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DESCRIPCION
Métodos para el analisis de una muestra de orina
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para el analisis de muestras de orina y a métodos para la preparacion de células a
partir de una muestra de orina. La invencion también se refiere al uso de un tampén de lisis.

Antecedentes de la invencion

Los canceres uroldgicos (en ocasiones denominados ‘canceres del aparato urinario’) son un problema
epidemioldgico importante y en aumento continuo. Dos de los canceres urinarios de mayor importancia econémica
son el cancer de vejiga y el cancer de proéstata.

El cancer de prostata es el segundo cancer mas comun en hombres después del cancer de piel no melanoma, con
mas de 35.000 nuevos casos diagnosticados cada afio en el RU; el cancer de prostata provoca aproximadamente
10.200 muertes al afio. Cada afo 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 cancer diagnosticados en hombres en el RU son canceres de prostata y que el 60 % de los nuevos diagndsticos
son en hombres de mas de 70 afios. La forma mas comun de la enfermedad es el adenocarcinoma. La tasa de
supervivencia a 5 afios es de casi el 80 % en el RU. No se conoce una causa ambiental, pero las personas con
parientes cercanos con cancer de prostata o de mama tienen mas riesgo de desarrollar la enfermedad. Los hombres
de Africa Occidental y afrocaribefios tienen un mayor riesgo de cancer de prostata.

Los sintomas del cancer de prostata son similares a los provocados por la hiperplasia benigna de la prostata 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 asintomatica hasta que se forman metastasis dolorosas,
predominantemente en los huesos.

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, prostatectomia parcial o radical, orquiectomia, el tratamiento hormonal y
radioterapia, tal como la braquirradioterapia. La orquiectomia y el tratamiento hormonal reducen o eliminan la
produccién de testosterona, que es esencial para el crecimiento tumoral.

El diagnéstico definitivo de cancer de prostata precisa un enfoque multifacético. La prueba de diagnéstico de
referencia actual para el cancer de prostata es el examen histoldgico del material de biopsia. La decisién de tomar
una biopsia esta basada en el nivel sérico del APS relacionado con la edad y/o en tacto rectal (TR) anémalo. El TR,
en el cual se palpa la glandula por via transrectal para examinar la morfologia anémala, también es inespecifico. Los
tumores que son demasiado pequefos para alterar la morfologia de la glandula no se detectaran, y las afecciones
benignas también provocan una morfologia o agrandamiento anémalos. Este es un problema en la técnica.
Habitualmente, las muestras de prostata se toman con biopsia de préstata por puncion dirigida por ecografia
transrectal TRUS (forma siglada del inglés transrectal ultrasound, ecografia transrectal). Se toman varias muestras
con aguja gruesa, normalmente hasta 12, para maximizar el area de glandula de la que se toma una muestra. El
procedimiento lo lleva a cabo un urdlogo en el servicio de consultas externas, con anestesia local, con la ayuda de
personal de enfermeria o un auxiliar de clinica. 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 citélogos muy entrenados, ademas de ser susceptible de error humano.

Se puede apreciar que las biopsias son invasivas y costosas. Existe una necesidad en la técnica de una herramienta
mas rentable, fiable y/o no invasiva para el diagnéstico y/o vigilancia del cancer urinario, tal como el cancer de
prostata. Los procedimientos conocidos de diagnéstico alternativos y/o menos invasivos para el cancer de prostata
implican el analisis de marcadores bioldgicos especificos (‘biomarcadores’).

Un ejemplo de un biomarcador de acido nucleico del cancer de prostata es la prueba de PCA3 (gen de cancer de
prostata 3). Este ensayo urinario identifica el ARNm no codificante del gen PCA3, que se sobrexpresa en el cancer
de préstata (Hessels y Schalken, The use of PCAS3 in the diagnosis of prostate cancer. Nat Rev Urol, 6, 255-61;
2009). La prueba PCA3 (Gen-Probe, Inc) se basa en el analisis de una muestra de ensayo de la primera miccion
producida después de una forma definida de masaje prostatico, utilizado para expresar secreciones prostaticas, que
contienen células epiteliales de la uretra. Como diagnéstico del cancer de préstata 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 pag. 659-668), que es similar al de la prueba de PSA analizada a continuacion.
Sin embargo, la prueba PCA3 es costosa y no es apta para el uso como analisis de diagndstico inmediato, que son
los problemas con esta técnica de la técnica anterior.
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Un ejemplo de biomarcador proteico, que se usa con frecuencia para indicar la presencia de cancer de prostata, es
el PSA (antigeno prostatico especifico). A los pacientes sintomaticos que se presentan en atencién primaria
generalmente se les realiza una prueba de PSA sérica y un TR. Sin embargo, el PSA no es especifico para el cancer
de prostata. EIl PSA es una enzima intracelular especifica de tejido expresada constitutivamente. El PSA esta
presente a bajas concentraciones en el suero de hombres con una prostata sana. Un nivel elevado de PSA en suero
se produce debido a la filtracidon procedente de la prostata y es una indicacion del tamafio relativo de la glandula. El
PSA elevado puede producirse en afecciones benignas, tales como la hiperplasia prostatica benigna y la prostatitis,
y también en el cancer de préstata. A medida que los hombres se hacen mayores, el volumen de la glandula
aumenta, lo que da como resultado un aumento de los niveles de PSA, en ausencia de neoplasia maligna. En un
estudio reciente, se encontr6 que el 60-70 % de las pruebas de PSA ‘positivas’ (nivel sérico de PSA superior a
4 ng/ml) no estaban asociadas con cancer (Kilpeldinen 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. Ademas, la prueba de PSA no detecta un numero significativo de casos de cancer de proéstata,
particularmente en hombres mas jovenes. La precision de la prueba de PSA medida en el analisis ROC (curva de
eficacia diagndstica) 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 estan disponibles analisis de diagndstico inmediato
rapidos.

El cancer de vejiga es el cuarto cancer mas comun en los hombres y el noveno cancer mas comun en las mujeres, y
da como resultado una morbilidad y mortalidad significativas (Jemal et al. CA Cancer J Clin. 2007. 57:43-66.). La
mayoria de los pacientes con cancer de vejiga reciben el diagndstico después de presentar hematuria macroscopica
0 microscopica, o con otros sintomas de miccion irritativa, tal como la frecuencia y la disuria. En el diagnéstico inicial,
aproximadamente el 70 % de los pacientes tienen canceres de vejiga que estan restringido al epitelio o al tejido
conectivo subepitelial.

Estos canceres se pueden tratar con reseccién endoscépica y terapia intravesical. La tasa de recidiva de estos
tumores varia del 50 % al 70 %, y del 10 % al 15 % de los casos progresa a invasion muscular a lo largo de un
periodo de 5 afios (Shariat et al., 2008. Rev Urol. 10:120-135). La recidiva se puede ver de forma local y mas
raramente en las vias urinarias superiores, incluso después de varios afios, necesitando una vigilancia de por vida.
El 30 % restante de los pacientes tiene cancer musculo invasivo en el momento del diagndstico inicial. De esta
poblacidn, el 50 % tiene metastasis a distancia dentro de los 2 afios y el 60 % muere dentro de los 5 afios, a pesar
del tratamiento.

El diagnostico definitivo de cancer de vejiga requiere una combinacién de procedimientos. Actualmente no existen
métodos para identificar con precision y facilidad la presencia de cancer de vejiga temprano. El cribado de cancer de
vejiga en pacientes que se presentan en el consultorio de urologia con los sintomas apropiados se realiza
actualmente con analisis de orina, cistoscopia y un procedimiento de exploracion tal como ecografia abdominal,
urografia intravenosa, tomografia computarizada o resonancia magnética. La citologia de orina, en que se examinan
microscopicamente células de muestras de orina, se usa de forma ocasional. La cistoscopia, el pilar para la
deteccién del cancer de vejiga, es un procedimiento relativamente corto, minimamente traumatico, 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. Ademas, en ocasiones la cistoscopia puede no ser
concluyente debido a al aspecto anémalo macroscopico de la mucosa de la vejiga, especialmente en pacientes con
una sonda permanente o inflamacién activa, y es incapaz de detectar canceres dentro de los uréteres. Aunque se
considera se la considera el diagnéstico de referencia del cancer de vejiga debido a que permite la visualizacién
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 areas pequefias de "carcinoma in situ", que puedes ser dificiles de detectar. (van der Poel
y Debruyne. Curr Opin Urol. 2001; 11:503-509; Herr. BJU Int. 1999; 84:1102-1103.)

En la citologia urinaria para el cancer de vejiga, se pueden investigar células exfoliadas en cuanto a la presencia de
antigenos especificos de la superficie celular, la morfologia nuclear, expresion génica u otros marcadores bioldgicos.
La citologia urinaria tiene una alta sensibilidad y especificidad para la deteccién del cancer de vejiga de gran
malignidad, pero carece de sensibilidad para detectar tumores de baja malignidad (Wiener et al., Acta Cytol. 1993;
37:163-169). La precisidon de la citologia urinaria para predecir la recidiva del cancer de vejiga puede variar
ampliamente, en parte debido a que hay un elemento de subjetividad en la interpretacion de los resultados. Por lo
tanto, la citologia no es ideal para cribar y vigilar el cancer de vejiga.

Mcm5 es un biomarcador de cancer (documento W099021014). En un estudio no invasivo del cancer de vejiga se
demostré que los resultados de la deteccion inmunofluorométrica del componente 5 del complejo de mantenimiento
de minicromosomas (Mcmb) en la orina combinados con los resultados de la deteccién por ELISA de NMP22
urinaria (proteina de matriz nuclear 22) permitian 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).
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Un nivel aumentado de proteinas Mcm, tal como Mcm5, en el sedimento urinario esta asociado con cambios
malignos en la prostata. Por lo tanto, los niveles aumentados de estas proteinas Mcm podrian utilizarse para
detectar el cancer de préstata. Usando el DELFIA® (forma siglada de dissociation-enhanced lanthanide fluorometric
immunoassay inmunoensayo fluorométrico de intensificacion disociativa de la fluorescencia por lantanido) y
anticuerpos monoclonales anti Mcm5 en un doble ensayo de anticuerpos, Dudderidge et al. (BJC, 103, 701 - 707;
2010) investigaron el uso de Mcm5 como un biomarcador urinario para la deteccion del cancer de prostata y
concluyeron que ‘parece ser un método simple, preciso y no invasivo para la identificacion de pacientes con cancer
de prostata’. En comparacion con la prueba de PSA, que tiene una especificidad del 30 %, la especificidad de Mcm5
se estim6 como de entre el 73 % y 93 %. Es importante destacar que, la hiperplasia prostatica benigna no genero
resultados positivos falsos, lo cual es una desventaja de la prueba de PSA. La evaluacion de Mcmb y otras proteinas
Mcm actualmente precisa un laboratorio especializado con instrumentacion sofisticada y operarios altamente
cualificados, por lo tanto, el ensayo no es adecuado para el laboratorio de anatomia patolégica o en aplicaciones en
analisis de diagndstico inmediato.

Esto se ve agravado por los métodos complicados que se utilizan para preparar muestras para el analisis mediante
la deteccion de biomarcadores. Dado que las proteinas Mcm estan presentes en las células, las proteinas Mcm
deben liberarse de las células de una muestra, tal como una muestra de orina. Un método para la preparacion 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) centrifugaciéon 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)
resuspension de los sedimentos celulares en 250 ml o 500 ml de tampdn de procesamiento (PBS, dodecilsulfato de
sodio al 0,4 % y azida de sodio al 0,02 %), (4) incubaciéon 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 diametro, (6)
digestion de los acidos nucleicos con ADNasa | y ARNasa A durante 2 h a 37 °C, y (7) centrifugaciéon a 15000 g
durante 10 min. Este método también se observa en otros documentos, tal como Stoeber et al 2002 (Journal of the
National Cancer Institute, 94, 1071-1079; 2002). Este método de preparacion de muestras de orina implica multiples
etapas utilizando multiples 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 preparacion de muestras de orina que sea
considerablemente menos oneroso. Dicho método seria mas adecuado para en el laboratorio de anatomia
patolégica o en aplicaciones en andlisis de diagndstico inmediato.

Los actuales ensayos para la deteccion de proteinas Mcm, particularmente de Mcm5, precisan el uso de la
tecnologia 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 anatomia patoldgica o en aplicaciones en analisis de
diagnostico inmediato, y existe la necesidad de un ensayo que sea adecuado para tales aplicaciones.

Sumario de la invencion

En el presente documento se describen métodos, composiciones y kits Utiles para la deteccion temprana del cancer
urolégico, tal como el cancer de prostata, sin la necesidad de intervenciones quirdrgicas invasivas. Los métodos y
composiciones son adecuados para su uso en el laboratorio clinico y/o para aplicaciones en analisis de diagnéstico
inmediato.

Los presentes inventores han demostrado que los complicados métodos de preparaciéon de muestras de orina
descritos en la técnica anterior no son necesarios para la liberacion de biomarcadores, tales como Mcmb5, de las
células de las muestras, tales como muestras de orina. En su lugar, todo lo que se precisa es exponer la muestra a
un tampon de lisis que sea capaz de liberar el biomarcador de las células de la muestra. Esto es mucho mas simple
que los métodos de la técnica anterior. De acuerdo con la presente invencion, en algunas realizaciones las células
de una muestra (tal como una muestra de orina) pueden prepararse y lisarse mediante la adicion de un Unico
tampon de lisado. De manera similar, los inventores han disefiado un aparato que puede utilizarse para realizar
facilmente esta exposicién al tampon de lisis.

Los presentes inventores también han demostrado que un ensayo de proteina Mcm que no utiliza
inmunofluorescencia puede detectar con precisidon si un sujeto tiene un cancer urolégico. Esto es beneficioso con
respecto a las técnicas de la técnica anterior, que utilizan marcadores de Europio y deteccion DELFIA. Dichos
métodos son caros y complicados y, por lo tanto, inadecuados para su uso en el laboratorio de anatomia patoldgica
0 en aplicaciones en analisis de diagndstico inmediato.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método para el analisis de una muestra de orina de un sujeto que
comprende

a. exponer la muestra de orina a un tampon de lisis que es capaz de liberar una proteina Mcm a partir de las
células de la muestra de orina, en donde el tampdn de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o
consiste en triton X-100; y (ii) un componente tampdn que comprende o consiste en tampén Tris o Trizma; y

b. realizar un ensayo para detectar la presencia de la proteina Mcm en la muestra de orina.

La invenciéon también proporciona un método para la preparacion 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 tampdn de lisis que es capaz de liberar una proteina Mcm a partir de las células
de la muestra de orina,

de manera que las células capturadas estén expuestas al tampén de lisis;

incubar el filtro durante un periodo de tiempo, de manera que el tampdn de lisis provoque que las células liberen
la proteina Mcm,

en donde el tampdn de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o consiste en tritdbn X-100; y (ii) un
componente tampon que comprende o consiste en tampon Tris o Trizma.

La invencion proporciona adicionalmente el uso de un tampén de lisis como se define anteriormente para la
liberacién de una proteina Mcm a partir de las células de una muestra de orina.

Ademas, en el presente documento se describe un método para el analisis de una muestra de orina de un sujeto que
comprende

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

En el presente documento se describe un método para el analisis de una muestra de orina de un sujeto, que
comprende una etapa de exposicion de la muestra de orina a un tampon de lisis, en donde:

a. el tampon 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 incubacién 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 acidos nucleicos haciendo pasar la muestra de orina a través de una
aguja de 0,813 mm de diametro;

d. el método no comprende la digestidon de acidos nucleicos mediante la exposicion de la muestra de orina a
ADNasa | o ARNasa A; y/o

e. el método no comprende la centrifugacion de la muestra a 15.000 g durante diez minutos;

y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realizacibn de un ensayo para determinar la
concentracion de al menos un biomarcador en la muestra de orina.

En el presente documento se describe un método para el andlisis 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
etapas:

a. concentracién de las células en la muestra de orina; y
b. exposicion de las células concentradas a tampoén de lisis;

y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realizacion de un ensayo para determinar la
concentracion de al menos un biomarcador en la muestra de orina.

