal específico unido a la superficie de la placa de microtitulación. A 
continuación, se añade el anticuerpo detector, que se une a un sitio distinto en el antígeno y que está unido a la 
enzima peroxidasa de rábano picante (HRP). La presencia y la cantidad de HRP retenida en los pocillos de la placa 35 
se evalúa midiendo la intensidad del color que se desarrolla después de la adición de tetrametilbencidina (TMB), que 
es un sustrato cromogénico de la HRP. La densidad óptica es proporcional a la concentración de Mcm5 en la 
muestra, dentro de los límites definidos. Analizando un intervalo de concentraciones de Mcm5, se puede generar 
una curva respuesta a la dosis a partir de la cual se puede determinar la concentración de antígeno de un 
desconocido (véanse las Figuras 2 y 3). 40 
 
En el ensayo se utilizan dos anticuerpos monoclonales (los mAb), 12A7 y 4B4. Los anticuerpos se obtuvieron de 
Cancer Research Technology Ltd (CRT) en virtud de un acuerdo de licencia no exclusivo con el solicitante. Para 
pruebas de ELISA, se utilizó el mAb 12A7 para el recubrimiento de la placa y el mAb 4B4 para la detección. 
Recogida y preparación de las muestras de ensayo: La prueba se puede realizar en orina humana. Las muestras 45 
deben recogerse en, por ejemplo, frascos de plástico de 150 ml con tapón de rosca, que deben estar limpios pero no 
necesariamente estériles. El frasco de recolección no debe contener ningún conservante e, idealmente, debe tener 
un volumen mayor que 100 ml. Las muestras pueden almacenarse hasta 4 horas a 2 - 8 °C antes de su uso. Para 
preparar las muestras de ensayo de orina para el ensayo, se transfieren 30 ml de la muestra a un tubo de centrífuga 
de plástico de 50 ml con tapón de rosca Después de la centrifugación durante 5 min a 1.500 g, el sobrenadante se 50 
decanta cuidadosamente y se trata como desecho de acuerdo con las directrices locales sobre Salud y seguridad. 
Los tubos se colocan invertidos sobre papel absorbente y se deja que drene el exceso de líquido. Se añaden 250 ml 
de tampón de lisis/muestra al sedimento; el sedimento se resuspende utilizando una pipeta ajustable con punta 
desechable. 
 55 
Reactivos: Los componentes de prueba se describen en la presente en forma de un kit (véase la Tabla 1). Cada kit 
contiene materiales suficientes para una sola microplaca de 96 pocillos, u 80 determinaciones en pocillos duplicados 
si se utiliza toda la placa. 
 

60 
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Tabla 1: 

Contenido del kit de MCM5 Cantidad 

Microplaca recubierta con anticuerpo anti-MCM5 que comprende doce tiras de 8 
pocillos recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratón anti MCM5 y un estabilizador 
empaquetadas en una bolsa de aluminio sellada con secante.

1 placa de 
microtitulación, 96 

pocillos
Solución de lavado, concentrada 20x. 
Tampón PBS que contiene Tween-20 al 0,05 % después de la dilución a 1 litro en agua 
desionizada. 

1 x 50 ml 

Anticuerpo anti MCM5 conjugado con HRP. 1 x 11 ml 

Anticuerpo monoclonal de ratón anti MCM5 conjugado con peroxidasa de rábano picante 
(HRP) a concentración de trabajo en una solución tamponada que contiene proteína y un 
agente antimicrobiano. 

 

Reactivo de sustrato TMB. 
Una solución incolora que desarrolla un color azul en presencia de HRP. 

1 x 11 ml 

Solución de parada. 
Ácido clorhídrico acuoso 1 M. Se recomienda equipo de protección personal para evitar la 
exposición directa. 

1 x 11 ml 

Tampón de lisis/ejecución. 
Una solución acuosa que contiene un agente tamponador y un detergente suave. 

1x 15 ml 

Conjunto de calibrador. 
Viales que contienen proteína MCM5 purificada liofilizada a concentraciones de 900, 300, 
100 y 33 pg/ml, para su reconstitución en 1 ml de tampón de lisis/ ejecución. 

