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REIVINDICACIONES DIVISIONAL

1 Un método, caracterizado porque comprende:

a. ensayar una muestra de prueba biolégica de un sujeto para
determinar un nivel de expresién del polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un

polipéptido ROBO2;

b. determinar si el nivel de expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel
de expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 en la muestra de prueba

biologica estd arriba de un nivel de umbral de referencia; y

c. diagnosticar al sujeto como en necesidad de tratamiento o terapia

para la enfermedad de rifién crénica.

2 El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque
el ensayo del nivel de expresion del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando un
anticuerpo o fragmento de enlace de antigeno del mismo especifico para el
polipéptido ROBO2.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque
el ensayo del nivel de expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 se realiza

utilizando PCR o un ensayo de hibridacién.

4. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
caracterizado porque la muestra de prueba bioldgica es una biopsia de rifién, orina,

sangre, muestra de suero o células formadas en pelotillas de una muestra de orina.

5. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
caracterizado porque el nivel de expresién del polipéptido ROBO2 o el nivel de
expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 esta por lo menos 20% arriba

del nivel de umbral de referencia.



6. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
caracterizado porque el nivel de expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel de
expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos dos

desviaciones estandares arriba del nivel de umbral de referencia.

7. Un ensayo, caracterizado porque comprende:

a. poner en contacto una muestra de prueba bioldgica aislada de un

sujeto con un reactivo que detecta el polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un
polipéptido ROBO2; y

b. medir el nivel del polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un
polipéptido ROBO2,

en donde un nivel incrementado del polipéptido ROBO2 o el RNA que codifica un
polipéptido ROBO2, con relacién a una muestra biolégica normal, identifica a un
sujeto que tiene enfermedad de rifi6n crénica y/o progresién de enfermedad de rifion

cronica o proteinuria.

8. El ensayo de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque
la deteccion del nivel de expresién del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando un

anticuerpo o fragmento de enlace de antigeno del mismo especifico para el
polipéptido ROBO2.

g, El ensayo de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque
la deteccion del nivel de expresién del RNA que codifica un ROBO2 se realiza

utilizando PCR o un ensayo de hibridacién.

10.  El ensayo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-9,

caracterizado porque la muestra de prueba bioldgica es una biopsia de rifién, orina,

sangre, muestra de suero, o células formadas en pelotilla de una muestra de orina.

1. El ensayo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-10,
caracterizado porque el nivel de expresién del polipéptido ROBO2 o el nivel de
expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 est4 por lo menos 20% arriba

del nivel de umbral de referencia.



12.  El ensayo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-10,
caracterizado porque el nivel de expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel de
expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos dos

desviaciones estandares arriba del nivel de umbral de referencia.

13.  El ensayo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-12,

caracterizado porque el sujeto se ha diagnosticado con diabetes o presion arterial alta.

14.  Un sistema para determinar si un sujeto estd en riesgo por enfermedad
de rindn crénica o proteinuria, o tiene enfermedad de rifién crénica, caracterizado

porque comprende:

a. un modulo de medicién configurado para determinar el nivel de
expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresién del RNA que codifica un

polipéptido ROBO2 en una muestra bioldgica obtenida de un sujeto;

b. un médulo de comparacién configurado para recibir el nivel de
expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresién del RNA que codifica un
polipéptido ROBO2 determinado por el médulo de medicién y realizar por lo menos
un andlisis para determinar si el nivel de expresion del polipéptido ROBO2 o el nivel
de expresion del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel de

referencia o relacién pre-determinado, y proporcionar un contenido recuperado; y

¢. un mddulo de exhibicién para exhibir un contenido en base a la salida
de datos del médulo de comparacion, en donde el contenido comprende una sefal
indicativa de que el nivel o relacion de expresion del polipéptido ROBO2 o RNA es
mayor que el nivel o relacion de referencia pre-determinado, o una sefial indicativa de

que el nivel o relacién de expresiéon de ROBO2 no es mayor que el nivel de referencia o

relacion pre-determinada.

15.  El sistema de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizado
porque el contenido exhibido sobre el médulo de exhibicién ademés comprende una

sefial indicativa del sujeto que es recomendado para recibir un régimen de

tratamiento particular.