En el presente documento se describe un método para el andlisis 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
etapas:

a. centrifugacion de la muestra para proporcionar un sedimento de muestra; y
b. resuspension de las células sedimentadas de la muestra en un tampodn de lisis;

y donde el método comprende adicionalmente una etapa de realizacion de un ensayo para determinar la
concentracion de al menos un biomarcador en la muestra de orina.

En el presente documento se describe un kit que comprende un tampén 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 deteccion, en
donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de deteccién se unen a Mcm5.

En el presente documento se describe un aparato para la preparacion de células de una muestra de orina,
comprendiendo el aparato:

una entrada;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 806 498 T3

una primera disposicion de valvula colocada aguas abajo de la entrada y en comunicacion fluida con la entrada;
un filtro para la captura de células de la orina, estando el filtro dispuesto aguas abajo de la primera disposicion de
valvula y en comunicacion fluida con la primera disposicion de valvula;

una segunda disposicion de valvula colocada aguas abajo del filtro y en comunicacion fluida con el filtro;

una salida dispuesta aguas abajo de la segunda disposicién de valvula y en comunicacién fluida con la segunda
disposicién de valvula;

un primer deposito de tampoén para contener un tampon de lisis, estando el primer depodsito de tampon en
comunicacion fluida con la primera disposicion de valvula;

un segundo depodsito de tampdn para contener un tampén de lisis, estando el segundo depdsito de tampdn en
comunicacion fluida con la segunda disposicion de valvula;

en donde la primera y segunda disposiciones de valvula pueden configurarse de manera que:

en una primera configuracion de la primera y la segunda disposiciones de valvulas, la comunicacién fluida
entre el primer depdsito de tampén y el filtro esta bloqueada, la comunicacién fluida entre el segundo depdsito
de tampon vy el filtro esta bloqueada, y la comunicacion fluida entre la entrada, el filtro y la salida esta abierta,
de manera que la orina pueda fluir desde la entrada a la salida a través del filtro; y

en una segunda configuracion de la primera y la segunda disposiciones de valvulas, la comunicacion fluida
entre el primer depdsito de tampodn vy el filtro esta abierta, la comunicacion fluida entre el segundo depésito de
tampon vy el filiro esta abierta, y el flujo a través de la entrada y la salida esta bloqueado, de manera que el
tampon de lisis pueda fluir entre el primer depdsito de tampén y el segundo depésito de tampdn a través del
filtro.

En el presente documento se describe un método para la preparacion de células a partir de una muestra de orina,
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 un tampén de lisis a través del filtro, de manera que las células capturadas estén expuestas al
tampon de lisis;

incubar el filtro durante un periodo de tiempo, de manera que el tampodn de lisis provoque que las células liberen
al menos un biomarcador.

En el presente documento se describe un método para la deteccion de la presencia de un biomarcador indicativo de
un cancer uroldgico en un sujeto, comprendiendo el método:

a. realizar un ensayo en una muestra de un sujeto para determinar la concentracién de una proteina Mcm;
b. comparar la concentracion de la proteina Mcm determinada en la etapa a. con valores de referencia;

en donde el ensayo no es un ensayo inmunofluorométrico.

En el presente documento se describe un kit adecuado para realizar los métodos de la invencién.

En el presente documento se describe un kit para su uso en el diagnéstico de un cancer uroldgico que comprende
un anticuerpo de captura y un anticuerpo de deteccién, en donde (a) el anticuerpo de captura y el anticuerpo de
deteccién se unen especificamente a Mcm5, (b) el anticuerpo de captura esta unido a un soporte solido, y (c) el

anticuerpo de deteccion esta conjugado con peroxidasa de rabano picante.

En el presente documento se describe un dispositivo para el andlisis de una muestra de orina de un sujeto,
comprendiendo el dispositivo:

un aparato descrito en el presente documento; y

un dispositivo de ensayo capaz de determinar la concentracién de al menos un biomarcador en la muestra de
orina.

En el presente documento se describe un uso del tampon de lisis como se describe en el presente documento para
la liberacién de al menos un biomarcador de las células en una muestra de orina.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un listado de secuencias.

La Figura 2 muestra un grafico que describe la absorbancia a 450 nm de distintas concentraciones de Mcmb5.

La Figura 3 muestra un diagrama que describe como diluir la solucion de calibracién madre.

La Figura 4 muestra un grafico que compara la cantidad de Mcmb5 liberada de células de carcinoma urotelial
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después de la exposicion 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 grafico que compara el CytoBuster, el tampén RIPA y el tampdon TBS-T antes de la
modificacion.

La Figura 6 muestra un grafico que compara tampones basados en tampén TBST y que comprenden elementos
del tampdn RIPA, antes y después de la congelacion y descongelacion del lisado.

La Figura 7 muestra un grafico que compara tampones basados en tampén RIPA pero en los que se han
eliminados algunos elementos del tampoén RIPA, antes y después de la congelacion y descongelacion del lisado.
La Figura 8 muestra un grafico que compara tampones que tienen distintas concentraciones de Tris y de Triton
X-100, utilizando lisados frescos.

La Figura 9 muestra un grafico que compara distintas formulaciones de base de tampén (TBS, PBS, bicarbonato,
MOPS y HEPES), utilizando lisados frescos.

La Figura 10 muestra un grafico que compara tampones que tienen distintas concentraciones de Tris (100 mM -
350 mM), utilizando lisados frescos.

La Figura 11 muestra un grafico que compara los tampones basados en los tampones TBS-T y RIPA pero que
tienen una fuerza idénica modificada, utilizando lisados congelados y descongelados.

La Figura 12 muestra un grafico que compara tampones TBS-T que tienen una fuerza de NaCl modificada,
utilizando lisados congelados y descongelados.

Las Figuras 13A y 13B muestran graficos que comparan tampones TBS-T que comprenden adicionalmente
diversos agentes estabilizadores. La Figura 14 muestra un grafico que compara tampones TBST que
comprenden distintas concentraciones de agentes estabilizadores, después de 6 dias de almacenamiento.

Las figuras 15A, 15B y 15C muestran graficos que evaltan la eficacia del tampén TBST +/- BSA al 2,5 % en
diversas lineas celulares. La Figura 16 muestra un grafico que compara tampones TBST + BSA al 2,5 % con o
sin ProClin950.

La Figura 17 muestra un grafico 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 preparacion de células a partir de una muestra de orina.

Descripcion detallada
Definiciones

Debe entenderse que el término 'comprende' (comprenden, que comprende/n) tiene su significado normal en la
técnica, es decir, que se incluye la caracteristica o grupo de caracteristicas indicadas, pero que el término no excluye
que ninguna otra caracteristica establecida o grupo de caracteristicas determinado esté también presente.

Debe entenderse también que el término "consiste en" tiene su significado normal en la técnica, es decir, que se
incluye la caracteristica o grupo de caracteristicas indicadas, con exclusion de otras caracteristicas. Por ejemplo, un
tampon de lisis que consiste en un detergente contiene detergente y no otros componentes. Por otro lado, un
tampon de lisis que comprende un detergente que consiste en polisorbato 80 puede comprender componentes
distintos de detergentes, pero el Unico detergente en el tampdn de lisis es polisorbato 80.

Para cada realizacién en la que se utiliza "comprende” o "que comprende", los inventores anticipan una realizacion
adicional en la que se usa "consiste en" o "que consiste en". Por lo tanto, toda divulgacién de "comprende" debe
considerarse como una divulgacion de "consiste en".

Métodos de preparacion de muestras de orina

La presente invencion se refiere a métodos para el andlisis de muestras de orina que comprenden exponer la
muestra de orina a un tampon de lisis. Estos métodos son considerablemente mas simples y mas rentables que los
métodos de la técnica anterior.

Se puede considerar que la expresion 'exponer la muestra de orina a un tampén de lisis' se refiere a la manipulacién
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 tampdn de lisis. De manera adecuada, la muestra de orina se centrifuga para
proporcionar un sedimento de muestra, el sobrenadante se descarta y el sedimento de muestra se resuspende en el
tampon de lisis. Como alternativa, por ejemplo, los componentes tampdén concentrados se afiaden a una muestra de
orina liquida para formar una solucidon que comprende la muestra de orina expuesta al tampodn de lisis.

La muestra de orina puede prepararse utilizando un procedimiento que consiste en las siguientes etapas:

a. concentracién de las células en la muestra de orina; y
b. exposicién de las células concentradas a tampon de lisis.

De manera adecuada, la etapa a. de concentracion de las células en la muestra de orina se realiza filtrando la
muestra de orina para capturar las células. De manera adecuada, las etapas a. de concentracion de las células en el
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tampodn de lisis y b. de exposicién de las células concentradas al tampoén 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 invencién.

En una realizacién preferente adicional, el método comprende una etapa de concentracién de células en la muestra
de orina antes de la etapa de exposicion de la muestra de orina a un tampédn de lisis, la exposicién de las células
concentradas a tampon de lisis o la resuspension de las células sedimentadas de la muestra en tampodn de lisis.

La muestra de orina que comprende células puede prepararse utilizando un procedimiento que consiste en las
siguientes etapas: a. centrifugacion de la muestra para proporcionar un sedimento de muestra; y b. resuspension de
las células sedimentadas de la muestra en un tampon 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.

De manera adecuada, el sedimento se resuspende utilizando una pipeta ajustable con una punta desechable.

En una realizacion, el método no comprende la incubacion de la muestra de orina a una temperatura mayor que
90 °C durante alrededor de 45 minutos. Opcionalmente, el método no comprende la incubacién de la muestra de
orina a una temperatura alta. En una realizacion, 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 incubacion de la muestra de
orina a una temperatura alta durante mas de 30 minutos, mas de 35 minutos, mas de 40 minutos, mas de 45
minutos, entre 30 minutos y 2 horas, entre 35 minutos y 2 horas, o entre 40 minutos y 2 horas.

En una realizacion adicional, el método no comprende la rotura de los acidos nucleicos haciendo pasar la muestra
de orina a través de una aguja de 0,813 mm de diametro. En otra realizacién, el método no comprende la exposicién
de la muestra de orina a rotura mecanica.

En un método adicional, el método no comprende la digestion de acidos nucleicos mediante la exposiciéon de la
muestra de orina a ADNasa | o ARNasa A.

Opcionalmente, el método no comprende la incubacién de la muestra de orina a una temperatura mayor que 90 °C
durante mas de 45 minutos, la rotura de los acidos nucleicos en la muestra de orina haciendo pasar la muestra de
orina a través de una aguja de 0,813 mm de diametro, la digestién de acidos nucleicos mediante la exposicion de la
muestra de orina a ADNasa | o ARNasa A, la centrifugaciéon de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos, en donde
el tampdn 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 digestion de los acidos nucleicos mediante la exposicion de la muestra de orina a
ADNasa | o ARNasa A' significa que la muestra no debe exponerse a una concentracién de ADNasa | o ARNasa A
que sea eficaz para provocar una digestion significativa de los acidos nucleicos en la muestra. Preferentemente, la
muestra no se expone a ADNasa | a mas de 20 U/ml o a ARNasa A a mas de 1 mg/ml. De manera adecuada, la
muestra no se expone a ADNasa | a mas de 1 U/ml, mas de 5 U/ml, mas de 10 U/ml, mas de 15 U/ml, entre 1 U/mly
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
muestra no se expone a ARNasa A a mas de 0,1 mg/ml, mas de 0,2/mg/ml, mas de 0,5 mg/ml, mas 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 realizacién adicional, el método no comprende la centrifugacion de la muestra a 15.000 g durante diez
minutos. En una realizacion adicional, el método no comprende la centrifugacion de la muestra. En una realizacion
adicional, el método no comprende la centrifugacion de la muestra a mas de 10.000 g, mas de 12.000 g, mas de
14.000 g o mas de 14.500 g. En una realizacion adicional, el método no comprende la centrifugacion de la muestra
durante mas de 2 minutos, mas de 5 minutos, mas de 7 minutos o mas de 8 minutos.

El método puede ser un método para la liberacion de al menos un biomarcador, tal como Mcmb5, a partir de las
células de la muestra de orina y la determinacion de la concentracion del al menos un biomarcador liberado de las
células.

Los métodos para el analisis de una muestra de orina de la invenciéon pueden ser parte de un método mas amplio
para ayudar al diagnéstico de un cancer urolégico en un sujeto.

Tampones de lisis de la invenciéon
Los tampones de lisis son, generalmente, tampones que se utilizan con el fin de lisar células. Ademas de liberar uno

0 mas biomarcadores de las células, el tampoén de lisis debe ser compatible con el método utilizado para el analisis
posterior. Por ejemplo, cuando el método de analisis es ELISA tipo sandwich de doble anticuerpo, el tampdn de lisis
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no debe degradar el anticuerpo de captura unido a la superficie de la placa de microtitulaciéon. Los tampones de lisis
en general, pero no exclusivamente, comprenden uno o mas detergentes (también conocidos como tensioactivos),
una o mas sales y un agente tamponador. Las concentraciones de estos componentes afectan la eficacia del tampon
de lisis.

El tampon de lisis es capaz de liberar un biomarcador, tal como Mcmb5, de las células de la muestra. Se considerara
que un tampon de lisis es "capaz de liberar un biomarcador, tal como Mcmb5, de las células de la muestra" si la
cantidad del biomarcador (tal como Mcmb5) liberada es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad
liberada cuando se utiliza un tampdn que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM,
Trizma 150 mM pH 7,6. En una realizacion, se considerara que un tampoén de lisis es "capaz de liberar un
biomarcador, tal como Mcm5, de las células de la muestra"” si la cantidad del biomarcador, tal como Mcmb5, liberada
es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad liberada cuando se utiliza un tampoén que contiene Tris
10 mM (pH 7,6), NaCl 200 mM, BSA al 2,5 %, Triton X100 al 0,1 % y azida de sodio al 0,09 %. La cantidad del
biomarcador, tal como Mcm5, que se libera utilizando un tampoén de lisis se puede determinar analizando la cantidad
presente después de la exposicion al tampon de lisis y comparandola con una muestra de referencia
(preferentemente una muestra que sea sustancialmente la misma o idéntica a la primera muestra) que se ha
expuesto a un tampoén que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma 150
mM pH 7,6. En una realizacién, la cantidad de un biomarcador, tal como Mcmb5, que se libera utilizando un tampén
de lisis se puede determinar analizando la cantidad presente después de la exposicion al tampdn de lisis y
comparandola con una muestra de referencia (preferentemente una muestra que sea sustancialmente la misma o
idéntica a la primera muestra) que se ha expuesto a un tampoén que contiene desoxicolato Tris 10 mM (pH 7,6), NaCl
200 mM, BSA al 2,5 %, Tritén X100 al 0,1 % y azida de sodio al 0,09 %. La cantidad de un biomarcador, tal como
Mcmb5, que se libera puede medirse utilizando un ensayo de ELISA de tipo sandwich tal como el ensayo descrito en
el Ejemplo 1. Los anticuerpos utilizados en el ensayo tipo sandwich deben ser anticuerpos que se unan al
biomarcador, tal como Mcm5, por ejemplo, un primer anticuerpo monoclonal o un segundo anticuerpo monoclonal
descrito en el presente documento. Preferentemente, se utilizan los anticuerpos 12A7 y 4B4.

En una realizaciéon alin mas preferente de la invencion, el tampoén de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las
células de la muestra de orina y no degrada sustancialmente la proteina Mcm5. Se puede considerar que un tampén
no degrada sustancialmente la proteina Mcmb5 si la cantidad de Mcmb intacta presente después de la exposicién de
la muestra al tampodn de lisis es mayor al 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad de Mcmb5 intacta después
de la exposiciéon a un tampoén que contiene desoxicolato de sodio al 0,08 %, CHAPS al 0,08 %, EDTA 2 mM, Trizma
150 mM pH 7,6. La proteina Mcm5 puede considerarse intacta, si los sitios de unién 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) estan presentes. Esta dentro de las capacidades del experto en la
materia determinar cuanta 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 sandwich, tal como
el descrito en el Ejemplo 1. Los anticuerpos utilizados en el ensayo tipo sandwich deben ser anticuerpos que se
unan a Mcmb5, por ejemplo, un primer anticuerpo monoclonal o un segundo anticuerpo monoclonal de la invencion.
Preferentemente, se utilizan los anticuerpos 12A7 y 4B4.