4 viales 

Conjunto de controles. 
Viales que contienen proteínas/células liofilizadas. 

2 viales 

Material adhesivo. 
Para el sellado de los pocillos de la placa durante las incubaciones. 

1 lámina 

Instrucciones de uso. 
También disponible en www.urosens.com 

1 copia 

 
Además de los componentes enumerados en la Tabla 1, los siguientes materiales adicionales son útiles y pueden 
proporcionarse opcionalmente en un kit de la invención. Estos materiales deben considerarse como divulgados por 
separado y, por lo tanto, pueden añadirse de forma individual al kit de la invención. Un pipeta (o pipetas) capaces de 5 
suministrar volúmenes de 50 ml y 100 ml con una precisión mejor del 1,5 %; un dosificador (o dosificadores) para 
suministros repetitivos de volúmenes de 100 ml y 300 ml con una precisión mejor del 1,5 %; un lavador de 
microplacas o una botella exprimible (opcional); un lector de microplacas con capacidades de absorbancia de 
longitud de onda de 450 nm y 620 nm, papel absorbente para secar los pocillos de la microplaca y envolturas de 
plástico o cubiertas de microplacas para las etapas de incubación más un temporizador. 10 
 
Procedimiento de ensayo: Antes de proceder con el ensayo, todos los reactivos deben llevarse a temperatura 
ambiente (20 - 27 °C) durante 30 minutos. Los reactivos no utilizados se almacenan a 2-8 °C después del uso. Se 
retiran suficientes tiras de microplacas para cada muestra a analizar, incluyendo una serie de diluciones de 
calibradores y de muestras de control de calidad, a someter a ensayo por duplicado. Se pipetean 100 ml del 15 
calibrador o muestra apropiada en el pocillo asignado, lo que se incuba a temperatura ambiente (20-27 °C) durante 
treinta (30) minutos en un agitador rotativo de placas de microtitulación a 700 rpm. Los contenidos se descartan y los 
pocillos se lavan con seis cambios de 300 ml de tampón de lavado. A continuación, se añaden 100 ml del 
reactivo/conjugado de anticuerpo anti Mcm5 HRP a cada pocillo. Después de mezclar, los pocillos se incuban 
inmóviles durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-27 °C). A continuación, los contenidos de la microplaca se 20 
descartan por decantación o aspiración. Si se decantan, se golpear y seca la placa con papel absorbente y a 
continuación se lavan los pocillos como se describe anteriormente. A continuación, se añaden 100 ul de reactivo de 
sustrato a todos los pocillos y se incuba a temperatura ambiente (20-27 °C) durante treinta 30 minutos. La reacción 
se detiene mediante la adición de 100 ul de solución de parada a cada pocillo. Se lee a 450 nm la absorbancia en 
cada pocillo (utilizando una longitud de onda de referencia de 620-630 nm para minimizar las imperfecciones del 25 
pocillo) en un lector de microplacas. Los resultados deben leerse dentro de los 30 minutos posteriores a la adición de 
la solución de parada. 
 
Se proporcionan muestras de calibrador. Estas se preparan utilizando una dilución en serie en el momento del 
ensayo y se descartan después de su uso (véase la Figura 3). 30 
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Para interpretar los resultados, se utiliza una curva de respuesta a la dosis para determinar la concentración de 
Mcm5 en las muestras de ensayo desconocidas. Esto se puede construir manual o automáticamente utilizando un 
programa informático. Para el cálculo manual, se registra la absorbancia obtenida de la impresión del lector de 
microplacas. Se representa la absorbancia para cada dilución por duplicado frente a la concentración de Mcm5 
correspondiente en ng/ml en papel para gráfico lineal y después se dibuja la curva de mejor ajuste a través de los 5 
puntos representados. Para determinar la concentración de Mcm5 para un desconocido, se sitúa la absorbancia 
promedio de los duplicados para cada desconocido en el eje vertical del gráfico, se encuentra el punto de 
intersección en la curva y se lee la concentración (en ng/ml) en el eje horizontal del gráfico. 
 