16.  Un sistema para determinar si un sujeto esta en riesgo por enfermedad
de rifién crénica o proteinuria, o tiene enfermedad de rifién crénica, caracterizado

porque comprende:

a. un modulo de determinacién configurado para recibir por lo menos
una muestra de prueba obtenida de un sujeto y realizar por lo menos un anélisis sobre
por lo menos una muestra de prueba para determinar la presencia o ausencia de

cualquiera de las siguientes condiciones:

i. una relacién de expresién de ROBO2 mayor que una relacién pre-

determinada, o
ii. un nivel de expresion de ROBO2 mayor que un nivel pre-determinado,

b. un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar la

salida de datos del médulo de determinacion; y

c¢. un médulo de exhibicidn para exhibir un contenido en base a la salida
de datos del mddulo de determinacion, en donde el contenido comprende una senal
indicativa de que la relacién de expresién de ROBO2 es mayor que la relacién o nivel
pre-determinado de ROBO2 mayor que un nivel pre-determinado, o una sefal
indicativa de que la relacion de expresién de ROBO2 no es mayor que la relacién pre-

determinada o no mayor que un nivel pre-determinado.

17.  El sistema de conformidad con la reivindicacién 16, caracterizado
porque el contenido exhibido sobre el mddulo de exhibicién ademas comprende una
sefal indicativa del sujeto que es recomendado para recibir un régimen de

tratamiento particular.
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SENALIZACION DE SLIT-ROBO PARA DIAGNOSIS Y TRATAMIENTO DE
ENFERMEDAD DEL RINON

CAMPO DE LA INVENCION

El campo de 1la invencidén se relaciona a métodos
para el tratamiento de enfermedad de rifibn crénica vy
proteinuria vy para la diagnosis de enfermedad de rifién
crbnica y monitoreo de los efectos del tratamiento en la
progresidén de la enfermedad de rifién crdnica y proteinuria.

APOYO GUBERNAMENTAL

Esta invencién se hizo con el Apoyo Gubernamental
bajo el Contrato No. DK078226 otorgado por Los Institutos
Nacionales de la Salud. El Gobierno tiene ciertos derechos en
la invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se proporcionan en la presente métodos novedosos
para el tratamiento de enfermedad de rifién crénica vy
proteinuria vy para la diagnosis de enfermedad de rifidn
crbénica, y monitoreo de los efectos del tratamiento en la
progresidén de enfermedad de rifidbn crdénica y proteinuria
basado, en parte, en el descubrimiento de los inventores de
una funcidén novedosa e inesperada para la ruta de
seflalizaciédn de SLIT-ROBO en la regulacidén del citoesqueleto
de F-actina de podocito y la estructura del proceso basal en
el rifién.

Por consiguiente, en algunos aspectos, se
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proporcionan en la presente métodos para el tratamiento de
enfermedad de rifiébn crdénica en un sujeto en necesidad del
mismo, los métodos que comprenden administrar a un sujeto que
tiene o estd en riesgo de un enfermedad de rifién crénica una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicidédn que
comprende un inhibidor de ROBOZ2.

También se proporciona en la presente, en algunos
aspectos, un método para la reduccidén de proteinuria en un
sujeto en necesidad del mismo, que comprende administrar a un
sujeto que tiene o estd en riesgo de proteinuria una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicidédn que comprende un
inhibidor de ROBO2.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
es un anticuerpo de bloqueo o fragmento de enlace a antigeno
del mismo especifico para ROBO2, una molécula anti-sentido
especifica para ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA)
especifico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequefia de
ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un analogo
estructural de ROBO2.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
bloquea o reduce el enlace de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de

tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
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es especifico para el dominio de enlace Igl SLIT, 1los
dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT, el dominio de enlace
intracelular Nck, o cualquier combinacidén de los mismos.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el polipéptido o
inhibidor de ROBO2 es una proteina de fusién ROBO2 negativa
dominante, un polipéptido que comprende un dominio
extracelular ROBO2 sin el dominio intracelular, o un
polipéptido que comprende un dominio intracelular ROBO2 sin
el dominio extracelular.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el sujeto que tiene o
estd en riesgo de una enfermedad de rifién crdénica tiene
nefropatia diabética o presidn arterial alta.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el método comprende
adicionalmente administrar al sujeto un agente terapéutico
adicional.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el agente terapéutico
adicional es un inhibidor de enzima <convertidora de
angiotensina (ACE) o) un bloqueador de receptor de
angiotensina II (ARB).