Se puede considerar que un tampén de lisis no desnaturaliza un anticuerpo si la actividad del anticuerpo después de
la exposicion al tampoén de lisis es del 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la actividad del anticuerpo antes de la
exposicion al tampdn de lisis. La actividad del anticuerpo se puede analizar utilizando un ensayo de ELISA como el
descrito en el Ejemplo 1.

En una realizacién, el tampdn de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las células de una muestra fresca. La
expresion "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 dias, menos de 5 dias, menos de 2 dias o menos de 1 dia antes de
su uso en los métodos de la invencion. En una realizacion, las células se exponen al tampén de lisis y después se
congelan antes del tratamiento adicional. Por ejemplo, la muestra de orina se puede concentrar por centrifugacion
seguido del descarte del sobrenadante y a continuacion se puede afadir el tampdn de lisis a las células
concentradas. Preferentemente, la muestra congelada se descongela antes de una etapa de realizacion de un
ensayo para determinar la concentracion del al menos un biomarcador en la muestra de orina. Preferentemente, la
muestra se congela durante al menos 1 hora, al menos 1 dia, al menos 5 dias o al menos 10 dias antes de una
etapa de realizaciéon de un ensayo para determinar la concentracion del al menos un biomarcador en la muestra de
orina. Preferentemente, la muestra se congela durante entre 1 hora y 1 afio, entre 1 hora 'y 6 meses, entre 1 diay 3
meses o alrededor de una semana antes de una etapa de realizaciéon de un ensayo para determinar la concentracion
del al menos un biomarcador en la muestra de orina.

El tampén de lisis descrito en el presente documento puede ser el reactivo de extraccion de proteinas Cytobuster™.

En una realizacion, el tampén de lisis no es PBS que contiene desoxicolato de sodio al 0,4 % y azida de sodio al
0,02 %.
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El tampdn de lisis utilizado en la presente invencion comprende un detergente (también denominado tensioactivo). El
tampodn de lisis utilizado en la presente invencién comprende un detergente que comprende o consiste en Triton X-
100. En general, los detergentes son compuestos que se sabe que rompen las paredes celulares. Los detergentes
son anfifilicos que tienen regiones hidrofobas e hidréfilas. Los detergentes adecuados son bien conocidos por el
experto en la materia.

De manera adecuada, el detergente es un detergente anionico, un detergente catidnico, un detergente no idénico o un
detergente zwitteriénico. 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
Tween-20), y un detergente Tritdn (tal como polietilenglicol p-(1,1,3, 3,-tetrametilbutil)-fenil éter o Tritdn 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
tampon de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentracion 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 tampodn de
lisis comprende CHAPS a una concentracion 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 triton X-100 a una concentracién 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 % vy el
0,125 % o alrededor del 0,1 %. De manera adecuada, el detergente consiste en triton X-100. Preferentemente, el
detergente consiste en tritén X-100 a una concentracién 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 concentraciéon 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,
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 concentracion de entre el 0,1 % y el 20 %, entre el
0,5 % yel10 %, entre el 0,5 % y el 5 %, entre 0,75 % y el 1,25 % o alrededor del 1 %.

En una realizaciéon adicional, el tampén de lisis comprende un agente quelante. En una realizacién adicional, el
tampon de lisis no comprende un agente quelante. Los agentes quelantes son ligandos multidentados que pueden
coordinar iones metdlicos. De manera adecuada, el agente quelante es EDTA (acido etilendiaminotetraacético).
Opcionalmente, el tampdn de lisis comprende EDTA a una concentracién de entre 0,5 mM y 10 mM, entre 1 mMy 5
mM, entre 1,5 mM y 3 mM, o aproximadamente 2 mM.

El tampdn de lisis utilizado en la presente invencion comprende un componente tampon que comprende o consiste
en tampén Tris o Trizma. Se puede considerar que un componente tampon es cualquier componente que mantiene
el pH del tampén de lisis a un pH que varia 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 tampon puede ser un tampoén seleccionado del grupo que consiste en TAPS (acido 3-
{[tris(hidroximetil)metilJamino} propanosulfénico), Bicina (N,N-bis(2-hidroxietil)glicina), Tris
(tris(hidroximetil)metilamina), Tricina (N-tris(hidroximetil(metilglicina), TAPSO (3-[acido N-Tris(acido
hidroximetil)metilamino]-2-hidroxipropanosulfénico, HEPES (acido 4-2-hidroxietil-1-piperazinetanosulfénico) y MOPS
(acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico. De manera adecuada, el componente tampdén comprende tampoén Tris,
solucion salina tamponada con fosfato (PBS), MOPS, bicarbonato o HEPES. De manera adecuada, el componente
tampon comprende Tris, tampdn PBS, MOPS o de bicarbonato. De manera adecuada, el componente tampdn
comprende Tris, tampon PBS o de bicarbonato. EI componente tampdn puede ser tampén Tris o Trizma. En la
presente invencion el componente tampdn comprende o consiste en tampoén Tris o Trizma. Trizma puede referirse a
cristales de Trizma® preajustados a pH 7,6' (Sigma-Aldrich N.° de Cat. T7943). En una realizacion adicional, el
componente tampon mantiene el pH del tampoén a un pH entre pH4 y pH 9, entre pH5y pH 8, entre pH6 y pH 8, 0 a
alrededor de pH 7,6. Opcionalmente, el componente tampon es el tampdn Tris o Trizma, y el componente tampdn
mantiene el pH del tampdn 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 tampén comprende o consiste en tampén Tris o Trizma, y el componente tampdn
mantiene el pH del tampén de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5y pH 8, entre pH 6 y pH 8, o0 a alrededor de pH 7,6.

Preferentemente, el componente tampdn comprende tampon tris, por ejemplo, a una concentracién 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 tampoén consiste en tampon ftris,
por ejemplo, a una concentracién 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
adecuada, el componente tampén comprende solucidon salina tamponada con fosfato, por ejemplo, a una
concentracion de entre 5 mM y 250 mM, entre 50 mM y 250 mM, o alrededor de 100 mM.

En una realizacion, el tampodn de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentracion de entre el 0,01 % vy el

0,15 %, CHAPS a una concentracion de entre el 0,01 % y el 0,15 %, EDTA a una concentracion de entre 0,5 mM y
10 mM, y tampén Tris o Trizma, en donde el tampdn Tris o Trizma mantiene el pH del tampdn de lisis entre pH 4 y
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pH 9. En una realizacién adicional, el tampon de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentracion de entre
el 0,05 % y el 0,09 %, CHAPS a una concentracion de entre el 0,05 % y el 0,09 %, EDTA a una concentraciéon de
entre 1,5 mM y 3 mM, y tampén Tris o Trizma, en donde el tampdn Tris o Trizma mantiene el pH del tampdn de lisis
entre pH 6 y pH 8. En una realizacion adicional, el tampdn de lisis comprende desoxicolato de sodio a una
concentracion de aproximadamente el 0,08 %, CHAPS a una concentracién de aproximadamente el 0,08 %, EDTA a
una concentracion de aproximadamente 2 mM, y tampoén Tris o Trizma, en donde el tampdn Tris o Trizma mantiene
el pH del tampon de lisis en alrededor de un pH 7,6.

En una realizacién, el tampdn 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 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 esta a una concentracion 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
esta a una concentracion 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 concentracién 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
concentracion entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, o alrededor de 200 mM.

En una realizacién, el tampén de lisis tiene una fuerza iénica 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 tampon pueden
contribuir a esta fuerza ioénica. Por ejemplo, el tampoén de lisis puede comprender un componente tampén (tal como
Tris) y un componente de sal adicional (tal como cloruro de sodio), y ambos componentes pueden contribuir a la
fuerza idnica del tampon de lisis.

En una realizacion, el tampon de lisis comprende un estabilizador. Un "estabilizador" es un componente que reduce
la degradacion de las proteinas. Por ejemplo, un estabilizador reduce la degradacién de Mcmb. Se puede analizar si
un componente tampon estabiliza Mcm5 utilizando un ensayo de ELISA de tipo sandwich, tal como el ensayo
descrito en el Ejemplo 1. Por ejemplo, una muestra puede exponerse a un tampoén de lisis que comprenda el posible
estabilizador y una muestra de control puede exponerse a un tampoén de lisis que carezca del posible estabilizador.
El nivel de Mcm5 que se puede detectar después de la exposicion se mide utilizando ELISA de tipo sandwich. Si el
nivel de Mcm5 en la muestra que tiene el tampdn que comprende el posible estabilizador es mayor que el nivel de
Mcm5 en la muestra que tiene el tampdon que no comprende el posible estabilizador, entonces el posible
estabilizador es un estabilizador. Un estabilizador puede impedir la degradacion de Mcm5, de modo que el 1 %, 2 %,
5 %, 10 %, 20% o 25% mas de Mcmb esté presente después del almacenamiento en un tampdn que comprenda un
estabilizador durante 1 dia, 3 dias, 5 dias, 1 semana o 2 semanas (en comparacion con un tampon que no
comprende el estabilizador).

El estabilizador puede ser un estabilizador seleccionado del grupo que consiste en seroalbumina 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 céctel 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
Roche. Preferentemente, el estabilizador es BSA, por ejemplo, a una concentracion 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 concentracion 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 %.

El tampédn de lisis puede comprender un agente antimicrobiano. Un componente es un "agente antimicrobiano" si
reduce la replicacion 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.
Preferentemente, el agente antimicrobiano comprende azida de sodio, por ejemplo, a una concentracién 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 concentracion 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 %.

El tampdn 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 %;
(iv) Triton X-100 entre el 0,001 % y el 10 %; y
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(v) azida de sodio entre el 0,001 % y el 1 %.
El tampdn de lisis puede consistir en:

(i) Tris entre 1 mM 'y 500 mM;

(i) cloruro de sodio entre 5 mM y 500 mM;
(iii) BSA entre el 0,1 % y el 20 %;

(iv) Triton X-100 entre el 0,001 % y el 10 %; y
(v) azida de sodio entre el 0,001 % y el 1 %.

Como alternativa, el tampon de lisis puede comprender:

(i) Tris entre 1 mMy 150 mM;

(i) cloruro de sodio entre 50 mM y 400 mM;
(i) BSA entre el 0,5 % y el 10 %;

(iv) Triton 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 tampén de lisis puede consistir en:

(i) Tris entre 1 mMy 150 mM;

(i) cloruro de sodio entre 50 mM y 400 mM;
(iii) BSA entre el 0,5 % y el 10 %;

(iv) Triton 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 tampon de lisis puede comprender:

(i) Tris entre 1 mMy 100 mM;

(i) cloruro de sodio entre 100 mM y 300 mM;
(i) BSAentreel 1 % y el 5 %;

(iv) Triton X-100 entre €l 0,01 % y el 1 %; y
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,1 %.

Como alternativa, el tampoén de lisis puede consistir en:

(i) Tris entre 1 mMy 100 mM;

(i) cloruro de sodio entre 100 mM y 300 mM;
(i) BSAentreel 1 % y el 5 %;

(iv) Triton X-100 entre €l 0,01 % y el 1 %; y
(v) azida de sodio entre el 0,01 % y el 0,1 %.

El tampdn de lisis puede comprender:

(i) Tris a alrededor de 10 mM;

(i) cloruro de sodio a alrededor de 200 mM;
(iii) BSA a alrededor del 2,5 %;

(iv) Triton X-100 a alrededor del 0,1 %; y
(v) azida de sodio a alrededor del 0,09 %.

El tampdn de lisis puede consistir en:

(i) Tris a alrededor de 10 mM;

(i) cloruro de sodio a alrededor de 200 mM;
(iii) BSA a alrededor del 2,5 %;

(iv) Triton X-100 a alrededor del 0,1 %; y
(v) azida de sodio a alrededor del 0,09 %.

El tampdn de lisis puede ser tampdn RIPA.

En una realizacién, el tampdn de lisis de la invencion 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 proteina Mcm, preferentemente Mcm5.

Kits

En el presente documento se describe un kit que comprende un tampén de lisis, un anticuerpo de captura y un

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 806 498 T3

anticuerpo de deteccion, en donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de deteccién se unen a Mcmb5. El kit se
puede utilizar como parte de un ensayo (por ejemplo, un ensayo de ELISA) para determinar la concentracion de
Mcm5 en una muestra. El tampon de lisis puede liberar Mcm5 de las células de la muestra. El anticuerpo de captura
y el anticuerpo de deteccién pueden utilizarse para cuantificar la concentraciéon de Mcm5 en la muestra.

Anticuerpo de captura y anticuerpo de deteccion

Un "anticuerpo de captura" es un anticuerpo unido a la superficie de un soporte sélido, por ejemplo, una placa de
ELISA, también conocida como placa de microtitulacion. El "anticuerpo de captura" es capaz de unirse a Mcmb5,
uniendo asi a la Mcm5 al soporte solido. En una realizacion, se inmoviliza un "anticuerpo de captura”" en una placa
de ELISA.

Un "anticuerpo de deteccion" es un anticuerpo que se une a una diana, tal como Mcmb5, y que puede utilizarse para
detectar la concentracion de la diana. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse directa o indirectamente mediante
un marcador detectable. Alternativamente, el "anticuerpo de deteccion" puede marcarse poniendo en contacto el
anticuerpo de deteccién con un tercer anticuerpo especifico para la region Fc del "anticuerpo de deteccion”, en cuyo
caso el tercer anticuerpo debe llevar un marcador. Los ejemplos de etiquetas adecuadas incluyen enzimas (tales
como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina o glucosa oxidasa), isotipos radiactivos (tales como
Europio2+), indicadores de ADN, indicadores fluorogénicos o etiquetas electroquimioluminiscentes. En una
realizacién preferente, el "anticuerpo de deteccién" esta marcado mediante conjugacion con peroxidasa de rabano
picante.

Anticuerpos

El término "anticuerpo" puede referirse a formas de origen natural o a anticuerpos recombinantes, tales como los
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 proteina
diana, tal como una proteina Mcm como Mcmb5. 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
no son anticuerpos humanizados.

En general, los anticuerpos estan formados por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena pesada
estd compuesta por una regioén constante de la cadena pesada (CH) y una regién variable de la cadena pesada
(VH). De forma similar, cada cadena ligera estd compuesta por una region constante de la cadena ligera (CL) y una
region 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 union especifica a la proteina diana.

Adicionalmente, un anticuerpo descrito en el presente documento se unira a un epitopo (fragmento) de Mcm5. Por lo
tanto, la expresion "anticuerpo que se une a Mcm5" se refiere a un anticuerpo que se une a un unico epitopo de
Mcmb5. Opcionalmente, un anticuerpo que se une a Mcmb5 es un anticuerpo que "se une especificamente” a Mcm5.
La expresion "se une especificamente” se refiere a un anticuerpo que se une a una diana, tal como Mcm5, con una
afinidad de unién que es al menos 2 veces, 10 veces, 50 veces o 100 veces superior que su afinidad de unién por
una molécula no diana.

Un anticuerpo de deteccion puede conjugarse con un marcador (por ejemplo, Europio?* o peroxidasa de rabano
picante). El marcador puede unirse directamente o puede unirse a través de un enlazador (tal como acido adipico
dihidrazida o ADH).

El marcador se puede unir por conjugacion quimica. Se conocen en la técnica métodos de conjugaciéon de
marcadores con anticuerpos. Por ejemplo, carbodiimida conjugada (Bauminger y Wilchek (1980) Methods Enzymol.
70, 151-159) se pueden usar para conjugar marcadores a anticuerpos. Ademas, se pueden usar otros métodos para
conjugar un marcador con un anticuerpo. Por ejemplo, se puede usar la oxidacién con peryodato de sodio seguida
de alquilacion reductora o de amidacion de reduccidon de reactivos apropiados, al igual que la reticulacion con
glutaraldehido. Sin embargo, se reconoce que, independientemente de qué método de produccién de un conjugado
de la invencion se seleccione, debe hacerse una determinacién de que el anticuerpo conjugado mantiene su
capacidad de direccionamiento y de que el marcador conjugado mantiene su funcion.