La Tabla 2 ilustra los resultados de un experimento típico. 10 
 

Tabla 2. 
ID de la 
muestra

Valor (pg/ml) 
Número de 
pocillo

Abs (A) Abs media (B) 

CAL G 
(blanco) 

0 
A1 0,082 

0,083 
B1 0,084 

CAL F 25 
C1 0,164 

0,163 
D1 0,162 

CAL E 50 
E1 0,245 

0,242 
F1 0,239 

CAL D 100 
G1 0,395 

0,393 
HI 0,390 

CAL C 200 
A2 0,693 

0,681 
B2 0,669 

CAL B 400 
C2 1,281 

1,252 
D2 1,222 

CAL A 800 
E2 2,458 

2,342 
F2 2,226 

 
El procedimiento para Mcm5 tiene un límite de detección analítica de < 7 pg/ml. 
 15 
Ejemplo 2 - Estudio clínico de Mcm5 en 116 sujetos investigados en cuanto a cáncer de vejiga. 
 
Se obtuvieron muestras de ensayo de orina de 116 pacientes, la mayoría de los cuales se examinaron 
posteriormente por cistoscopia flexible y exploración por TAC o ecografía. Si se obtenían resultados anómalos, los 
pacientes derivaban para la realización de una biopsia. Cuando estuvieron disponible, los resultados de estas 20 
investigaciones se recopilaron y añadieron al conjunto de datos. Los niveles de Mcm5 se midieron en cada sujeto 
utilizando la técnica de ELISA descrita anteriormente (Ejemplo 1). Se confirmaron clínicamente ocho casos de 
cáncer de vejiga, de los cuales cinco se calificaron como positivos en el ensayo de Mcm5. 
 
Tabla: En la tabla, "+" indica que el resultado del ensayo de Mcm5 superó la media de los negativos conocidos + 3 25 

DT (DO media negativa 0,05, DT 0,0593). Por lo tanto, el punto de corte se estableció arbitrariamente en una DO de 
0,23. 

Número de ID del paciente Grado/Estadio Emplazamiento Resultado del ELISA 

6 G2 pTa, tumor papilar, vejiga + 

25 pTa, uréter - 

27 G2 pTa, tumor papilar, vejiga - 

57 G1 pTa, tumor de 5 mm, vejiga - 

86 
Carcinoma de células escamosas, 
vejiga

+ 

92 
Carcinoma de células escamosas, 
vejiga

+ 
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(continuación) 

Número de ID del paciente Grado/Estadio Emplazamiento Resultado del ELISA 

96 
G3 pT2, vejiga (hematuria 
macroscópica)

+ 

115 G3 pT2, vejiga + 

 
Además, hubo cuatro casos en los que se produjo un resultado de ELISA positivo en ausencia de un diagnóstico 
confirmado de malignidad: el Paciente 13 (se observaron lesiones papilares en la vejiga; el resultado de la biopsia no 
se registró. Próstata oclusiva); el Paciente 30 (ninguna otra patología registrada); el Paciente 65 (nefrectomía 5 
registrada); el Paciente 101 (próstata agrandada con calcificación). Se sabe que la presencia de cálculos puede 
provocar resultados positivos falsos debido al efecto abrasivo del material sobre la membrana basal de la epidermis, 
lo que conduce a la liberación de células MCM+, pero la tasa de tales casos es demasiado pequeña para afectar el 
presente ensayo. 
 10 
Estadísticas del ensayo 
 
Se calcularon las estadísticas convencionales del ensayo para los datos de ensayo de Mcm5. Aunque el verdadero 
criterio clínico no estaba disponible para todos los pacientes del estudio, el experto apreciará que este modesto 
panel ha arrojado resultados convincentes. En particular, el estudio ha proporcionado una estimación realista de 15 
especificidad del 96 % (104/108). 
 