También se proporcionan en la presente, en algunos

aspectos, métodos que comprenden:
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a. someter a ensayo una muestra de prueba bioldgica de
un sujeto para determinar un nivel de expresidn del
polipéptido  ROBO2 o un RNA que codifica un
polipéptido ROBO2;

b. determinar si el nivel de expresidén del polipéptido
ROBO2 o el nivel de expresién del RNA que codifica un
polipéptido ROBO2 en la muestra de prueba bioldgica
estd por arriba de un nivel de umbral de referencia;
y

C. diagnosticar al sujeto como en necesidad de
tratamiento o terapia para enfermedad de rifidn
crénica.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de tales
métodos descritos en la presente, el ensayo del nivel de
expresidén del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo utilizando un
anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno del mismo
especifico para el polipéptido ROBO2.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el ensayo de nivel de
expresién del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 se lleva
a cabo utilizando PCR o un ensayo de hibridacién.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, la muestra de prueba
bioldbgica es una biopsia de rifidn, muestra de orina, sangre,

muestra de suero, o células en pelotillas de una muestra de
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orina.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el nivel de expresidn
del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresidén del RNA qgue
codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos 20% por arriba
del nivel de umbral de referencia.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el nivel de expresidn
del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresidén del RNA dgue
codifica un polipéptido ROBOZ2 es por lo menos dos
desviaciones estédndares por arriba del nivel de umbral de
referencia.

También se proporcionan en la presente, en algunos
aspectos, ensayos que comprenden:

a. poner en contacto una muestra de prueba bioldgica
aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el
polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un
polipéptido ROBO2; vy

b. medir el nivel del polipéptido ROBO2 o un RNA dgue
codifica un polipéptido ROBRO2,

en donde un nivel incrementado del polipéptido
ROBO2 o el RNA que codifica un polipéptido ROBO2, relativo
con una muestra bioldgica normal, identifica un sujeto que
tiene enfermedad de «rifndén crdénica y/o progresidén de

enfermedad crénica o proteinuria.
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En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos descritos en la presente, la deteccidén de nivel
de expresidn del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo utilizando
un fragmento de enlace a anticuerpo o antigeno del mismo
especifico para el polipéptido ROBO2.

En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos descritos en la presente, la deteccidn del
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido ROBO2
se lleva a cabo utilizando un PCR o un ensayo de hibridacidn.

En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos descritos en la presente, la muestra de prueba
bioldégica es una biopsia de rifibn, muestra de orina, sangre,
suero, o células formadas en pelotilla de una muestra de
orina.

En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos escritos en la presente, el nivel de expresidén
del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresiédn del RNA due
codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos 20% por arriba
del nivel de umbral de referencia.

En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos descritos en la presente, el nivel de expresidn
del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresiédn del RNA due
codifica un polipéptido  ROBO2 es por lo menos dos
desviaciones estadndares por arriba del nivel de umbral de

referencia.
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En algunas modalidades de estos ensayos y todos de
tales ensayos descritos en la presente, el sujeto se ha
diagnosticado con diabetes o presidén arterial alta.

En algunos aspectos, se proporcionan en la presente
sistemas para determinar si un sujeto estd en riesgo de
enfermedad de rifibn crénica o proteinuria, o tiene enfermedad
de rifiébn crdénica que comprende:

a. un médulo de medicidén configurado para determinar el
nivel de expresidn del polipéptido ROBO2 o el nivel
de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 en una muestra bioldgica obtenida de un
sujeto;

b. un médulo de comparacidén configurado para recibir el
nivel de expresidédn del polipéptido ROBO2 o el nivel
de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 determinado por el médulo de medicién y llevar
a cabo por lo menos un anadlisis para determinar si
el nivel de expresidén del polipéptido ROBO2 o el
nivel de expresién del RNA que <codifica un
polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel o relaciédn
de referencia predeterminados, y proporcionar un
contenido recuperado; y

c. un médulo de visualizacidn para mostrar un contenido
basado en la salida de datos del médulo de

comparacién, en donde el contenido comprende una
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sefial indicativa de que el nivel o relacidén de
expresién del polipéptido ROBO2 o RNA es mayor que
el nivel o relacidén de referencia predeterminado, o
una seflal indicativa que el nivel o relacidén de
expresién del ROBO2 no es mayor que el nivel de
referencia o relacidén predeterminada.