El anticuerpo de detecciéon puede marcarse por conjugacion 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.

Esta dentro de las competencias del experto en la materia desarrollar un anticuerpo que se una a Mcmb5. Esto se
puede realizar inmunizando a un mamifero, tal como un ratdn, conejo o cobaya, con Mcm5. Puede ser beneficioso
incluir un adyuvante, tal como el adyuvante completo de Freund. Las células del bazo del mamifero inmunizado se
retiran y se fusionan con células de mieloma para formar lineas de hibridoma que son inmortales dadas las
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 evalian en cuanto a su capacidad de unién a la proteina Mcm5.
Componentes adicionales del kit

El kit puede comprender un calibrador. El "calibrador" es una preparacion de una o mas concentraciones conocidas
de Mcmb.

El kit puede comprender un reactivo de sustrato. Se puede utilizar un reactivo de sustrato para detectar el anticuerpo
de deteccion. Por ejemplo, cuando el "anticuerpo de deteccién" esta conjugado con peroxidasa de rabano picante, el
reactivo de sustrato puede comprender TMB (3, 3', 5,5'-tetrametilbencidina), DAB (3,3'-diaminobencidina) o ABTS
(acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico). El reactivo de sustrato puede comprender TMB. El reactivo de
sustrato puede ser peréxido y TMB. El kit puede comprender ademas una solucidon de lavado y/o una solucion de
parada. El kit puede ser adecuado para realizar un ELISA de tipo sandwich.

Métodos para la deteccion de la presencia de un cancer urolégico en un sujeto

La presente divulgacion también proporciona métodos para la deteccion de la presencia de un cancer urolégico en
un sujeto. Dichos métodos son, preferentemente, métodos in vitro. Dichos métodos incluyen una etapa de
"realizaciéon de un ensayo para determinar la concentracion" de al menos un biomarcador.

Realizacién de un ensayo para determinar la concentracion de un biomarcador (tal como una proteina Mcm)

En una realizacion de la invencion, la expresion "detectar la presencia de un biomarcador" puede considerarse como
sustituible por la expresién "realizar un ensayo para determinar la concentracién" de un biomarcador. En tales
realizaciones, la presencia de un biomarcador puede considerarse detectada, cuando su concentracion es mas alta
que un valor de corte definido.

Los marcadores bioldgicos, o biomarcadores, son moléculas que se encuentran en la sangre u otros liquidos o
tejidos corporales que ayudan a indicar un estado, proceso, suceso biolégico, afeccion o enfermedad. Los expertos
en la materia tendran claro que los biomarcadores podrian consistir en, pero sin limitacién, ADN, ARN, anomalias
cromosoémicas, proteinas y sus derivados, o metabolitos. En términos generales, un biomarcador puede
considerarse como un indicador distintivo, biolégico u obtenido biolégicamente, de un proceso, suceso o afeccion.
En otras palabras, un biomarcador es indicativo de determinado estado biolégico, tal como la presencia de tejido
canceroso. En algunos casos, distintas formas de biomarcadores pueden ser indicativas de determinadas
patologias. Alternativamente, la mera presencia de niveles elevados (o reducidos) del biomarcador (o
biomarcadores) en los liquidos corporales tales como la sangre y/o la orina son indicativos de cancer urolégico. Los
biomarcadores pueden ser proteinas o péptidos especificos cuya presencia, sobreexpresion o subexpresiéon en
liquidos bioldgicos tales como la orina (incluido el sedimento urinario), sangre, saliva o semen, puede reflejar la
existencia, progresion, respuesta al tratamiento o gravedad de un cancer urolégico, tal como el cancer de proéstata.

Por lo tanto, el término "biomarcador" incluye todas las formas biolégicamente importantes de la proteina o acido
nucleico identificado, incluyendo polipéptidos modificados postraduccionalmente. Por ejemplo, cuando el
biomarcador es un polipéptido, la proteina marcadora puede estar presente en la muestra en una forma glucosilada,
fosforilada, multimérica o precursora.

No existe un requisito particular de que se califique la concentracién de, por ejemplo, el polipéptido de longitud
completa (o acido nucleico). De hecho, es posible que la deteccion pueda tener lugar sometiendo a ensayo
fragmentos particulares de un polipéptido de interés presentes, que se toman asi para indicar la presencia del
polipéptido biomarcador global en la muestra. Esto es especialmente cierto si las muestras se analizan, por ejemplo,
mediante espectrometria de masas. Por lo tanto, la invencién abarca la deteccion de fragmentos de los
biomarcadores polipeptidicos (o de acido nucleico). Ademas, 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 identificacion
exclusiva mediante métodos de espectrometria de masas o inmunoldgicos.

Por lo tanto, para polipéptidos, un fragmento es, de manera adecuada, de al menos 6 aminoacidos de longitud, de
manera adecuada, de al menos 7 aminoacidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 8 aminoacidos de
longitud, de manera adecuada, de al menos 9 aminoacidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 10
aminoacidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 15 aminoacidos, de manera adecuada, de al menos 25
aminoacidos, de manera adecuada, de al menos 50 aminoacidos, de manera adecuada, de al menos 100
aminodacidos, o de manera adecuada, la mayoria del polipéptido biomarcador de interés. De manera adecuada, un
fragmento comprende un pequefio fragmento del polipéptido biomarcador de interés, mientras que lo
suficientemente largo como para conservar una secuencia o0 masa de aminoacidos identificable.

Las mismas consideraciones se aplican a las secuencias de nucleétidos de acido nucleico. Para secuencias de
acido nucleico, un fragmento es, de manera adecuada, de al menos 15 nucledtidos de longitud, de manera
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adecuada, de al menos 30 nucledtidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 50 nucleétidos de longitud, de
manera adecuada, de al menos 80 nucleétidos de longitud, de manera adecuada, de al menos 100 nucleétidos de
longitud, de manera adecuada, de al menos 200 nucleétidos de longitud o, de manera adecuada, la mayoria de la
secuencia de interés.

Homologial/identidad de secuencia

Aunque la homologia de secuencia también puede considerarse en términos de similitud funcional (es decir, restos
de aminoacido que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto del presente documento, se
prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia. Las comparaciones de secuencias se pueden
realizar a simple vista o, mas habitualmente, con la ayuda de programas de comparacién de secuencias facilmente
disponibles. Estos programas informaticos disponibles publica y comercialmente pueden calcular el porcentaje de
homologia (tal como el porcentaje de identidad) entre dos 0 mas secuencias.

El porcentaje de identidad se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la
otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el correspondiente aminoacido 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 nuamero relativamente corto de restos (por ejemplo, menos de 50 aminoacidos
contiguos). Para comparar sobre secuencias mas largas, la puntuacion de huecos se utiliza para producir un
alineamiento 6ptimo para reflejar con precision los niveles de identidad en secuencias relacionadas que tienen una
insercion (o inserciones) o una eliminacion (o eliminaciones) una con respecto a la otra. Un programa informatico
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 informaticos que
pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero sin limitacion, el paquete BLAST, FASTA (Altschul et
al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410) y el paquete de herramientas de comparacion GENEWORKS.

En el contexto del presente documento, se considera que una secuencia de aminoacidos homdloga incluye una
secuencia de aminoacidos 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 tomara como
indicativo de la presencia de ese biomarcador; de manera mas adecuada, se tomara que un polipéptido que es el
95 % o de forma mas adecuada el 98 % idéntico al nivel de aminoacidos indica la presencia de ese biomarcador. De
manera adecuada, dicha comparacion se realiza sobre al menos la longitud del polipéptido o fragmento que se esta
sometiendo a ensayo para determinar la presencia o ausencia del biomarcador de interés. De forma muy adecuada,
la comparacion se realiza a lo largo de la longitud completa del polipéptido de interés.

Los biomarcadores especificos pueden detectarse y/o cuantificarse por interaccion con un ligando o ligandos,
sistemas de analisis basados en geles bidimensionales o unidimensionales, cromatografia liquida, cromatografia
liguida combinada y cualquier técnica de espectrometria de masas, incluido MSMS, ICAT(R) o iTRAQ(R), ensayos
de aglutinacion, cromatografia de capa fina, espectroscopia de RMN, inmunoensayos de tipo sandwich, ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzima (los ELISA), radioinmunoensayos (RAIl), inmunoensayos enzimaticos (IEE),
pruebas en tiras de flujo lateral/inmunocromatograficas, transferencia de Western, inmunoprecipitacion,
inmunoensayos basados en particulas que incluyen el uso de particulas de oro, plata o latex y particulas
magnéticas, o puntos cuanticos, o cualquier otra técnica adecuada conocida en la técnica.

La concentracion de un biomarcador tal como Mcmb puede detectarse y/o cuantificarse mediante la interaccion con
un ligando o ligandos, sistemas de analisis basados en geles bidimensionales o unidimensionales, cromatografia
liquida, cromatografia liquida combinada y cualquier técnica de espectrometria de masas, incluido MSMS, ICAT(R) o
iTRAQ(R), ensayos de aglutinacion, cromatografia de capa fina, espectroscopia de RMN, inmunoensayos de tipo
sandwich, ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (los ELISA), radioinmunoensayos (RAIl), inmunoensayos
enzimaticos (IEE), pruebas en tiras de flujo lateral/inmunocromatograficas, transferencia de Western,
inmunoprecipitacion, inmunoensayos basados en particulas que incluyen el uso de particulas de oro, plata o latex y
particulas magnéticas, o puntos cuanticos, o cualquier otra técnica adecuada conocida en la técnica.

En determinados aspectos o realizaciones de la invencion, el ensayo para determinar la concentracion de un
biomarcador no es un ensayo inmunofluorométrico. En tales realizaciones, el ensayo es preferentemente un ensayo
de ELISA. En una realizacion adicional, el ensayo de ELISA es un ensayo de ELISA de tipo sandwich. Un ensayo de
ELISA de tipo sandwich comprende las etapas de captura del biomarcador a analizar (tal como una proteina Mcm)
utilizando un "anticuerpo de captura" ya unido a la placa y de deteccion de cuanto antigeno se ha capturado
utilizando un "anticuerpo de deteccién”. El anticuerpo de deteccion se ha preconjugado a un marcador tal como la
enzima HRP (peroxidasa de rabano picante). Después, la placa de ELISA con el anticuerpo de deteccién marcado
se lava para eliminar cualquier exceso de anticuerpo de deteccion no unido. Después, la placa lavada se expone a
un agente cuyas propiedades son cambiadas por la etiqueta de manera medible. La concentracién del anticuerpo de
deteccién puede entonces determinarse. Por ejemplo, si el anticuerpo de deteccion esta conjugado con (marcado
con) peroxidasa de rabano picante, la placa de ELISA puede exponerse al sustrato TMB. La concentracion del
anticuerpo de deteccién y, por lo tanto, la concentracion de Mcm5 en la muestra original, puede determinarse
entonces cuantificando el cambio de color correspondiente a la conversion del TMB en un producto coloreado.
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La presente invencion comprende las etapas de realizacion de un ensayo para determinar la concentracion de al
menos un biomarcador en la muestra de orina. En una realizacion preferente, el al menos un biomarcador
comprende una proteina Mcm, opcionalmente Mcm5. En una realizacién adicional, un valor anémalo para la
concentracion de Mcmb5 indica una probabilidad aumentada de un cancer urolégico en el sujeto.

Canceres urolégicos

La divulgacién también proporciona métodos para la deteccién de un cancer urolégico. Dichos métodos ofrecen una
ventaja significativa ya que detectaran cualquier tumor que esté en contacto intimo con el flujo o la orina en el
aparato urinario (es decir, riflones, uréteres, vejiga y uretra) del paciente que se analiza.

El cancer uroldgico incluye todos los tipos de carcinoma de células de transicion que pueden surgir en el aparato
urinario. Un ejemplo de carcinoma de células de transicion es el cancer de vejiga. Sin embargo, las células de
transicion estan presentes en todo el aparato urinario, incluido el revestimiento de la pelvis renal, los uréteres que
conducen la orina desde los rifiones hasta la vejiga y la uretra, asi como la pared de la vejiga misma. El carcinoma
de células de transicion puede surgir en cualquiera de estos lugares. Cabe sefialar que existe una variedad de
distintos subtipos de cancer de vejiga, es decir, hay otros tipos de cancer de vejiga ademas del carcinoma de células
de transicion, aunque este (carcinoma de células de transicion) es el tipo mas comun de cancer de vejiga.

Una ventaja de los métodos de la invencion es que también se pueden detectar otros canceres primarios tales como
el cancer de pene, por ejemplo, si afectan al tracto uretral a medida que pasa a través del pene.

Ademas, determinados tumores urolégicos pueden detectarse aunque no estén en contacto directo con el flujo de
orina. Un ejemplo es un tumor de préstata que normalmente no esta en contacto con el flujo de orina, pero del que
se desprenden y exudan células hacia la uretra.

Los métodos de la invencién también ofrecen la ventaja de ser capaces de detectar canceres metastasicos, por
ejemplo, metastasis de un cancer primario distinto cuya metéstasis se ha establecido en el aparato urinario. Los
métodos de la invencion son capaces de detectar cualquier cancer que crezca en el aparato urinario (por ejemplo, un
cancer de colon que puede haber invadido localmente) o cualquier cancer que haya invadido a través de una
metastasis (por ejemplo, un cancer primario distante, que ha dado lugar a uno o mas tumores metastasicos dentro
del aparato urinario del sujeto).

Los métodos de la invencion también se pueden aplicar ventajosamente a la deteccion del cadncer de préstata.
En una realizacién, la invencién se aplica ventajosamente a la deteccion del cancer de vejiga.

En una realizacién, la invencioén se aplica a la deteccidn del cancer de prostata y de vejiga.

Proteinas de mantenimiento de minicromosomas (las Mcm)

Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM; forma siglada de minichromosome maintenance) se han
utilizado anteriormente como biomarcadores de diagndstico para el cancer de cuello de uterino. El biomarcador de
acuerdo con la presente invencion es una proteina Mcm. De forma muy adecuada, la proteina Mcm es Mcmb.

Los niveles elevados de una proteina de la familia del complejo de mantenimiento de minicromosomas (MCM), tal
como la proteina nuclear Mcm5, se pueden utilizar para detectar células del cancer de vejiga en sedimentos de orina
asi como cancer de préstata. La evaluacion de Mcm5 a menudo se lleva a cabo en un laboratorio especializado con
instrumentacion sofisticada y operarios altamente cualificados (Stoeber et al. JNCI. 2002: 94: 1071-1079) y este
estilo de analisis puede ser costoso o poco practico de llevar a cabo en las en el laboratorio de anatomia patoldgica
o en aplicaciones en analisis de diagnéstico inmediato. Sin embargo, es una ventaja que los inventores de la
presente solicitud hayan logrado desarrollar un formato de ELISA tipo sandwich de doble de anticuerpo modificado
utilizando una pareja de anticuerpos monoclonales especificos que son adecuados para el laboratorio de anatomia
patolégica o en aplicaciones en analisis de diagnéstico inmediato, para medir con precisién los niveles de Mcm5 en
sedimentos urinarios. Sin embargo, este tipo de ensayo preferente no limita el analisis de Mcm5 a este modo de
acuerdo con la invencion, Mcm5 puede someterse a ensayo de acuerdo con cualquier método adecuado conocido
en la técnica.

Las proteinas MCM 2 - 7 comprenden parte de los complejos de prerreplicacion que se forman en la cromatina y que
son prerrequisitos esenciales o factores permisivos, para la posterior replicacion del ADN. Los complejos de
proteinas MCM actian como helicasas replicativas y, por lo tanto, son componentes centrales de la maquinaria de
replicacién del ADN. Las MCM estén reguladas al alza en la transicion de la fase GO a G1/S del ciclo celular y
participan activamente en la regulacion del ciclo celular. Las proteinas MCM forman una estructura anular alrededor
de la cromatina.
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El gen de Mcm5 humana mapea en 22913.1 y la proteina Mcm5 madura consiste en 734 aminoacidos (SEQ ID NO:
1; Figura 1: UNIPROT P33992: factor permisivo de replicacion 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.