Ejemplo 3 - comparación de diversos tampones 
 
Se lisaron en cada tampón cantidades conocidas de células de carcinoma urotelial T24, y los lisados se analizaron 20 
en ELISA para Mcm5. Los resultados demuestran una notable diferencia en la eficacia de lisis en este ensayo. El 
tampón que contiene SDS es típico de los descritos en la bibliografía, pero es significativamente menos eficaz que 
Cytobuster o 'Urosens LB' (desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma 150 mM pH 
7,6). Los resultados se presentan en la Figura 4. 
 25 
Ejemplo 4 
 
La lisis de las células en CytoBuster se comparó con las células en tampón TBS Tritón (TBST) y tampón RIPA, con 
un control de sedimentos celulares reconstituidos en DMEM (medio de cultivo celular). Los resultados se describen 
en la Figura 5. 30 
 
Se analizó la potencia de Mcm5 en las muestras lisadas después de la aplicación de tampón a las células. Algunas 
muestras se congelaron después de la exposición al tampón y antes del análisis. De manera ideal, sería útil un búfer 
universal que se utilizaría en ambas situaciones. 
 35 
Los resultados del control demostraron que, cuando se analizaron muestras frescas, las células permanecían 
intactas cuando no se añadía agente de lisis, pero después de congelar-descongelar (CD), las células estallan por 
destrucción mecánica de la membrana celular, liberando así Mcm5. Este experimento mostró que, cuando se utilizan 
lisados frescos, el tampón TBST es aproximadamente equivalente al CytoBuster. Sin embargo, después de haber 
congelado las muestras, los lisados de CytoBuster experimentan una pérdida drástica de potencia, mientras que el 40 
TBST no se ve tan fuertemente afectado. El tampón de lisados con RIPA, aunque menor cuando se obtienen de una 
muestra fresca, conservan toda la potencia posterior a la CD. 
 
Ejemplo 5 
 45 
Se añadieron componentes adicionales al TBT para tratar de mejorar la estabilidad de los lisados de TBST. Se 
analizó la potencia de Mcm5 en las muestras lisadas después de la aplicación de tampón a las células tanto frescas 
como congeladas. Los resultados de este experimento se presentan en la Figura 6. 
 
Estos datos (descritos en la Figura 6) demostraron que los componentes estabilizadores del tampón RIPA son el 50 
desoxicolato de sodio (SDC) y el dodecilsulfato de sodio (SDS), pero desafortunadamente la incorporación de estos 
elementos en el tampón TBST más simple provoca una pérdida dramática de la señal. Se realizó una prueba 
complementaria para eliminar elementos del tampón RIPA uno por uno, para observar si la eliminación de algún 
elemento podría mejorar la señal del RIPA al mismo nivel que el TBST, mientras se conserva la estabilidad. Los 
resultados se describen en la Figura 7. 55 
 
Ejemplo 6 
 
Se compararon diversos tampones que comprendían concentraciones de Tris y Tritón x-100 que diferían. Se analizó 
la potencia de Mcm5 en las muestras lisadas después de la aplicación de tampón a las células tanto frescas como 60 
congeladas. Los resultados se presentan en la Figura 8. 
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Los datos mostraron que el aumento de la concentración de Tris provocó una mejora de los niveles de Mcm5 del 
lisado celular, aunque el aumento de la concentración de Tritón X-100 no tuvo efecto. 
 
Para garantizar que se utilice la base óptima para el tampón de lisis antes de continuar, se analizaron varios 5 
compuestos en diversos intervalos de pH y tipos de tampón. Varios de estos tampones dieron buenos resultados, 
pero se demostró que el TBS tenía la señal más alta. Estos resultados se describen en la Figura 9. 
 
Ejemplo 7 
 10 
Se realizó una titulación adicional de Tris para observar si la señal aún aumentaría si se usara una concentración de 
tampón más alta, y para observar dónde se estabilizaba la mejora. Los resultados se presentan en la Figura 10. 
 