En algunas modalidades de estos sistemas y todos de
tales sistemas descritos en la presente, el contenido
mostrado en el mbéddulo de visualizacidn comprende ademds una
seflal indicativa del sujeto que es recomendado para recibir
un régimen de tratamiento particular.

En algunos aspectos, se proporcionan en la presente
sistemas para determinar si un sujeto estd en riesgo de
enfermedad de rifiébn crdé4nica o proteinuria, o tiene enfermedad
de rifiébn crdénica gque comprende:

a. un médulo de determinacidén configurado para recibir
por lo menos una muestra de prueba obtenida de un
sujeto y llevar a cabo por lo menos un andlisis en la
por lo menos una muestra de prueba para determinar la
presencia o ausencia de cualquiera de las siguientes
condiciones:

i. una relacidén de expresidn de ROBOZ2 mayor gue una

relacidén predeterminada o, o
ii. un nivel de expresidén de ROBO2 mayor gue un

nivel predeterminado,
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b. un dispositivo de almacenamiento configurado para
almacenar salidas de datos del médulo de
determinacidn; y

c. un médulo de visualizacidén para mostrar un contenido
basado en la salida de datos del médulo de
determinacién, en donde el contenido comprende una
sefial indicativa de que la relacidén de expresidn de
ROBO2 es mayor que la relacién o) nivel
predeterminado de ROBO2 mayor que un nivel
predeterminado, O una seflal indicativa que la
relacidén de expresidédn de ROBOZ2 no es mayor que la
relacidén predeterminada o no mayor gque un nivel
predeterminado.

En algunas modalidades de estos sistemas y todos de
tales sistemas descritos en la presente, el contenido
mostrado en el médulo de visualizacidén comprende ademds una
seflal indicativa del sujeto que es recomendado para recibir
un régimen de tratamiento particular.

También se proporcionan en la presente, en algunos
aspectos, métodos para tratar a un sujeto humano con un
riesgo de enfermedad de rifién crdénica o proteinuria, que
comprende administrar un tratamiento o terapia para prevenir
la ocurrencia de enfermedad de rifiébn crédénica o proteinuria a
un sujeto humano quien es determinado que tiene un nivel de

proteina ROBO2 ©por arriba de un nivel de umbral de
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referencia.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el nivel de proteina
ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel de referencia.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el nivel de proteina
ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estandares por arriba
del nivel de referencia.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el tratamiento o
terapia para prevenir la ocurrencia de enfermedad de rifdén
crénica o proteinuria comprende un inhibidor de ROBOZ2.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
es un anticuerpo de bloqueo o fragmento de enlace a antigeno
del mismo especifico para ROBO2, una molécula anti-sentido
especifica para ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA)
especifico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequefia de
ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un analogo
estructural ROBO2.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
bloquea o reduce el enlace de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de

tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
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es especifico para el dominio de enlace a Igl SLIT, 1los
dominios de enlace a Igl e Ig2 SLIT, el dominio de enlace
intracelular Nck, o cualquier combinacidén de los mismos.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
es una proteina de fusién ROBO2 negativa dominante, un
polipéptido que comprende un dominio extracelular ROBO2 sin
el dominio extracelular, o un polipéptido que comprende un
dominio extracelular ROBO2 sin el dominio extracelular.

También se proporcionan en la presente, en algunos
aspectos, inhibidores de ROBO2 para el uso en el tratamiento
de una enfermedad de rifibn crénica, y un inhibidor de ROBO2
para el uso en el tratamiento de proteinuria.

En algunas modalidades de estos usos y todos de
tales usos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es
un anticuerpo de blogueo o un fragmento de enlace a antigeno
del mismo especifico para ROBO2, una molécula anti-sentido
especifica para ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA)
especifico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequefia de
ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un analogo
estructural ROBO2.

En algunas modalidades de estos usos y todos de
tales usos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
bloquea o reduce el enlace de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos.

En algunas modalidades de estos usos y todos de
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tales usos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es
especifico para el dominio de enlace a Igl SLIT, los dominios
de enlace a Igl e Ig2 SLIT, el dominio de enlace intracelular
Nck, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas modalidades de estos usos y todos de
tales usos descritos en la presente, el polipéptido inhibidor
de ROBOZ2 es una proteina de fusidén ROBO2 negativa dominante,
un polipéptido que comprende un dominio extracelular ROBO2 vy
el dominio intracelular, o un polipéptido que comprende un
dominio intracelular ROBO2 sin el dominio extracelular.