La presente invencion proporciona de manera util nuevos métodos de ensayo para Mcmb5, que son adecuados para
el uso general en el laboratorio clinico y en aplicaciones en analisis de diagndstico inmediato.

Mcm5 se registra como una concentracion en orina. Cuando la concentracién supera un punto de corte, hay una
mayor probabilidad de cancer urolégico. 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 mas un multiplo de la
desviacion tipica de los valores en la poblacion sana, por lo general, un mdultiplo de dos o tres veces.
Alternativamente, el punto de corte puede establecerse como el valor generado por una concentracidon conocida de
células en division que expresan Mcmb5, ejemplificado por Stoeber et al (2002), quienes adoptaron como punto de
corte el numero de recuentos en DELFIA generados a partir de muestras que contenian 1500 células en replicacién
por pocillo de una placa.

Por lo tanto, una presencia de Mcm5 superior que la media mas dos desviaciones tipicas de la concentracion en la
orina de pacientes sanos, o la presencia de Mcm5 en recuentos mayores que el nimero de recuentos en DELFIA
generados a partir de muestras que contienen 1500 células en replicacion por pocillo de una placa, indica una
probabilidad aumentada de cancer urolégico.

En una realizacién, un valor andmalo para la presencia de la proteina Mcm indica una probabilidad aumentada de un
cancer urolégico en un sujeto. Un método descrito en el presente documento puede comprender una etapa para
diagnosticar que un paciente tiene un cancer urolégico, cuando la concentracion de la proteina Mcm determinada
mediante la realizacion de un ensayo es superior que el valor medio de pacientes sanos mas un multiplo de la
desviacion tipica 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 invencion. Los
ejemplos se muestran a continuacion:

Nombre Clon n.° de cat. Proveedor
CRCT5.1 A2.7A3 |ab6154 Abcam Ltd
Anticuerpo MCM5 9H463 MBS604829 Mybiosource.com
anti MCM5 2H8 SAB1404056 Sigma-Aldrich
mﬂfgerpo monocional 3A7 H00004174-MO3A | Abnova Corp.

Muestra

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 quirargica), por ejemplo, recoleccién de orina. La muestra
puede comprender cualquier liquido bioldgico tal como sangre, suero, saliva, semen, orina o sedimento de orina, o
un extracto preparado a partir de uno de tales liquidos. La muestra es, de manera adecuada, orina.

Mcm5 se encuentra normalmente en los nucleos de las células presentes en la orina. Por lo tanto, de manera
adecuada, la muestra comprende células dentro de la orina. De manera mas adecuada, esas células pueden
concentrarse mediante cualquier técnica conocida comun en la técnica, tal como la filtracién o de forma mas
adecuada la recoleccion centrifuga de las células de la orina. Enriquecer las células de la orina puede aumentar la
sefal y puede facilitar la deteccion.

Cuando se analiza el cancer de prostata, de forma muy adecuada la muestra es orina del primer chorro, como se
puede obtener después del masaje de la prostata (cuando el sujeto es hombre). De manera ain mas 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
del chorro de orina producida después del masaje de la préstata. De manera aun mas 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 explicé anteriormente).

Formatos de ensayo

En el presente documento se describe un sistema de ensayo para determinar la presencia y/o concentracion de
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biomarcadores mediante la deteccidn de la unién entre biomarcadores y anticuerpos especificos en un ELISA de tipo
sandwich o un ELISA de dos sitios. Los biomarcadores pueden determinarse por separado (por ejemplo, en ensayos
fisicamente 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 especifico para el biomarcador a
analizar. Por ejemplo, la muestra se puede afadir a distintos pocillos de una placa de microtitulacion, en donde cada
pocillo contiene un anticuerpo distinto.

De manera adecuada, la determinaciéon se lleva a cabo en una solucién acuosa. La muestra y/o el ligando (por
ejemplo, el anticuerpo) pueden estar presentes en solucion. En algunas realizaciones, el anticuerpo o la muestra
puede inmovilizarse sobre un soporte sélido. Normalmente, tal soporte puede comprender la superficie del recipiente
en el que se realiza la determinacion, tal como la superficie de un pocillo de una placa de microtitulacion. El soporte
puede ser una membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa o nylon) o una perla (por ejemplo, de latex u
oro), o la superficie de una matriz.

La determinacién de si el anticuerpo se une (detecta) un biomarcador en la muestra puede realizarse mediante
cualquier método conocido en la técnica para deteccion de la unidon entre dos fracciones. La uniéon puede
determinarse midiendo una caracteristica en el anticuerpo o biomarcador (tal como la proteina) que cambia cuando
se produce la unioén, tal como un cambio espectroscépico.

La determinacién puede llevarse a cabo utilizando un anticuerpo como ligando, anticuerpo que esta inmovilizado en
un soporte solido. Cuando la muestra se pone en contacto con el anticuerpo, las moléculas de biomarcadores (tales
como las moléculas de proteinas) de la muestra se unen al anticuerpo.

Opcionalmente, la superficie del soporte sdélido se lava a continuacion, para eliminar cualquier biomarcador (tal como
proteina) de la muestra que no esté unido al anticuerpo. A continuacion se puede determinar la presencia del
biomarcador unido al soporte sélido (a través de la unién con el anticuerpo), lo que indica que la proteina esta unida
al anticuerpo. Esto se puede hacer, por ejemplo, poniendo en contacto el soporte sélido (que puede o no tener un
biomarcador unido a él) con un agente que se une especificamente a la proteina. 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 especifica mientras el biomarcador se encuentra
unido al primer anticuerpo inmovilizado. Este segundo anticuerpo puede marcarse indirectamente poniéndolo en
contacto con un tercer anticuerpo especifico para la regiéon Fc del segundo anticuerpo, en donde el tercer anticuerpo
porta un marcador detectable.

Otro sistema que puede utilizarse para determinar la unién entre la proteina biomarcadora y el anticuerpo es un
sistema de unién competitiva. Dicho sistema puede determinar si el biomarcador en la muestra es capaz de inhibir la
union del anticuerpo a un compuesto de referencia que es capaz de unirse al anticuerpo. Si la proteina biomarcadora
en la muestra puede inhibir la unién entre el anticuerpo y el compuesto de referencia, entonces esto indica que tal
muestra contiene el biomarcador reconocido por el anticuerpo.

Patrén de referencia

Patrén de referencia normalmente se refiere a una muestra de un individuo sano, es decir, uno que no ha padecido
un cancer urolégico.

El patron de referencia puede ser una muestra real analizada en paralelo. Alternativamente, el patron de referencia
puede ser uno o mas valores obtenidos previamente de una muestra comparativa, por ejemplo, una muestra de un
sujeto sano. En tales realizaciones, se puede hacer una mera comparacién 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 analisis al determinar las concentraciones en muestras de referencia
individuales en paralelo cada vez que se analiza una muestra de un sujeto.

De manera adecuada, el patrén 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 patrén
de referencia puede ser un numero tal como una concentracion absoluta determinada por uno o mas estudios
anteriores.

Los patrones de referencia pueden coincidir de manera adecuada a subgrupos especificos de pacientes, por
ejemplo, ancianos, o los que tienen antecedentes importantes anteriores, tales como una predisposicion al cancer
urolégico.

De manera adecuada, el patron de referencia coincide con el tipo de muestra analizada. Por ejemplo, la
concentracion 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 prostatico). Sera inmediatamente obvio para el experto en la materia que el valor de
concentracion (o valores de concentracion) para el patron 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 invencién. Por ejemplo, si la muestra sometida a
ensayo es orina del primer chorro, entonces el valor del patrén de referencia debe ser para la orina del primer chorro,
para asegurar que se pueda realizar una comparacion cruzada significativa. En particular, se debe tener extremo
cuidado si se intentan inferencias por la comparacion 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
es idéntica para los dos casos. De manera adecuada, el tipo de muestra para el patrén de referencia y el tipo de
muestra para el sujeto de interés son los mismos.

Cabe sefalar que las concentraciones de proteina determinadas pueden compararse con una muestra anterior del
mismo sujeto. Esto puede ser beneficioso para controlar la posibilidad de recaida en un sujeto. Esto puede ser
beneficioso para controlar el curso y/o eficacia de un tratamiento de un sujeto. EI método puede comprender una
etapa (o etapas) adicional de comparacion del valor (o valores) determinado para la muestra de interés con uno o
mas valores determinados para el mismo biomarcador (o0 biomarcadores) de distintas muestras, tales como
muestras tomadas en distintos puntos de tiempo para el mismo sujeto. Al hacer tal comparacion, se puede recopilar
informacién sobre si un marcador en particular esta aumentando o disminuyendo en un sujeto en particular. Esta
informacién puede ser util 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 farmaco o farmaco candidato, o mediante reseccion de un tumor, la enfermedad ha progresado o
no, o que la tasa de progresion de la enfermedad se ha modificado. El resultado puede informar sobre el curso del
tratamiento adicional.

Ligandos/Anticuerpos

Los modos preferidos para determinar la presencia y/o concentracién de los biomarcadores que se analizan en el
presente documento hacen uso de moléculas o ligandos de unién a antigeno adecuados, que se unen
especificamente a los biomarcadores seleccionados. De manera adecuada, el ligando puede ser un anticuerpo, o un
derivado de anticuerpo tal como un scFv o Fab.

Método para la preparacion de células a partir de una muestra de orina
La invencion proporciona un método para la preparacion 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
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, mas preferentemente de entre 30 mly 70 ml, y aun mas preferentemente de
aproximadamente 50 ml.

Después, se hace pasar un tampoén de lisis de la invencion a través del filtro, de manera que las células estén
expuestas al tampodn de lisis. El tampon de lisis es capaz de liberar una proteina Mcm a partir de las células de la
muestra de orina. El tampdn de lisis se hace pasar al menos una vez a través del filtro para exponer las células al
tampén de lisis, de modo que la proteina Mcm se libere de las células. Puede ser necesario hacer pasar el tampén
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 tampén de lisis, para que el al menos un
biomarcador se libere de forma mas eficaz de las células capturadas. En el caso en que el tampédn de lisis se pase
una pluralidad de veces a través del filtro, preferentemente el tampdn 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 tampén de lisis. El volumen de tampdn de lisis (es decir, el volumen de tampon de lisis
que fluye a través del filtro en un pase) es preferentemente de entre 250 ml y 1000 ml, mas preferentemente de
entre 300 mly 500 ml, y ain mas preferentemente de aproximadamente 500 ml.

Después de la exposicion de las células capturadas al tampén de lisis, el filtro se incuba a continuacién durante un
periodo de tiempo de forma que el tampon de lisis libera la proteina Mcm de las células, dando como resultado un
tampodn de lisis que comprende la proteina Mcm liberada de las células (lisado). El tiempo de incubacién del filtro es
preferentemente de entre 5 minutos y 1 hora, mas preferentemente de entre 20 minutos y 30 minutos, e incluso mas
preferentemente de aproximadamente 10 minutos. De manera adecuada, "incubar el filtro" comprende mantener el
tampodn de lisis en contacto con el filtro durante un periodo de tiempo. De manera adecuada, se incuba un filtro a una
temperatura bastante constante (que varie en menos de 5 °C durante el periodo de incubacion). Opcionalmente, la
temperatura esta entre 15 °C y 30 °C, preferentemente a alrededor de la temperatura ambiente. Opcionalmente,
después de incubar el filtro, el tampdn de lisis se hace pasar nuevamente a través del filtro al menos una vez.

Aparato para la preparacion de células a partir de una muestra de orina
En el presente documento se describe un aparato para la preparacion de células de una muestra de orina. En la

descripcién del aparato a continuacion, las expresiones "aguas arriba" y "aguas abajo" se definen con respecto a la

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 806 498 T3

direccién del flujo de orina a través del aparato, es decir, el flujo desde la entrada hasta la salida es flujo en una
direccion aguas abajo. Que los componentes del aparato se describan como en "comunicacion fluida" entre si
significa que un liquido puede fluir entre estos componentes, aunque es posible que no pueda seguir fluyendo (por
ejemplo, en el caso de una valvula cerrada). Dichos componentes podrian conectarse a través de medios conocidos
en la técnica, por ejemplo, un tubo o una tuberia. Cada componente del aparato puede estar conectado de forma
desmontable a otros componentes. Algunos o todos los componentes del aparato pueden estar formados de manera
integrada.

La Figura 18 muestra una realizacién 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 esta
en uso. La entrada 101 comprende, opcionalmente, una valvula unidireccional (no mostrada) para impedir que el
liquido vuelva a salir del aparato (es decir, aguas arriba de la entrada).

Una primera valvula 102 esté dispuesta aguas abajo de la entrada 101 y estd en comunicacion fluida con la entrada
101. La primera valvula 102 no esta limitada a un tipo de valvula particular, siempre que pueda configurarse para
abrir o bloquear la comunicacién fluida entre distintas partes del aparato segun sea necesario. Dichas
configuraciones se explicaran con mas detalle a continuacién. La primera valvula 102 es, opcionalmente, una valvula
luer. La primera valvula 102 es, opcionalmente, una valvula de 3 vias o de 4 vias.

Un filtro 103 esta dispuesto aguas abajo de la primera valvula 102 y esta en comunicacioén fluida con la primera
vélvula 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 particulas esféricas que tienen un diametro mayor que 15 mm,
10 mm o 5 mm, mientras permite que pasen particulas mas pequefias. Para particulas no esféricas, el filtro 103
impide, preferentemente, que pasen particulas esféricas equivalentes que tengan un diametro mayor que 15 mm,
10 mm o 5 mm, teniendo las particulas esféricas equivalentes el mismo volumen que las particulas no esféricas. El

diametro dv de tal particula esférica equivalente viene dado por la ecuacion dv = 2:}?—(‘ en que V es el volumen de la
T

particula no esférica. El filtro 103 tiene, opcionalmente, una estructura de poro con un tamario de poro (diametro de
poro) de aproximadamente 15 mm, aproximadamente 10 mm o aproximadamente 5 mm. El filtro 103 tiene,
preferentemente, una estructura de poro con un tamafio de poro (diametro de poro) de entre 1 y 6 mm, mas
preferentemente de entre 4 y 6 mm, e incluso mas preferentemente de aproximadamente 5 mm. Sin embargo, El tipo
de filtro no esta 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 podria tener, opcionalmente, una estructura de malla en lugar de una estructura
de poros, por ejemplo.

Una segunda valvula 104 esté dispuesta aguas abajo del filtro 103 y esta en comunicacion fluida con el filtro 103. La
segunda valvula 104 no esta limitada a un tipo de valvula particular, siempre que pueda configurarse para abrir o
bloquear la comunicacion fluida entre distintas partes del aparato segun sea necesario. Dichas configuraciones se
explicaran con mas detalle a continuacion. La segunda valvula 104 es, opcionalmente, una valvula luer. La segunda
valvula 104 es, opcionalmente, una valvula de 3 vias o de 4 vias.

Una salida 105 a través de la cual la orina puede fluir hacia afuera mientras el aparato esta en uso esta dispuesta
aguas abajo de la segunda valvula 104 y esta en comunicacién fluida con la segunda valvula 104. La salida 105
comprende, opcionalmente, una valvula (no mostrada) para bloquear el paso hacia afuera del liquido a través de la
salida 105 cuando sea necesario.

Se proporciona un primer depésito de tampon 106 para contener un tampoén de lisis. El primer depdsito de tampdn
106 esta en comunicacion fluida con la primera valvula 102. El primer depésito de tampdn 106 esta dimensionado
preferentemente para contener al menos 500 ml de tampén de lisis, mas preferentemente al menos 1 ml de tampon
de lisis, e incluso mas preferentemente al menos 5 ml de tampén de lisis. El primer depdsito de tampdn 106 esta
opcionalmente dimensionado para contener un maximo de 50 ml de tampén de lisis, mas preferentemente un
maximo de 25 ml de tampon de lisis, e incluso mas preferentemente un maximo de 10 ml de tampodn de lisis. El
primer depésito de tampdn 106 es, opcionalmente, una jeringa, pero podria utilizarse cualquier recipiente adecuado
para contener un tampon de lisis.