El nivel de Mcm5 comienza a estabilizarse a Tris 225 mM, solo siendo más alta con Tris 250 mM y después la señal 
es estable hasta 325 mM, después de lo cual observa una disminución. Para evitar posibles problemas con la 15 
fabricación y la variación, una concentración en una zona estable de la meseta sería la opción óptima, tal como 
300 mM. 
 
Ejemplo 8 
 20 
Se planteó la hipótesis de que la modificación de la concentración de Tris podía ser eficaz debido al aumento de la 
fuerza iónica. Dado que esto se puede lograr igualmente añadiendo NaCI, se analizaron composiciones que tenían 
distintas concentraciones de NaCl. Los resultados se presentan en la Figura 11. 
 
Los datos muestran que el aumento de la concentración de NaCI en los tampones TBST (TBS + Tween 20) con 25 
niveles más bajos de Tris mejora la señal, pero el mismo efecto no se observa en el tampón RIPA, 
independientemente de la concentración de Tris. El aumento de la concentración de Tris no parece tener ninguna 
mejora sustancial en la señal del tampón RIPA convencional (Tris 25 mM y NaCI 150 mM), incluso si el nivel de 
NaCI se reduce en compensación. El TBST con Tris 10 mM, NaCI 150 mM tiene la señal más alta obtenida en el 
conjunto de datos (aproximadamente el doble que la de CytoBuster), por lo que este tampón se optimizó en términos 30 
de concentración de NaCl y se evaluó por separado para los componentes estabilizadores. 
 
Ejemplo 9 
 
Los datos presentados en el Ejemplo 8 sugieren que los tampones que tienen alrededor de tris 10 mM son los más 35 
eficaces, por lo que se investigaron tampones que tenían tris 10 mM y distintas concentraciones de NaCl. Los 
resultados se presentan en la Figura 12. 
 
La titulación de NaCI muestra que el mejor candidato es el Tris 10 mM con NaCI 200 mM. Los datos también 
parecen mostrar que cuando la fuerza iónica alcanza cierto punto, la precisión está comprometida. La formulación 40 
elegida del tampón a partir de este punto fue Tris 10 mM, NaCI 200 mM y Tritón X-100 0,1 %, a lo que luego se 
añadieron compuestos estabilizadores para encontrar una formulación final adecuada. 
 
Ejemplo 10 
 45 
Se analizaron diversos estabilizadores para probar su eficacia en la estabilización de las muestras de Mcm5 cuando 
se combinaron con TBS-T. 
 
En términos de posibles candidatos, el SFB (suero bovino fetal) al 1 %, la BSA (seroalbúmina bovina) al 2,5 %, 
Pefabloc SC 0,25 mM, Pefabloc SC 0,1 mM, el cóctel de inhibidor de proteasas Sigma P8340 al 0,5 % y el cóctel de 50 
inhibidores de proteasas complete de Roche 0,25x tuvieron datos alentadores sin comprometer el fondo o la señal 
de las muestras positivas en comparación con el tampón sin aditivos de estabilidad. Estos resultados se presentan 
en las Figuras 13A y 13B. 
 
Estos compuestos se analizaron con diversas temperaturas de almacenamiento después de 6 días para observar 55 
cómo se comparaban con el TBST sin aditivos y el CytoBuster. Estos resultados se presentan en la Figura 14. 
 
Todos los estabilizadores fueron eficaces para estabilizar las composiciones. Los cócteles inhibidores de proteasas 
producidos comercialmente (Pefabloc, Sigma P3840 y complete de Roche) fueron estables, pero redujeron la señal 
de Mcm5. La BSA al 2,5 % funcionó mejor que el SFB al 1 % a -20 °C. El desempeño a 4 °C y fresco fue equivalente 60 
para SFB al 1 % y BSA al 2,5 %, y ambos parecen aumentar la comparación de la señal con el tampón TBST 
convencional. Como hubo una pérdida a -20 °C para la BSA, se realizó un experimento repetido utilizando líneas 
celulares adicionales para confirmar la mejora de la estabilidad. 
 