En algunas modalidades de estos usos y todos de
tales usos descritos en la presente, la enfermedad de rifdn
crbnica o proteinuria es provocada por nefropatia diabética o
presidén arterial alta.

En algunas modalidades de cualquiera de estos
aspectos y todos de tales aspectos descritos en la presente,
ROBO2 se refiere a ROBO2 humana que tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 1 codificada por la secuencia de
mRNA de SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades de cualquiera de
estos aspectos y todos de tales aspectos descritos en la
presente, ROBO2 se refiere a ROBOZ humana gue tiene la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 3 codificada por la
secuencia mRNA de SEQ ID NO: 4.

Definiciones

Por conveniencia, ciertos términos empleados en la
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presente, en la especificacidn, ejemplos y reivindicaciones
adjuntas se recolectan aqui. A menos que se establezca de
otra manera, o sea implicito del contexto, los siguientes
términos y frases incluyen los significados proporcionados
enseguida. A menos que se establezca explicitamente de otra
manera, o sea evidente del contexto, los términos y frases
enseguida no excluyen el significado que el término o frase
ha adquirido en 1la técnica a la cual pertenece. Las
definiciones se proporcionan para ayudar en la descripcidn de
las modalidades particulares, y no se proponen para limitar
la invencién reclamada, debido a que el alcance de la
invencién se limita solo por las reivindicaciones. A menos
que se defina de otra manera, todos los términos técnicos vy
cientificos wutilizados en la ©presente tienen el mismo
significado como es entendido comUinmente por una persona de
experiencia ordinaria en la técnica a la cual estd invenciédn
pertenece.

A\Y

Como se utiliza en la presente el término que
comprende” o “comprende” se utiliza en referencia a
composiciones, métodos, y componente(s) respectivo de 1los
mismos, que son esenciales a la invencidn, pero abiertos a la
inclusién de elementos no especificos, ya sea esenciales o
no.

A\Y

Como se utiliza en la presente el término que

consiste esencialmente de” se refiere a aquellos elementos
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requeridos para una modalidad dada. El1 término permite la
presencia de elementos adicionales que no afectan
materialmente la caracteristica(s) béasica y novedosa o
funcional de esa modalidad de la invencidn.

El término “que consiste de” se refiere a
composiciones, métodos, y componentes respectivos de 1los
mismos como son descritos en la presente, que son exclusivos
de cualquier elemento no citado en esa descripcién de la

modalidad.

Como se utiliza en esta especificacidédn y en las

ANY ”

reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “uno”,
y “el” incluyen referencias plurales a menos que el contexto
lo indique claramente de otra manera. De esta manera por
ejemplo, las referencias al “método” incluye uno o mas
métodos, y/o etapas del tipo descrito en la presente y/o que
llegardn a ser evidentes para aquellas personas expertas en
la técnica en la lectura de esta descripcidén y asi
sucesivamente.

Diferente en los ejemplos de operacidn, o donde se
indique de otra manera, todos 1los numeros gque expresan
cantidades de ingredientes o) condiciones de reaccidn
utilizados en la presente se deben entender como modificados

en todos los casos por el término “aproximadamente”. EI1

término “aproximadamente” cuando se utiliza en relacidédn con

o°

porcentajes puede significar *10%, #5%, o =1
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A menos que se defina de otra manera en la
presente, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relacidén con la presente solicitud tendran los significados
que son comunmente entendidos por aquellas personas de
experiencia ordinaria en la técnica a la cual @esta
descripcidén pertenece. Se debe entender que esta invencidén no
se limita a la metodologia particular, ©protocolos, y
reactivos, etc., descritos en la presente y como tal pueden
variar. La terminologia utilizada en la presente es para el
propésito de describir modalidades particulares solamente, vy
no se propone para limitar el alcance de la presente
invencién, que se define solamente por las reivindicaciones.
Las definiciones de los términos comunes en inmunologia, vy
biologia molecular se pueden encontrar en The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, 18th Edition, publicada por Merck
Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-18-2); Robert S.
Porter y colaboradores (eds.), The Encyclopedia of Molecular
Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-
632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicadas por
VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8); Immunology
by Werner Luttmann, publicada por Elsevier, 2006. Las
definiciones de los términos comunes en biologia molecular se
encuentran en Benjamin Lewin, Genes IX, publicada por Jones &