También se proporciona un segundo depdsito de tampdn 107 para contener un tampédn de lisis. El segundo depdsito
de tampdn 107 esta en comunicacion fluida con la segunda valvula 104. El segundo depdsito de tampdn 107 esta
dimensionado preferentemente para contener al menos 500 ml de tampdn de lisis, mas preferentemente al menos 1
ml de tampon de lisis, e incluso mas preferentemente al menos 5 ml de tampon de lisis. El segundo depdsito de
tampon 107 esta opcionalmente dimensionado para contener un maximo de 50 ml de tampén de lisis, mas
preferentemente un maximo de 25 ml de tampon de lisis, e incluso mas preferentemente un maximo de 10 ml de
tampon de lisis. El segundo depésito de tampén 107 es, opcionalmente, una jeringa, pero podria utilizarse cualquier
recipiente adecuado para contener un tampén de lisis.

A continuacién se describiran las configuraciones de las primera y segunda valvulas 102, 104.
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En una primera configuraciéon de las primera y segunda valvulas 102, 104, la comunicacion fluida entre el primer
depdsito de tampdn 106 y el filtro 103 esta bloqueada, la comunicacion fluida entre el segundo depésito de tampén
107 y el filtro 103 esta bloqueada, y la comunicacion fluida entre la entrada 101, el filtro 103 y la salida 105 esta
abierta. En esta primera configuracion, la orina puede fluir desde la entrada 101 a la salida 105 a través del filtro 103
mientras el aparato esta en uso. En la primera configuracién, preferentemente, la orina no puede fluir desde la
entrada 101 o la salida 105 al primer y/o segundo depdsitos de tampén 106, 107. En la primera configuracion,
preferentemente, el tampoén de lisis no puede fluir desde el primer depdsito de tampén 106 a la entrada 101 o a la
salida 105. En la primera configuracién, preferentemente, el tampoén de lisis no puede fluir desde el segundo
depésito de tampdn 107 a la entrada 101 o a la salida 105.

En una segunda configuracion de las primera y segunda valvulas 102, 104, la comunicacion fluida entre el primer
depdsito de tampdn 106 y el filtro 103 esta abierta, la comunicacion fluida entre el segundo depdsito de tampén 107
y el filtro 103 esta abierta, y el flujo a través de la entrada 101 y la salida 105 esta bloqueado. En esta segunda
configuracion, el tampon de lisis puede fluir entre el primer depdsito de tampdn 106 y el segundo depdsito de tampon
107 a través del filtro 103 mientras el aparato esta en uso. En la segunda configuracion, preferentemente, el tampon
de lisis no puede fluir desde el primer depésito de tampdn 106 a la entrada 101 o a la salida 105. En la segunda
configuracion, preferentemente, el tampdn de lisis no puede fluir desde el segundo depodsito de tampdn 107 a la
salida 105 o a la entrada 101. En la segunda configuracién, preferentemente, la orina no puede fluir entre la entrada
101 y la salida 105.

En la segunda configuracién, se forma preferentemente un sistema cerrado entre el primer depdsito de tampon 106,
el filtro 103 y el segundo depdsito de tampdn 107. Por lo tanto, cuando un volumen de tampén de lisis fluye hacia
afuera del primer depésito de tampdn 106, un volumen igual de tampon de lisis fluye preferentemente hacia el
segundo depdsito de tampodn 107, y viceversa. Por lo tanto, en un momento dado cuando el aparato esta en uso, el
tampodn de lisis se proporciona en uno o ambos de los primero y segundo depodsitos de tampdn 106, 107. En otras
palabras, en un momento dado cuando el aparato esta en uso, (i) el tampdn de lisis esta presente en el primer
depdsito de tampoén 106 pero no en el segundo depdsito de tampoén 107; (i) el tampdn de lisis esta presente en el
segundo depdsito de tampon 107 pero no en el primer depodsito de tampdn 106; o (iii) el tampoén de lisis esta
presente tanto en el primero como en el segundo depdsitos de tampon 106, 107.

El aparato 100 comprende, opcionalmente, un depdsito de orina 108 para contener orina. El depdsito de orina 108
esta dispuesto aguas abajo de la salida 105 y esta en comunicacién fluida con la salida 105. El depdsito de orina 108
esta dimensionado preferentemente para contener al menos 10 ml de orina, mas preferentemente al menos 25 ml de
orina, e incluso mas preferentemente al menos 50 ml de orina. El depédsito de orina 108 esta dimensionado,
opcionalmente, para contener un maximo de 1000 ml de orina, mas preferentemente un maximo de 500 ml de orina,
e incluso mas preferentemente un maximo de 250 ml de orina. En la primera configuracion de las primera y segunda
vélvulas 102, 104, la orina puede fluir desde la entrada 101 a través del depésito de orina 108 a través del filtro 103 y
la salida 105. El depdsito de orina 108 esta configurado, por lo tanto, para retener la orina que se ha filtrado a través
del filtro 103 mientras el aparato esta en uso. La salida 105 puede bloquearse de forma reversible utilizando una
valvula o medios de sellado (no mostrados) para impedir que la orina fluya desde el depésito de orina 108 de
regreso a través de la salida 105 (es decir, en una direccion aguas arriba). El depdsito 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
depdsito 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 depésito de orina 108, haciendo que la orina fluya desde la entrada 101
hacia el depdsito 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 comunicacion fluida con la entrada 101.

El aparato 100 comprende, opcionalmente, medios 109 para proporcionar un flujo de tampén 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 depodsito de tampoén de lisis como los medios 109 para proporcionar un flujo de tampdén de lisis. De manera
similar, si el segundo depdésito de tampdn 107 es parte de una jeringa, el segundo deposito de tampdn puede actuar
como medio 109 para proporcionar un flujo de tampén de lisis. Si tanto el primero como el segundo depdsito de
tampon 106, 107 se proporcionan mediante jeringas, entonces ambos pueden actuar puede actuar como medios 109
para proporcionar un flujo de tampon de lisis.

En el presente documento también se describe un dispositivo para el analisis 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
concentraciéon de al menos un biomarcador en la muestra de orina. El dispositivo de ensayo comprende
preferentemente un primer anticuerpo que esta inmovilizado y un segundo anticuerpo de deteccion. El dispositivo
esta 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 deteccion. El dispositivo de ensayo puede proporcionarse como un
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 comunicacion fluida con el aparato 100. El dispositivo de ensayo esta configurado preferentemente
para recibir el lisado desde el aparato 100. En el caso de que el dispositivo de ensayo esté en comunicacion fluida
con el aparato 100, la primera y segunda valvulas pueden configurarse en una tercera configuracion, de modo que el
lisado pueda fluir desde el primer depdsito de tampdn 106 o desde el segundo depésito de tampdn 107 al dispositivo
de ensayo.

Por ejemplo, la primera valvula 102 esta configurada para permitir el flujo desde el primer depdsito de tampén 106 al
dispositivo de ensayo. En este caso, preferentemente, la comunicacion fluida entre el primer depdsito de tampon 106
y segundo depdsito de tampdn 107 esta bloqueada. La segunda valvula 104 puede configurarse para permitir el flujo
desde el segundo depdsito de tampon 107 al dispositivo de ensayo. En este caso, preferentemente, la comunicacion
fluida entre el primer depésito de tampon 106 y segundo depdsito de tampén 107 esta bloqueada.

La primera valvula 102 es un ejemplo de una primera disposicion de vélvula y la segunda valvula 104 es un ejemplo
de una segunda disposicion de valvula, que permiten controlar la trayectoria de los liquidos a través del aparato de
acuerdo con las primera y segunda (y opcionalmente la tercera) configuraciones descritas anteriormente. Sin
embargo, la primera disposicion de valvula no se limita a una valvula. La primera disposicion de valvula puede
comprender una pluralidad de valvulas. Por ejemplo, en el caso de que la primera disposicion de valvulas
comprenda dos valvulas, una valvula podria estar dispuesta para abrir y bloquear la comunicacién fluida entre la
entrada 101 y el filtro 103, y la otra valvula podria estar dispuesta para abrir y bloquear la comunicacion fluida entre
el primer depésito de tampon 106 y el filiro 103. De manera similar, la segunda disposicion de valvula no se limita a
una valvula. La segunda disposicién de valvula puede comprender una pluralidad de valvulas. Por ejemplo, en el
caso de que la segunda disposicion de valvulas comprenda dos valvulas, una valvula podria estar dispuesta para
abrir y bloquear la comunicacién fluida entre el filtro 103 y la salida 105, y la otra valvula podria estar dispuesta para
abrir y bloquear la comunicacion fluida entre el segundo depdsito de tampdn 107 y el filtro 103.

Método de uso del aparato

Ademas 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 direccidon del flujo de orina a través del
aparato, es decir, el flujo desde la entrada hasta la salida es flujo en una direccién aguas abajo.

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 disposicién de valvula (por ejemplo, la primera valvula 102) y la segunda disposicion de valvula (por ejemplo,
la segunda valvula 104) configuradas en la primera configuracion. 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 depésito de
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
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 direccién aguas arriba.

Las primera y segunda valvulas 102, 104 se configuran después en la segunda configuracién, formando de este
modo un sistema cerrado entre el primer depdsito de tampén 106, el filtro 103 (que contiene las células) y el
segundo deposito de tampdn 107. El tampodn de lisis contenido en el primer depdsito de tampon 106 pasa después al
segundo depdsito de tampdn 107 a través del filtro 103, o viceversa. El tampdn de lisis se hace pasar al menos una
vez a través del filiro 103 para exponer las células al tampdn de lisis, de modo que el al menos un biomarcador se
libere de las células. Puede ser necesario hacer pasar el tampdn 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 tampdn de lisis, para que el al menos un biomarcador se libere de forma mas eficaz de
las células capturadas. En el caso en que el tampdn de lisis se pase una pluralidad de veces a través del filtro,
preferentemente el tampodn 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 filiro con tampon de lisis.

El filtro 103 se incuba después durante un periodo de tiempo de forma que el tampén de lisis ocasione que al menos
un biomarcador se libere de las células. La incubacion se lleva a cabo preferentemente durante un periodo de entre
10 segundos y 5 horas, mas preferentemente de entre 30 segundos y 1 hora, e incluso mas preferentemente de
aproximadamente 10 minutos. De manera adecuada, "incubar el filtro" comprende mantener el tampén de lisis en
contacto con el filtro durante un periodo de tiempo. De manera adecuada, se incuba un filtro a una temperatura
bastante constante (que varie en menos de 5 °C). Opcionalmente, la temperatura estd entre 15°C y 30 °C,
preferentemente a alrededor de la temperatura ambiente. El tampdn 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
primero y segundo depdsitos de tampoén 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 tampdn 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 comunicacion fluida con el aparato 100, esto se
puede lograr configurando las primera y segunda valvulas 102, 104 en la tercera configuracién y después haciendo
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 comunicacion fluida con el aparato 100, el lisado se puede hacer pasar de forma
externa desde el aparato 100 al dispositivo de ensayo.

La invencion se describe ahora a modo de ejemplos, que pretenden ser de caracter ilustrativo mas que restrictivo.
Ejemplos

Todos los productos quimicos se adquirieron en Sigma-Aldrich, a menos que se indique otra cosa.

Ejemplo 1

Materiales

Se obtuvieron muestras de ensayo de orina de una Unica miccién de pacientes que asistian a una consulta de
hematuria en el Hospital Heatherwood (Heatherwood and Wexham Park Hospitals NHS Foundation Trust), habiendo
obtenido la aprobacion ética del Comité de ética de investigacién local. Se llevé a cabo un analisis de orina utilizando
tiras reactivas Multistix 10 SG (Siemens) en muestras frescas y la orina restante se dispensé en tubos Falcon de
1 ml o de 15 ml, que se colocaron en hielo seco para su transporte al laboratorio.

Mcm5

Una realizacién de la invencion es una prueba de ELISA simple para Mcm5, que reemplaza de manera util la prueba
especializada y compleja DELFIA® para Mcm5 (véase Stoeber et al 2002 (Journal of the National Cancer Institute,
94, 1071-1079; 2002), asi, lo que la prueba podria llevarse a cabo en un laboratorio de bioquimica clinica atipico. La
prueba es un inmunoensayo ligado a enzimas de tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal directo. Ambos
anticuerpos tienen alta afinidad y especificidad por el antigeno Mcm5. Cualquier Mcm5 en la muestra bajo prueba es
capturado por un anticuerpo monoclonal especifico unido a la superficie de la placa de microtitulacion. A
continuacion, se afade el anticuerpo detector, que se une a un sitio distinto en el antigeno y que esta unido a la
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP). La presencia y la cantidad de HRP retenida en los pocillos de la placa
se evalua midiendo la intensidad del color que se desarrolla después de la adicion de tetrametilbencidina (TMB), que
es un sustrato cromogénico de la HRP. La densidad optica es proporcional a la concentracion de Mcm5 en la
muestra, dentro de los limites 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 concentracion de antigeno de un
desconocido (véanse las Figuras 2 y 3).

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 utilizd el mAb 12A7 para el recubrimiento de la placa y el mAb 4B4 para la deteccion.
Recogida y preparacion de las muestras de ensayo: La prueba se puede realizar en orina humana. Las muestras
deben recogerse en, por ejemplo, frascos de plastico de 150 ml con tapdn de rosca, que deben estar limpios pero no
necesariamente estériles. El frasco de recoleccidon no debe contener ningln 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 centrifuga
de plastico de 50 ml con tapén de rosca Después de la centrifugacion durante 5 min a 1.500 g, el sobrenadante se
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 liquido. Se afiaden 250 ml
de tampon de lisis/muestra al sedimento; el sedimento se resuspende utilizando una pipeta ajustable con punta
desechable.

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.
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Tabla 1:
Contenido del kit de MCM5 Cantidad
Microplaca recubierta con anticuerpo anti-MCM5 que comprende doce tiras de 8 1 placa de
pocillos recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratén anti MCM5 y un estabilizador microtitulacion, 96
empaquetadas en una bolsa de aluminio sellada con secante. pocillos
Solucion de lavado, concentrada 20x.
Tampdn PBS que contiene Tween-20 al 0,05 % después de la dilucion a 1 litro en agua 1 x50 ml
desionizada.
Anticuerpo anti MCMS5 conjugado con HRP. 1x11 ml

Anticuerpo monoclonal de ratén anti MCM5 conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP) a concentracion de trabajo en una solucién tamponada que contiene proteina y un
agente antimicrobiano.

Reactivo de sustrato TMB.

ion i ; 1x 11 ml
Una solucion incolora que desarrolla un color azul en presencia de HRP.

Solucidn de parada.
Acido clorhidrico acuoso 1 M. Se recomienda equipo de proteccién personal para evitar la 1x11 ml
exposicion directa.

Tampoén de lisis/ejecucion.

p . 1x 15 ml
Una solucion acuosa que contiene un agente tamponador y un detergente suave.

Conjunto de calibrador.
Viales que contienen proteina MCMS5 purificada liofilizada a concentraciones de 900, 300, 4 viales
100 y 33 pg/ml, para su reconstitucion en 1 ml de tampon de lisis/ ejecucion.

Conjunto de controles.

: - , i - 2 viales
Viales que contienen proteinas/células liofilizadas.
Material adhesivo. .
. . . 1 lamina
Para el sellado de los pocillos de la placa durante las incubaciones.
Instrucciones de uso. .
1 copia

También disponible en www.urosens.com

Ademas de los componentes enumerados en la Tabla 1, los siguientes materiales adicionales son utiles y pueden
proporcionarse opcionalmente en un kit de la invencién. Estos materiales deben considerarse como divulgados por
separado y, por lo tanto, pueden afadirse de forma individual al kit de la invencion. Un pipeta (o pipetas) capaces de
suministrar voliumenes de 50 ml y 100 ml con una precisién mejor del 1,5 %; un dosificador (o dosificadores) para
suministros repetitivos de volimenes de 100 ml y 300 ml con una precisién 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
plastico o cubiertas de microplacas para las etapas de incubaciéon mas un temporizador.