Ejemplo 11 65 
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Se comparó una composición de TBSTr + BSA al 2,5 % con TBSTr y CytoBuster. Los resultados se presentan en las 
Figuras 15A, 15B y 15C. 
 
Con todas las líneas celulares, el TBST + BSA al 2,5 % ha demostrado ser estable (concentración dentro del 10 % 
de lisado fresco) y tener la señal más alta después de 1 ciclo CD en comparación con CytoBuster y TBST. Hablando 5 
en términos generales, CytoBuster parece proporcionar resultados muy variables con lisados frescos, pero siempre 
hay una pronunciada pérdida de potencia cuando se realiza la congelación-descongelación. 
 
Ejemplo 12 
 10 
Como los tampones que contienen BSA tienden a ser propensos al crecimiento microbiano, se analizaron los dos 
agentes antimicrobianos ProClin950 y azida de sodio (NaN3) con la formulación TBST +BSA al 2,5 %. Los 
resultados se presentan en las Figuras 16 y 17. 
 
La azida de sodio al 0,09 % es el mejor candidato para el agente antimicrobiano ya que hay menos del 10 % de 15 
desviación del tampón de referencia. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Arquer Diagnostics Ltd 20 
 
<120> ENSAYO DE MCM5  
 
<130> N403138WO 
 25 
<140> pdc (pendiente de confirmación) 
<141> pdc 
 
<150> pdc 
<151> pdc 30 
 
<160> 2 
 
<170> Patent In versión 3.5 
 35 
<210> 1 
<211> 734 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<220> 
<223> Mcm5 (polipéptido) 
 
<400> 1 
 45 
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<210> 2 
<211> 2534 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Mcm5 (ARNm) 
 10 
<400> 2 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para el análisis de una muestra de orina de un sujeto que comprende 
 

a. exponer la muestra de orina a un tampón de lisis que es capaz de liberar una proteína Mcm a partir de las 5 
células de la muestra de orina, en donde el tampón de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o 
consiste en tritón X-100; y (ii) un componente tampón que comprende o consiste en tampón Tris o Trizma; y 
b. realizar un ensayo para detectar la presencia de la proteína Mcm en la muestra de orina. 

 
2. El método de la reivindicación 1, en donde 10 
 

a. el tampón de lisis no es PBS que contiene desoxicolato de sodio al 0,4 % y azida de sodio al 0,02 %; 
b. el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura mayor que 90 °C durante 
más de 45 minutos; 
c. el método no comprende la rotura de los ácidos nucleicos en la muestra de orina haciendo pasar la muestra de 15 
orina a través de una aguja de 0,813 mm de diámetro; 
d. el método no comprende la digestión de los ácidos nucleicos mediante la exposición de la muestra de orina a 
ADNasa I o ARNasa A; y/o 
e. el método no comprende la centrifugación de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos. 

 20 
3. El método de la reivindicación 1 o 2, en donde: 
 

(i) el método es un método para la liberación de una proteína Mcm a partir de las células de la muestra de orina y 
la detección de la presencia de la proteína Mcm liberada a partir de las células; y/o 
(ii) el método comprende una etapa de concentración de células en la muestra de orina antes de la etapa de 25 
exposición de la muestra de orina a un tampón de lisis, la exposición de las células concentradas a tampón de 
lisis o la resuspensión de las células sedimentadas de la muestra en un tampón de lisis. 

 
4. Un método para la preparación de células a partir de una muestra de orina, comprendiendo el método: 
 30 

hacer pasar la muestra de orina a través de un filtro para la captura de células, de manera que las células se 
capturen en el filtro; 
hacer pasar a través del filtro un tampón de lisis que es capaz de liberar una proteína Mcm a partir de las células 
de la muestra de orina, de manera que las células capturadas estén expuestas al tampón de lisis; 
incubar el filtro durante un período de tiempo, de manera que el tampón de lisis provoque que las células liberen 35 
la proteína Mcm, en donde el tampón de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o consiste en tritón 
X-100; y (ii) un componente tampón que comprende o consiste en tampón Tris o Trizma. 