Bartlett Publishing, 2007 (ISBN-13: 9780763740634); Kendrew y
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colaboradores (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-
9); and Robert A. Meyers (ed.), Maniatis y colaboradores,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., EUA (1982);
Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., USA (1989); Davis y colaboradores, Basic
Methods in Molecular Biology, Elsevier Science Publishing,
Inc., Nueva York, EUA (1986); or Methods in Enzymology: Guide
to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S. L. Berger and A.
R. Kimmerl Eds., Academic Press Inc., San Diego, EUA (1987);
Current Protocols 1in Molecular Biology (CPMB) (Fred M.

Ausubel, y colaboradores ed., John Wiley and Sons, Inc.),

Current Protocols in Protein Science (CPPS) (John E. Coligan,
y colaboradores, ed., John Wiley and Sons, Inc.) and Current
Protocols in Immunology (CPI) (John E. Coligan, %

colaboradores, ed. John Wiley and Sons, 1Inc.), dgue se
incorporan a manera de referencia en la presente en sus
totalidades.

Se entiende que la siguiente descripcidén detallada
y los siguientes ejemplos son ilustrativos solamente y no se
van a tomar como limitaciones en el alcance de la invencién.
Varios cambios y modificaciones a las modalidades descritas,

que seran evidentes para aquellas personas de experiencia en
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la técnica, se pueden hacer sin apartarse del espiritu vy
alcance de la presente invencidn. Ademéds, todas las patentes,
solicitudes de patente, vy publicaciones identificadas se
incorporan expresamente en la presente a manera de referencia
para el propdsito de describir y divulgar, por ejemplo, las
metodologias descritas en tales publicaciones que se podrian
utilizar en relacién con la presente invencidn. Estas
publicaciones se proporcionan solamente para su descripcidn
antes de fecha de presentacidén de la presente solicitud. Nada
en este sentido se debe considerar como una admisidén que los
inventores no tienen derecho a anteceder tales en virtud de
la técnica previa o por cualquier otra razdén. Todas las
declaraciones en cuanto a la fecha o representacidén como los
contenidos de estos documentos se basan en la informacidn
disponible a los solicitantes vy no constituyen ninguna
admisién como para la correccién de las fechas o contenidos
de estos documentos.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las FIGS. 1lA-1R muestran que Robo2 se expresa y se
sitla en la superficie de células basales de podocitos. Todas
las inmunotinciones en (FIGS. 1A-1Q) se llevan a cabo en los
dias E16.5 de ratén a 600X de aumento (ver FIGS. 5A-5M para
inmunotinciones en los glomérulos de ratdn adulto). (FIGS.
1A-1C) el Robo2 se co-localiza con la proteina de diafragma

slit de podocitos nefrina. (FIGS. 1D-2F) RoboZ2 se co-localiza
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con la proteina de diafragma slit de podocitos podocina.
(FIGS. 1G-1I) Robo2 se co-localiza con la proteina adaptadora
Nck en los glomérulos. (FIGS. 1J-1L) Robo2 se expresa en la
superficie de podocitos basales adyacentes a la proteina de
membrana basal glomerular niddégeno. (FIGS. 1M-10) Robo2 no se
co-localiza con el marcador de proteina de células
endoteliales glomerular Pecaml. (FIG. 1P) la regidn agrandada
en recuadro en (FIG. 1L) muestra que el Robo2 se expresa
predominantemente sobre la superficie de células Dbasales
(flecha) de 1los podocitos (p) adyacentes al marcador de
membrana basal glomerular niddégeno. El1 Robo2 se expresa
débilmente en las superficies celulares 4picas y laterales
(cabezas de flechas) de los podocitos. (FIG. 1Q) el Robo2 se
expresa predominantemente sobre la superficie de células
basales (flechas) de los podocitos (p) y Se expresa
débilmente en las superficies celulares 4&picas o laterales
(cabezas de flecha). (FIG. 1R) la microscopia electrdénica de
inmuno-oro muestra la localizacidén de parciales de oro
(flechas) conjugados al anticuerpo Robo2 en el proceso basal
(fp) de un podocito de un ratén de 3 semanas de edad. GRM,
membrana basal glomerular. Aumento: 50,000X. Ver también
FIGS. 5A-5M.