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
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 microtitulacion a 700 rpm. Los contenidos se descartan y los
pocillos se lavan con seis cambios de 300 ml de tampoéon de lavado. A continuacién, se afiaden 100 ml del
reactivo/conjugado de anticuerpo anti Mcm5 HRP a cada pocillo. Después de mezclar, los pocillos se incuban
inmoviles durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-27 °C). A continuacion, los contenidos de la microplaca se
descartan por decantacién o aspiracion. Si se decantan, se golpear y seca la placa con papel absorbente y a
continuacién se lavan los pocillos como se describe anteriormente. A continuacion, se afiaden 100 ul de reactivo de
sustrato a todos los pocillos y se incuba a temperatura ambiente (20-27 °C) durante treinta 30 minutos. La reaccion
se detiene mediante la adicidon de 100 ul de solucidon 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
pocillo) en un lector de microplacas. Los resultados deben leerse dentro de los 30 minutos posteriores a la adicién de
la solucién de parada.

Se proporcionan muestras de calibrador. Estas se preparan utilizando una dilucién en serie en el momento del
ensayo y se descartan después de su uso (véase la Figura 3).
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Para interpretar los resultados, se utiliza una curva de respuesta a la dosis para determinar la concentracion de
Mcmb5 en las muestras de ensayo desconocidas. Esto se puede construir manual o automaticamente utilizando un
programa informatico. Para el calculo manual, se registra la absorbancia obtenida de la impresion del lector de
microplacas. Se representa la absorbancia para cada dilucion por duplicado frente a la concentraciéon de Mcm5
correspondiente en ng/ml en papel para gréafico lineal y después se dibuja la curva de mejor ajuste a través de los
puntos representados. Para determinar la concentracion de Mcm5 para un desconocido, se sitlua la absorbancia
promedio de los duplicados para cada desconocido en el eje vertical del grafico, se encuentra el punto de
interseccion en la curva y se lee la concentracién (en ng/ml) en el eje horizontal del grafico.

La Tabla 2 ilustra los resultados de un experimento tipico.

Tabla 2.
ID de la Numero de .
muestra Valor (pg/ml) pocillo Abs (A) | Abs media (B)
A1 0,082
CALG 0 0,083
(blanco) B1 0.084
C1 0,164
CALF 25 0,163
D1 0,162
E1 0,245
CALE 50 0,242
F1 0,239
G1 0,395
CALD 100 0,393
HI 0,390
A2 0,693
CALC 200 0,681
B2 0,669
C2 1,281
CALB 400 1,252
D2 1,222
E2 2,458
CAL A 800 2,342
F2 2,226

El procedimiento para Mcmb5 tiene un limite de deteccion analitica de < 7 pg/ml.
Ejemplo 2 - Estudio clinico de Mcm5 en 116 sujetos investigados en cuanto a cancer de vejiga.

Se obtuvieron muestras de ensayo de orina de 116 pacientes, la mayoria de los cuales se examinaron
posteriormente por cistoscopia flexible y exploracién por TAC o ecografia. Si se obtenian resultados anémalos, los
pacientes derivaban para la realizaciéon de una biopsia. Cuando estuvieron disponible, los resultados de estas
investigaciones se recopilaron y afiadieron al conjunto de datos. Los niveles de Mcm5 se midieron en cada sujeto
utilizando la técnica de ELISA descrita anteriormente (Ejemplo 1). Se confirmaron clinicamente ocho casos de
cancer 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 supero la media de los negativos conocidos + 3
DT (DO media negativa 0,05, DT 0,0593). Por lo tanto, el punto de corte se establecié arbitrariamente en una DO de

0,23.
Numero 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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(continuacién)
Numero de ID del paciente Grado/Estadio Emplazamiento Resultado del ELISA
G3 pT2, vejiga (hematuria
96 e +
macroscopica)
115 G3 pT2, vejiga +

Ademas, hubo cuatro casos en los que se produjo un resultado de ELISA positivo en ausencia de un diagndstico
confirmado de malignidad: el Paciente 13 (se observaron lesiones papilares en la vejiga; el resultado de la biopsia no
se registrd. Préstata oclusiva); el Paciente 30 (ninguna ofra patologia registrada); el Paciente 65 (nefrectomia
registrada); el Paciente 101 (préstata agrandada con calcificacion). Se sabe que la presencia de calculos puede
provocar resultados positivos falsos debido al efecto abrasivo del material sobre la membrana basal de la epidermis,
lo que conduce a la liberacion de células MCM+, pero la tasa de tales casos es demasiado pequefia para afectar el
presente ensayo.

Estadisticas del ensayo

Se calcularon las estadisticas convencionales del ensayo para los datos de ensayo de Mcm5. Aunque el verdadero
criterio clinico no estaba disponible para todos los pacientes del estudio, el experto apreciara que este modesto
panel ha arrojado resultados convincentes. En particular, el estudio ha proporcionado una estimacion realista de
especificidad del 96 % (104/108).

Ejemplo 3 - comparacion de diversos tampones

Se lisaron en cada tampdn cantidades conocidas de células de carcinoma urotelial T24, y los lisados se analizaron
en ELISA para Mcmb5. Los resultados demuestran una notable diferencia en la eficacia de lisis en este ensayo. El
tampodn que contiene SDS es tipico de los descritos en la bibliografia, 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.

Ejemplo 4

La lisis de las células en CytoBuster se compar6 con las células en tampdn TBS Tritdon (TBST) y tampdn RIPA, con
un control de sedimentos celulares reconstituidos en DMEM (medio de cultivo celular). Los resultados se describen
en la Figura 5.

Se analiz6 la potencia de Mcm5 en las muestras lisadas después de la aplicacién de tampodn a las células. Algunas
muestras se congelaron después de la exposicion al tampén y antes del analisis. De manera ideal, seria util un bufer
universal que se utilizaria en ambas situaciones.

Los resultados del control demostraron que, cuando se analizaron muestras frescas, las células permanecian
intactas cuando no se afadia agente de lisis, pero después de congelar-descongelar (CD), las células estallan por
destruccion mecanica de la membrana celular, liberando asi Mcm5. Este experimento mostré que, cuando se utilizan
lisados frescos, el tampéon TBST es aproximadamente equivalente al CytoBuster. Sin embargo, después de haber
congelado las muestras, los lisados de CytoBuster experimentan una pérdida drastica de potencia, mientras que el
TBST no se ve tan fuertemente afectado. El tampdn de lisados con RIPA, aunque menor cuando se obtienen de una
muestra fresca, conservan toda la potencia posterior a la CD.

Ejemplo 5

Se afiadieron componentes adicionales al TBT para tratar de mejorar la estabilidad de los lisados de TBST. Se
analizé la potencia de Mcm5 en las muestras lisadas después de la aplicacién de tampdn 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 tampén RIPA son el
desoxicolato de sodio (SDC) y el dodecilsulfato de sodio (SDS), pero desafortunadamente la incorporacion de estos
elementos en el tampon TBST mas simple provoca una pérdida dramatica de la sefial. Se realizé6 una prueba
complementaria para eliminar elementos del tampdn RIPA uno por uno, para observar si la eliminacién de algun
elemento podria mejorar la sefial del RIPA al mismo nivel que el TBST, mientras se conserva la estabilidad. Los
resultados se describen en la Figura 7.

Ejemplo 6
Se compararon diversos tampones que comprendian concentraciones de Tris y Tritdn x-100 que diferian. Se analizé

la potencia de Mcmb5 en las muestras lisadas después de la aplicacion de tampon a las células tanto frescas como
congeladas. Los resultados se presentan en la Figura 8.
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Los datos mostraron que el aumento de la concentracion de Tris provocé una mejora de los niveles de Mcm5 del
lisado celular, aunque el aumento de la concentracién de Tritén X-100 no tuvo efecto.

Para garantizar que se utilice la base 6ptima para el tampon de lisis antes de continuar, se analizaron varios
compuestos en diversos intervalos de pH y tipos de tampon. Varios de estos tampones dieron buenos resultados,
pero se demostré que el TBS tenia la sefial mas alta. Estos resultados se describen en la Figura 9.

Ejemplo 7

Se realiz6 una titulacién adicional de Tris para observar si la sefial ain aumentaria si se usara una concentracion de
tampon mas alta, y para observar donde se estabilizaba la mejora. Los resultados se presentan en la Figura 10.

El nivel de Mcmb comienza a estabilizarse a Tris 225 mM, solo siendo mas alta con Tris 250 mM y después la sefial
es estable hasta 325 mM, después de lo cual observa una disminuciéon. Para evitar posibles problemas con la
fabricacién y la variacion, una concentracion en una zona estable de la meseta seria la opcion 6ptima, tal como
300 mM.

Ejemplo 8

Se planted la hipétesis de que la modificacion de la concentraciéon de Tris podia ser eficaz debido al aumento de la
fuerza i6nica. Dado que esto se puede lograr igualmente afiadiendo NaCl, se analizaron composiciones que tenian
distintas concentraciones de NaCl. Los resultados se presentan en la Figura 11.

Los datos muestran que el aumento de la concentracion de NaCl en los tampones TBST (TBS + Tween 20) con
niveles mas bajos de Tris mejora la sefal, pero el mismo efecto no se observa en el tampon RIPA,
independientemente de la concentracion de Tris. El aumento de la concentracion de Tris no parece tener ninguna
mejora sustancial en la sefial del tampén RIPA convencional (Tris 25 mM y NaCl 150 mM), incluso si el nivel de
NaCl se reduce en compensacion. El TBST con Tris 10 mM, NaCl 150 mM tiene la sefial mas alta obtenida en el
conjunto de datos (aproximadamente el doble que la de CytoBuster), por lo que este tampdn se optimizé en términos
de concentraciéon de NaCl y se evalud 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 mas
eficaces, por lo que se investigaron tampones que tenian tris 10 mM y distintas concentraciones de NaCl. Los
resultados se presentan en la Figura 12.

La titulacion de NaCl muestra que el mejor candidato es el Tris 10 mM con NaCl 200 mM. Los datos también
parecen mostrar que cuando la fuerza iodnica alcanza cierto punto, la precision estd comprometida. La formulacion
elegida del tampon a partir de este punto fue Tris 10 mM, NaCl 200 mM y Triton X-100 0,1 %, a lo que luego se
afadieron compuestos estabilizadores para encontrar una formulacién final adecuada.

Ejemplo 10

Se analizaron diversos estabilizadores para probar su eficacia en la estabilizacion 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 (seroalbumina bovina) al 2,5 %,
Pefabloc SC 0,25 mM, Pefabloc SC 0,1 mM, el céctel de inhibidor de proteasas Sigma P8340 al 0,5 % y el coctel de
inhibidores de proteasas complete de Roche 0,25x tuvieron datos alentadores sin comprometer el fondo o la sefal
de las muestras positivas en comparacién con el tampon 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 dias para observar
cémo 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 cécteles inhibidores de proteasas
producidos comercialmente (Pefabloc, Sigma P3840 y complete de Roche) fueron estables, pero redujeron la sefal
de Mcmb. La BSA al 2,5 % funcioné mejor que el SFB al 1 % a -20 °C. El desempefio a 4 °C y fresco fue equivalente
para SFB al 1% y BSA al 2,5 %, y ambos parecen aumentar la comparaciéon de la sefial con el tampén TBST
convencional. Como hubo una pérdida a -20 °C para la BSA, se realizdé un experimento repetido utilizando lineas
celulares adicionales para confirmar la mejora de la estabilidad.

Ejemplo 11
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Se compard una composicion de TBSTr + BSA al 2,5 % con TBSTr y CytoBuster. Los resultados se presentan en las
Figuras 15A, 15B y 15C.

Con todas las lineas celulares, el TBST + BSA al 2,5 % ha demostrado ser estable (concentracion dentro del 10 %
de lisado fresco) y tener la sefial mas alta después de 1 ciclo CD en comparacién con CytoBuster y TBST. Hablando
en términos generales, CytoBuster parece proporcionar resultados muy variables con lisados frescos, pero siempre
hay una pronunciada pérdida de potencia cuando se realiza la congelacién-descongelacion.

Ejemplo 12

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 formulacion TBST +BSA al 2,5 %. Los
resultados se presentan en las Figuras 16y 17.

La azida de sodio al 0,09 % es el mejor candidato para el agente antimicrobiano ya que hay menos del 10 % de
desviacion del tampon de referencia.
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agctecctaca

Met

Ser

Tyr

Gly

Leu

Gln

Pro

Glu
720

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

00



tccgtgtect
tgagccececea
tcatctccaa
cctgecetget
acatcaacct
tggagaagtg
tgacagcctc
tggtcctgge
accgtgtgge
tcaccaccac
gctgggatga
tecgacatgat
agcatgtcat
ttgacctgge
tgtcagcaga
gtcagcacga
aggccattgt
aggcagatgt
ceggtacecet
gcatcgagaa
tcatcaagga
tcatgetgeg
agtgagtcge
tgcectgecat
caggcaccct
ccgectcetag
tgtgttcagg

aaaaaaaaaa

gggcatccag
ggaggaggag
gagcatcgcece
ctttgggggce
gctgatgceta
ttcteccatt
ggtgatgagg
cgatggtggg
aatccacgaa
cctgaactcce
gacgaagggg
cttecategte
cactctgcac
caagctgaag
ggctgcagag
gagggacagt
gcgcatcgeg
ggaggaggcc
gtcaggggtg
gcagctcaag
cttcaccaag
gcgcggcegag
gccgectcac
tgacaatgtt
cctttetgee
cgeggttetg
taaaaaaaaa

aaaa
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gtggacacag
gagttcegte
ccctccatcet
tcccgaaaga
ggggaccctg
ggggtataca
gacccttegt
gtecgtctgta
gccatggagce
cgctgectceg
gaggacaaca
aaggatgagc
gtgagcgcac
aagtttattg
aaactgaaga
gaccgccegcet
gaagccctca
ctgeggetcet
gagggcttca
cgcegetttg
cagaaatacc
atccagcate
tggactcatg
gctgggacct
ccagaggaag
ggaagtgtge

daaaaaaaaa

atggctctgg
gcctggetge
ttgggggcac
ggctccectga
ggacagccaa
cgtctgggaa
cccggaattt
ttgacgagtt
agcagaccat
tecctggetge
ttgacttcat
acaatgagga
tgacacagac
cctactgeceg
accgctacat
ccagecatccce
gcaagatgaa
tccaagtgte
ccagccagga
ccattggctc
cggagcacgc
gcatgcageg
gactcgccca
ctgectecece
gagctgtagt
ttttggecatce

daaaaaaaaa

33

ccgcagettt
cctceccaaat
agacatgaag
tggacttact
gtcececagett
aggcagcagc
catcatggag
tgacaagatg
ctctategee
tgccaactca
gcccaccate
gagggatgtg
acaggctgtg
agtgaagtgt
catcatgcgg
catcactgtg
gctgcagecce
cacgttggat
ggaccaggag

ccaggtgtct

catccacaag
caaggttcte
cgectegeece
actgcagccce
gtcctgetge
cgttaataat

daaaaaaaaa

gctggggcecyg
gtectatgagg
aaggccattg
cgccgaggag
ctgaagtttg
gcagctggac
ggcggageca
cgagaagatg
aaggetggga
gtgtteggee
ttgtecgeget
atgctggeca
gagggcgaga
ggcececcgge
agcggggece
cggcagctgg
ttecgeccacag
getgecttgt
atgctgagece
gagcacagca
gtgctgcage
taccgectca
ctectgecge
tcgaacttce
ctetgggege
aaagccacgg

daaaaaaaaa

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2534
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el andlisis de una muestra de orina de un sujeto que comprende

a. exponer la muestra de orina a un tampén de lisis que es capaz de liberar una proteina Mcm a partir de las
células de la muestra de orina, en donde el tampdn de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o
consiste en triton X-100; y (ii) un componente tampdn que comprende o consiste en tampén Tris o Trizma; y

b. realizar un ensayo para detectar la presencia de la proteina Mcm en la muestra de orina.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde

a. el tampdn 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 incubacion de la muestra de orina a una temperatura mayor que 90 °C durante
mas de 45 minutos;

c. el método no comprende la rotura de los acidos nucleicos en la muestra de orina haciendo pasar la muestra de
orina a través de una aguja de 0,813 mm de diametro;

d. el método no comprende la digestion de los acidos nucleicos mediante la exposicion de la muestra de orina a
ADNasa | o ARNasa A; y/o

e. el método no comprende la centrifugacion de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos.