 
5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde: 
 40 

(i) la proteína Mcm es una proteína Mcm5; 
(ii) el tampón de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las células de la muestra de orina y no desnaturaliza 
sustancialmente la proteína Mcm5; 
(iii) el tampón de lisis no desnaturaliza un anticuerpo; 
(iv) el detergente comprende tritón X-100 a una concentración de entre el 0,01 % y el 25 %, entre el 0,01 % y el 45 
10 %, entre el 0,05 % y el 5 %, entre el 0,05 % y el 1 %, entre 0,05 % y el 0,5 % o alrededor del 0,1 %; 
(v) el detergente comprende desoxicolato de sodio o dodecilsulfato de sodio; 
(vi) el detergente comprende desoxicolato de sodio o dodecilsulfato de sodio a una concentración de entre el 
0,1 % y el 20 %, entre el 0,5 % y el 10 %, entre 0,5 % y el 5 % o alrededor del 1 %; 
(vii) el tampón de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentración de entre el 0,01 % y el 0,15 %, 50 
entre el 0,03 % y el 0,10 %, entre el 0,05 % y el 0,09 %, o aproximadamente el 0,08 %; 
(viii) el componente tampón comprende o consiste en tampón Tris a una concentración mayor que 5 mM, entre 
5 mM y 350 mM, entre 200 mM y 300 mM, entre 10 mM y 25 mM, alrededor de 10 mM o alrededor de 250 mM; 
(ix) el componente tampón mantiene el pH del tampón de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5 y pH 8, entre pH 6 y 
pH 8, o a alrededor de pH 7,6; 55 
(x) el tampón de lisis comprende una sal seleccionada del grupo que consiste en cloruro de sodio, cloruro de 
potasio, cloruro de magnesio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, acetato de sodio, acetato 
de potasio, acetato de magnesio, fosfato de sodio, fosfato de potasio y fosfato de magnesio; 
(xi) el tampón de lisis comprende una sal que está a una concentración de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM 
y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, o alrededor de 200 mM; 60 
(xii) el tampón de lisis tiene una fuerza iónica de entre 1 mM y 500 mM, entre 50 mM y 450 mM, entre 100 mM y 
250 mM, o entre 100 mM y 175 mM; 
(xiii) el tampón de lisis comprende tampón RIPA; 
(xiv) el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura alta; 
(xv) el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura alta y la temperatura alta 65 
es una temperatura mayor que 50 °C, mayor que 60 °C, mayor que 70 °C, mayor que 80 °C, entre 50 °C y 
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120 °C, entre 60 °C y 110 °C, entre 70 °C y 100 °C, o entre 80 °C y 100 °C; 
(xvi) el método no comprende la incubación de la muestra de orina a una temperatura alta durante más de 30 
minutos, más de 35 minutos, más de 40 minutos, más de 45 minutos, entre 30 minutos y 2 horas, entre 35 
minutos y 2 horas, o entre 40 minutos y 2 horas; 
(xvii) el método no comprende la rotura de ácidos nucleicos en la muestra de orina mediante rotura mecánica; 5 
(xviii) el método no comprende la exposición de la muestra de orina a enzimas que digieren ácidos nucleicos; 
(xix) el método no comprende la centrifugación de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos; 
(xx) la proteína Mcm es Mcm5 y un valor anómalo para la concentración de Mcm5 indica una probabilidad 
aumentada de cáncer urológico en el sujeto; 
(xxi) el método es un método para la detección de la presencia de un cáncer urológico en un sujeto; 10 
(xxii) el método es un método para la detección de la presencia de un cáncer urológico en un sujeto y el cáncer 
urológico es cáncer de próstata y/o de vejiga; 
(xxiii) el ensayo para detectar la presencia de la proteína Mcm es un ensayo de ELISA; 
(xxiv) el ensayo para detectar la presencia de la proteína Mcm es un ensayo de ELISA de tipo sándwich; y/o 
(xxv) el ensayo para detectar la presencia de la proteína Mcm es un ensayo de ELISA de tipo sándwich que 15 
comprende la captura del al menos un biomarcador o de la proteína Mcm en la muestra utilizando un anticuerpo 
de captura y la detección de la concentración de la proteína Mcm utilizando un anticuerpo de detección, en 
donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de detección se unen específicamente a el al menos un 
biomarcador o la proteína Mcm, opcionalmente en donde el anticuerpo de captura está inmovilizado en una placa 
de ELISA y/o el anticuerpo de detección está conjugado con peroxidasa de rábano picante. 20 