Las FIGS. 2A-2J muestran gque el Robo2 interactua
con la proteina adaptadora Nck vy forma un complejo con

nefrina. (FIG. 2A) los ensayos de dos hibridos de levadura
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muestran una interaccidn positiva entre el dominio

intracelular Robo2 (Robo2-ICD) y Nckl. El reportador LacZ (X-

gal): +++, la levadura se volvid oscura; ++, luz; -, blanco
en 24 horas. Reportador de leucina (-Leu): +, la levadura se
desarrolldé; -, la levadura no se desarrolld. CC, regidn

conservada citoplédsmica. Los numeros indican las posiciones
de residuos en la proteina de longitud completa. (FIG. 2B)
los ensayos de dos hibridos de levadura muestran que 1los
primeros dos dominios SH3 de Nckl son requeridos para su
interaccién con Robo2-ICD. (FIG. 2C) Los ensayos de dos
hibridos de 1levadura muestran los dominios de enlace
potenciales gque median la interaccidén de Robo2 y Nckl. La
secuencia es la regidén de enlace potencial en Robo2 para
Nckl. Se destacan las regiones ricas en prolina. (FIG. 2D) La
Co-precipitacidén de Robo2 y Nck. Los lisados celulares en la
linea 5 se recolectan de células transfectadas con His-myc-
Robo2 (utilizadas en las lineas 1 y 2); los lisados celulares
en la linea 6 se recolectan de células transfectadas con His-
myc-Robo2-ANBD (utilizadas en las lineas 3 y 4). (FIG. 2E) La
co-precipitacidén de Robo2, Nck, y nefrina. (FIG. 2F) Una co-
precipitacidén similar como (FIG. 2E) excepto que la His-myc-
nefrina se extrae en lugar de His-myc-Robo2. (FIG. 2G) La co-
inmunoprecipitacién de Robo2 enddbgeno de rifiébn, Nck, vy
nefrina. (FIG. 2H) Un ensayo similar como (FIG. 2G) excepto

que los precipitados se preparan utilizando anticuerpo anti-
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nefrina de ratdén. (I) Slit2 mejora la formacidn en complejo
de Robo2-Nck-nefrina. His-myc-Robo2, nefrina, vy Fyn se
expresan en las células HEK que se estimulan con medio
acondicionado con S1it2 (lineas 1, 3) o medio acondicionado
de control (linea 2, 4y . (FIG. 2J) Cuantificacidén de
intensidad de (FIG. 21). Los datos se representan como media
+ SEM; n=7, *p < 0.05, **p < 0.01 comparado con la prueba t
de student pareada, de control. Ver también las FIGS. 6A-6F'.

Las FIGS. 3A-3G muestran que la sefializacidén S1lit2-
Robo2 inhibe la polimerizacidén de actina mediada por nefrina.
(FIG. 3A) CD1l6/7-NCD se co-expresa con Robo2 en células HEK,
que se tratan con anti-CDl16 y anticuerpo anti-IgG conjugado
con rodamina en presencia de medio acondicionado con S1it?2
(S1it) o medio acondicionado de control (CTL). Las células
luego se fijan y se tifien con faloidina conjugada con FITC
para revelar la F-actina. Barra de escala, 5 um. NCD: dominio
citoplésmico de nefrina. (FIG. 3B) Un ensayo similar como
(FIG. 3A) excepto que CD16/7-NCD se reemplaza por CD16/7-HA vy
se utiliza como un ensayo de control. (FIG. 3C) El porcentaje
de las células con las colas de F-actina sobre las células
totales con las agrupaciones CD16/7 en cada grupo se
cuantifica. Los datos se representan como media * SEM, *p <
0.01, n=>5. (FIG. 3D) CD16/7-NCD en (FIG. 3A) se
inmunoprecipita por el anticuerpo anti-CD 16 después de la