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

(i) el método es un método para la liberacién de una proteina Mcm a partir de las células de la muestra de orina 'y
la deteccion de la presencia de la proteina Mcm liberada a partir de las células; y/o

(ii) el método comprende una etapa de concentracidon de células en la muestra de orina antes de la etapa de
exposicion de la muestra de orina a un tampodn de lisis, la exposicidon de las células concentradas a tampdn de
lisis o la resuspension de las células sedimentadas de la muestra en un tampon de lisis.

4. Un método para la preparacion de células a partir de una muestra de orina, 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 tampon de lisis que es capaz de liberar una proteina Mcm a partir de las células
de la muestra de orina, de manera que las células capturadas estén expuestas al tampén de lisis;

incubar el filtro durante un periodo de tiempo, de manera que el tampén de lisis provoque que las células liberen
la proteina Mcm, en donde el tampodn de lisis comprende: (i) un detergente que comprende o consiste en triton
X-100; y (ii) un componente tampon que comprende o consiste en tampdn Tris o Trizma.

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

(i) la proteina Mcm es una proteina Mcmb5;

(i) el tampon de lisis es capaz de liberar Mcm5 a partir de las células de la muestra de orina y no desnaturaliza
sustancialmente la proteina Mcmb5;

(iii) el tampon de lisis no desnaturaliza un anticuerpo;

(iv) el detergente comprende triton X-100 a una concentracion 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 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 concentracion 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 tampdn de lisis comprende desoxicolato de sodio a una concentracion 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 %;

(viii) el componente tampdén comprende o consiste en tampdn Tris a una concentraciéon mayor que 5 mM, entre
5 mMy 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 tampén mantiene el pH del tampdn de lisis entre pH 4y pH 9, entre pH 5y pH 8, entre pH 6 y
pH 8, o a alrededor de pH 7,6;

(x) el tampodn 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 tampodn de lisis comprende una sal que esta a una concentracion de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM
y 300 mM, entre 100 mM y 200 mM, o alrededor de 200 mM;

(xii) el tampdn de lisis tiene una fuerza idnica 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 tampon de lisis comprende tampén RIPA;

(xiv) el método no comprende la incubacién de la muestra de orina a una temperatura alta;

(xv) el método no comprende la incubacion de la muestra de orina a una temperatura alta y la temperatura alta
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 incubacién de la muestra de orina a una temperatura alta durante mas de 30
minutos, mas de 35 minutos, mas de 40 minutos, mas 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 acidos nucleicos en la muestra de orina mediante rotura mecanica;
(xviii) el método no comprende la exposicién de la muestra de orina a enzimas que digieren acidos nucleicos;
(xix) el método no comprende la centrifugacion de la muestra a 15.000 g durante 10 minutos;

(xx) la proteina Mcm es Mcm5 y un valor anémalo para la concentracion de Mcm5 indica una probabilidad
aumentada de cancer uroldgico en el sujeto;

(xxi) el método es un método para la deteccidn de la presencia de un cancer urolégico en un sujeto;

(xxii) el método es un método para la deteccién de la presencia de un cancer uroldgico en un sujeto y el cancer
uroldgico es cancer de prostata y/o de vejiga;

(xxiii) el ensayo para detectar la presencia de la proteina Mcm es un ensayo de ELISA;

(xxiv) el ensayo para detectar la presencia de la proteina Mcm es un ensayo de ELISA de tipo sandwich; y/o
(xxv) el ensayo para detectar la presencia de la proteina Mcm es un ensayo de ELISA de tipo sandwich que
comprende la captura del al menos un biomarcador o de la proteina Mcm en la muestra utilizando un anticuerpo
de captura y la deteccidén de la concentracion de la proteina Mcm utilizando un anticuerpo de deteccion, en
donde el anticuerpo de captura y el anticuerpo de detecciéon se unen especificamente a el al menos un
biomarcador o la proteina Mcm, opcionalmente en donde el anticuerpo de captura esta inmovilizado en una placa
de ELISA y/o el anticuerpo de deteccion esta conjugado con peroxidasa de rabano picante.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el tampdn de lisis comprende cloruro
de sodio a una concentracion 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:

el componente tampon comprende o consiste en Tris a una concentracion mayor que 5 mM, entre 5 mM y
350 mM, o entre 10 mM y 25 mM;

el componente tampdn mantiene el pH del tampén de lisis entre pH 4 y pH 9, entre pH 5y pH 8, entre pHG6 y
pH 8, o a alrededor de pH 7,6;

el detergente comprende Tritén X-100 a una concentracion de entre el 0,01 % y el 25 %, entre el 0,01 % vy 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 concentracion 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 tampon de lisis comprende cloruro de sodio a una concentracion de entre 20 mM y 300 mM, entre 150 mM y
300 mM, o entre 100 mM y 200 mM.

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

el componente tampoén comprende o consiste en Tris a una concentracion de entre 10 mM y 25 mM;
el componente tampoén mantiene el pH del tampon de lisis a alrededor de pH 7,6;

el detergente comprende Tritén X-100 a una concentracion de entre el 0,05 % y el 1 %;

el detergente comprende desoxicolato de sodio a una concentracion de alrededor del 1 %; y

el tampén de lisis comprende cloruro de sodio a una concentracion de entre 100 mM y 200 mM.

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 prostatico.

10. El método de la reivindicacion 4, en donde:

(i) la etapa de hacer pasar un tampén de lisis a través del filtro comprende hacer pasar el tampdn de lisis a través
del filtro en una direccién aguas arriba, con respecto al flujo de orina a través del filtro, al menos una vez, y hacer
pasar el tampén de lisis a través del filtro en una direccidon aguas abajo al menos una vez, opcionalmente en
donde el tampdn de lisis se hace pasar alternativamente a través del filtro aguas arriba y aguas abajo;

(i) el volumen de la muestra de orina es de entre 1y 100 ml, preferentemente de aproximadamente 50 ml;

(iii) el volumen del tampén de lisis es de entre 250 ml y 1000 ml, preferentemente de aproximadamente 500 mi;
(iv) la muestra de orina se hace pasar a través del filtro utilizando una jeringa;

(v) el tampon de lisis se hace pasar a través del filtro utilizando una jeringa;

(vi) el tampdn 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 tampon de lisis;

(vii) el tiempo de incubacion es de entre 30 segundos y 1 hora, preferentemente de aproximadamente 10
minutos; y/o

(viii) el al menos un biomarcador es Mcmb5.
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11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o 5-9, en donde la exposicién de la muestra de orina a
un tampodn de lisis se lleva a cabo utilizando el método de la reivindicacion 4 o 10.

12. Uso de un tampon de lisis como se define en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la
liberacion de una proteina Mcm a partir de las células de una muestra de orina.

13. El uso de la reivindicacién 12, en donde la proteina Mcm es Mcm5.
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Figura 1 Listado de secuencias

(SEQ ID NO:1)

10

MSGFDDPGIF

70

RHYNLGEYWI

130

LODIQVMLKS

190

NIAMRPGLEG

250

MPRHMQLYCD

310

VDTDGSGRSF

370

SREKRLPDGLT

430

DPSSRNFIME

20

YSDSFGGDAQ

80

EVEMEDLASF

140

DASPSSIRSL

200

YALPRKCNTD

260

RYLCDKVVPG

320

AGAVSPQEEE

380

RRGDINLLML

440

GGAMVLADGG

30

ADEGQARKSQ

90

DEDLADYLYK

150

KSDMMSHLVK

210

QAGRPKCPLD

270

NRVTIMGIYS

330

EFRRLAALPN

390

GDPGTAKSQL

450

VVCIDEFDKM
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40

LORRFKEFLR

100

QPAEHLQLLE

160

IPGIIIAASA

220

PYFIMPDKCK

280

IKKFGLTTSR

340

VYEVISKSIA

400

LKFVEKCSPI

460

REDDRVAIHE

37

50

QYRVGTDRTG

110

EAAKEVADEV

170

VRAKATRISI

230

CVDFQTLKLQ

290

GRDRVGVGIR

350

PSIFGGTDMK

410

GVYTSGKGSS

470

AMEQQTISIA

60

PFTFKYRDELK

120

TRPRPSGEEV

180

QCRSCRNTLT

240

ELPDAVPHGE

300

SSYIRVLGIQ

360

KAIACLLFGG

420

AAGLTASVMR

480

KAGITTTLNS



490 500

RCSVLAAANS VFGRWDETKG

550 560

VSALTQTQAV EGEIDLAKLK

610 620

DRRSSIPITV RQLEAIVRIA

670 680

EGFTSQEDQE MLSRIEKQLK

730

IQHRMQRKVL YRLK

SEQ ID NO:2
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510 520 530 540
EDNIDFMPTI LSRFDMIFIV KDEHNEERDV MLAKHVITLH
570 580 590 600

KFIAYCRVKC GPRLSAEAAE

640

630

EALSKMKLQP FATEADVEEA

690

700

RRFAIGSQVS EHSIIKDFTK

KLKNRYIIMR SGARQHERDS

650

LRLFQVSTLD

710

QKYPEHAIHK

660

AALSGTLSGV

720

VLQLMLRRGE

Componente 5 del complejo de mantenimiento de minicrosomas (MCM35)
de Homo sapiens, ARNm
Secuencia con Referencia del NCBI: NM 006739.3 (SEQ ID NO: 2)

1 ggaaaaccag aggcgcagtc atgtcgggat tcgacgatcc tggcattttc tacagcgaca

61 gcttcggggy

121 gcttcaagga

181 aatacaggga

241 tggaggatct

301 agcacctgca

361 ggccttctygg

ggaggaggtyg

cgacgccecag gecgacgagg

gttcetgegg cggtaccgag
tgaactcaag cggcattaca
ggccagettt gatgaggacc
gctgctggag gaagctgcca

ctccaggaca

38

ggcaggcccg

tgggcaccga

acctggggga

tggccgacta

aggaggtagc

tccaggtcat

caaatcgcag ctgcagaggce

ccgcacggge ttcaccttea
gtactggatt gaggtggaga
cttgtacaag cagccagccg
tgatgaggtg acccggcccce

gctcaagtcg gacgccagcc



421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

2041

cttccagcat
tcatcatcgce
gctgccgcaa
ccaggaagtg
tcatgecccga
atgcagtcce
gtgacaaggt
ttggcctgac
tecegtgtect
tgagccccca
tcatctccaa
cctgectget
acatcaacct
tggagaagtg
tgacagcctc
tggtectgge
accgtgtggc
tcaccaccac
gctgggatga
tcgacatgat
agcatgtcat
ttgacctggce
tgtcagcaga
gtcagcacga
aggccattgt
aggcagatgt
ccggtaccct

gcatcgagaa
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tegtagecetyg
ggcctetgeyg
caccctcace
caacacagat
caaatgcaaa
ccacggggag
cgtcectggg
taccagcagg
gggcatccag
ggaggaggag
gagcatcgcce
ctttgggggce
gctgatgcta
ttctcccatt
ggtgatgagg
cgatggtggg
aatccacgaa
cctgaactcc
gacgaagggyg
cttecatcgtce
cactctgcac
caagctgaag
ggctgcagag
gagggacagt
gcgecatcgeg
ggaggaggcc
gtcaggggtg

gcagctcaag

aagtcggaca
gtccgtgeca
aacattgcca
caggctgggce
tgegtggact
atgcccagac
aacagggtta
ggcegtgaca
gtggacacag
gagttcecgte
cccteccatct
tcccgaaaga
ggggaccctg
ggggtataca
gacccttegt
gtcgtectgta
gccatggage
cgctgcteceg
gaggacaaca
aaggatgagc
gtgagcgcac
aagtttattg
aaactgaaga
gaccgccgct
gaagccctca
ctgeggetet
gagggcttca

cgccgetttg

39

tgatgtcaca
aggccacccg
tgcgecctgyg
gccccaaatg
tccagacccet
acatgcagcet
ccatcatggg
gggtgggegt
atggctctgg
gcetggetge
ttgggggcac
ggctccctga
ggacagccaa
cgtctgggaa
ccecggaattt
ttgacgagtt
agcagaccat
tecectggetge
ttgacttcat
acaatgagga
tgacacagac
cctactgcceg
accgctacat
ccagcatcce
gcaagatgaa
teccaagtgte
ccagccagga

ccattggctc

cctggtgaag
catctctatc
cctcgaggge
cccattggac
gaagctgecag
ctactgcgac
catctactce
gggcatccga
ccgeagettt
cctcccaaat
agacatgaag
tggacttact
gtcccagcett
aggcagcagc
catcatggag
tgacaagatg
ctctatcgee
tgccaactca
gcccaccatce
gagggatgtg
acaggctgtg
agtgaagtgt
catcatgcgg
catcactgtg
gctgcagcce
cacgttggat
ggaccaggag

ccaggtgtet

atccctggca
cagtgccgcea
tatgccctge
ccgtacttca
gagctgcctg
aggtacctgt
atcaadaaqt
agctcctaca
gctggggeceg
gtctatgagg
aaggccattg
cgccgaggag
ctgaagtttg
gcagctggac
ggcggagceca
cgagaagatg
aaggctggga
gtgttcggcee
ttgtcgcget
atgctggcca
gagggcgaga
ggcccccgge
agcggggecce
cggcagctgg
ttcgccacag
gctgecttgt
atgctgagce

gagcacagca



2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

tcatcaagga

tcatgctgceg

agtgagtcgce

tgectgeecat

caggcaccct

ccgectectag

tgtgttcagg

daaaaadadaa
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cttcaccaag
gcgcggegag
gccgcctcac
tgacaatgtt
cctttctgec
cgcggttctyg
taaaaaaaaa

aaaa

cagaaatacc

atccagcatc

tggactcatg

gctgggacct

ccagaggaag

ggaagtgtgce

dadddddddad

40

cggagcacgc

gcatgcagcg

gactcgcccea

ctgceteeece

gagctgtagt

ttttggcatc

aadaaaaaaaa

catccacaag

caaggttcte

cgectegece

actgcagecce

gtcctgetge

cgttaataat

adaaaaaaaa

gtgctgcagc

taccgectcea

ctecectgeege

tecgaacttce

ctctgggege

aaagccacgg

daaadaaaaa
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Figura 2
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Figura 3
Solucién
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Figura 4
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Células T24: distintos tampones de lisis en ELISA
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Figura 5

Comparacion de lisis celular (+/- 2 D.T.)
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Comparacion de lisis celular (+/- 2 D.T.)
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Figura 7

Comparacion de muestras celulares (+/- 2 D.T.)
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Figura 8
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Titulaciones de Tris 10 mM - 100 mM y TX-100 al 0,1 % - 0,5 % en lisados
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Figura 9
i Comparacién de formulaciones de la base del tampén de lisis (+/- 2 D.T.)
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Figura 10

Titulacién de Tris de 100 mM - 350 mM en lisados frescos (+/- 2 D.T.)
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Figura 11
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I Comparacion de la fuerza idnica del tampdn de lisis con lisados congelados-

descongelados (+/- 2 D.T.)
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Figura 12

Titulacion de NaCl utilizando lisados frescos (+/- 2 D.T.)
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Figura 13A
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Figura 13B
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Figura 14
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Figura 15A
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Figura 15C
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Figura 2.40 Comparacion de lisis de células RT112
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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