 
6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el tampón de lisis comprende cloruro 
de sodio a una concentración de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 300 mM, o entre 100 mM y 200 mM. 
 
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde: 25 
 

el componente tampón comprende o consiste en Tris a una concentración mayor que 5 mM, entre 5 mM y 
350 mM, o entre 10 mM y 25 mM; 
el componente tampón mantiene el pH del tampón de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5 y pH 8, entre pH 6 y 
pH 8, o a alrededor de pH 7,6; 30 
el detergente comprende Tritón X-100 a una concentración de entre el 0,01 % y el 25 %, entre el 0,01 % y el 
10 %, entre el 0,05 % y el 5 %, o entre el 0,05 % y el 1 %; 
el detergente comprende desoxicolato de sodio o dodecilsulfato de sodio a una concentración de entre el 0,1 % y 
el 20 %, entre el 0,5 % y el 10 %, entre 0,5 % y el 5 % o alrededor del 1 %; y 
el tampón de lisis comprende cloruro de sodio a una concentración de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 35 
300 mM, o entre 100 mM y 200 mM. 

 
8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde: 
 

el componente tampón comprende o consiste en Tris a una concentración de entre 10 mM y 25 mM; 40 
el componente tampón mantiene el pH del tampón de lisis a alrededor de pH 7,6; 
el detergente comprende Tritón X-100 a una concentración de entre el 0,05 % y el 1 %; 
el detergente comprende desoxicolato de sodio a una concentración de alrededor del 1 %; y 
el tampón de lisis comprende cloruro de sodio a una concentración de entre 100 mM y 200 mM. 

 45 
9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra de orina: 
 

(i) comprende sedimento de orina; y/o 
(ii) comprende sedimento de orina obtenido de la orina del primer chorro recogida después de masaje prostático. 

 50 
10. El método de la reivindicación 4, en donde: 
 

(i) la etapa de hacer pasar un tampón de lisis a través del filtro comprende hacer pasar el tampón de lisis a través 
del filtro en una dirección aguas arriba, con respecto al flujo de orina a través del filtro, al menos una vez, y hacer 
pasar el tampón de lisis a través del filtro en una dirección aguas abajo al menos una vez, opcionalmente en 55 
donde el tampón de lisis se hace pasar alternativamente a través del filtro aguas arriba y aguas abajo; 
(ii) el volumen de la muestra de orina es de entre 1 y 100 ml, preferentemente de aproximadamente 50 ml; 
(iii) el volumen del tampón de lisis es de entre 250 ml y 1000 ml, preferentemente de aproximadamente 500 ml; 
(iv) la muestra de orina se hace pasar a través del filtro utilizando una jeringa; 
(v) el tampón de lisis se hace pasar a través del filtro utilizando una jeringa; 60 
(vi) el tampón de lisis se hace pasar entre dos jeringas a través del filtro, formando las dos jeringas y el filtro un 
sistema cerrado para la etapa de hacer pasar el tampón de lisis; 
(vii) el tiempo de incubación es de entre 30 segundos y 1 hora, preferentemente de aproximadamente 10 
minutos; y/o 
(viii) el al menos un biomarcador es Mcm5. 65 
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11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o 5-9, en donde la exposición de la muestra de orina a 
un tampón de lisis se lleva a cabo utilizando el método de la reivindicación 4 o 10. 
 
12. Uso de un tampón de lisis como se define en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la 
liberación de una proteína Mcm a partir de las células de una muestra de orina. 5 
 
13. El uso de la reivindicación 12, en donde la proteína Mcm es Mcm5. 
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