estimulacién del medio acondicionado con S1it2 (lineas 1 y 3)
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0 el medio acondicionado de control (lineas 2 y 4). Notar la
F-actina reducida en la linea 1. El1 CD 16/7-HA se utiliza
como un control negativo. (FIG. 3E) Cuantificacidén de
intensidad de (FIG. 3D). Los datos se representan como media
+ SEM; n=4, *p < 0.05 comparados con la prueba t de student
pareada, de control. (FIG. 3F) Inmunoprecipitacién de nefrina
de rifiones de ratdédn homocigotos inactivados con Robo2 (Robo2-
/=), heterocigotos (Robo2+/-), y de tipo silvestre (Robo2+/+)
que utilizan el anticuerpo anti-nefrina. Notar la F-actina
incrementadas en 1la linea 3. (FIG. 3G) Cuantificacién de
intensidad de (FIG. 3F). Los datos se representan como media
+ SEM; n=4, *p < 0.05 comparados con el andlisis ANOVA, de
tipo silvestre y heterocigoto. Ver también las FIGS. 7A-7C.
Las FIGS. AA-4AW muestran los fenotipos
estructurales de podocitos en ratones nulos homocigotos de
Robo2, inactivados especificos de podocitos de Robo2, vy
genéticamente desactivados dobles Robo2 y Nphsl. (FIGS. 4A y
4B) Iméagenes representativas de recién nacido muestran 1los

cuerpos de podocitos (cabezas de flecha) y la capsula de

Bowman (flechas) en ratones nulos homocigotos de tipo
silvestre (FIG. 4 A) vy Robo2 (FIG. 4B). (FIGS. 4C vy 4D)
Imagenes con alto aumento de (FIGS. 4A vy 4B) muestran

procesos basal de podocitos (flechas) en rifiones de recién
nacido. Barra de escala, 1 um. (FIGS. 4E vy 4F) Imégenes

representativas de rifiones de 3 semanas en aumento bajo
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muestran el cuerpo de células de podocitos (cabezas de
flecha) en un ratdén nulo homocigoto Robo2 (FIG. 4F) comparado
con un control de edad coincidente (FIG. 4E). (FIGS. 4G y 4H)
Imdgenes de aumento méds alto de (FIGS. 4E y A4F) procesos
basales divagantes méds cortos desorganizados (flecha) en un
ratén nulo homocigoto Robo2 de 3 semanas (FIG. 4H) comparado
con los proceso basal similar a cremallera bien organizados
en el control de edad coincidente (FIG. 4G). Barras de
escala: 2 um. (FIGS. 41 vy 4J) Las 1imagenes de microscopia
electrénica de transmisidén representativas (aumento a 5000x)
representan el borramiento de proceso basal de podocitos
segmentario focal (flecha en 1la FIG. 4J) en un ratdn
inactivado especifico de podocitos de Robo2 de un mes de
edad. Y el fenotipo normal en el control. (FIG. 41).
Abreviaciones: gc: capilar glomerular; us: espacio urinario.
(FIGS. 4K y 4L) Las 1imagenes de microscopia electrdnica de
transmisién de aumento més alto (40000x) muestran procesos
basales de podocitos mas amplios (flecha en la FIG. 4L) en un
ratdé4n mutante especifico de podocitos de Robo2 de dos meses
de edad comparado con el control (FIG. 4K) . Las
abreviaciones: fp, proceso basal de podocitos; GBM, membrana
basal glomerular. (FIG. 4M) La cuantificacidén del ancho del
proceso basal de podocitos en ratones inactivados especificos
de podocitos de Robo28etd/fox,mghehs2=Cret go ypn mes de edad (Robo2

KO) y los controles de crias de la camada de tipo silvestre
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(WT) . Los datos se representan como media * SEM, n=333, *p <
0.01. (FIG. 4N) Ensayo ELISA de la muestra de orina muestra
una relacidén de albumina/creatinina elevada en ratones
adultos (KO) Robo2dets/flox, Nphs2-Cre+ comparados con los de
tipo silvestre de control (WT). Los datos se representan como
media + SEM, n=20, *p < 0.01. (FIG. 40) tincién de Western
muestra la presencia de la albUmina en la orina; 1lul de orina
se carga en cada cavidad, 0.2g de albUmina se utiliza como un
control positivo. WT, tres crias de camada de tipo silvestre;
Robo?2 KO, tres ratones Robo2del5/flox; Nphs2-Cre+
individuales. (FIGS. 4P vy 4Q) Imdgenes de microscopia
electrénica de exploracidédn representativas muestran 1los
procesos basales de podocitos de interdigitalizacidn
alterados que se asemejan a protuberancias celulares
desorganizadas (flechas) en el rifién de ratdén recién nacido
homocigoto individual Nphsl-/-. Barras de escala: 1 um.
(FIGS. 4R y 4S) Glomérulos de ratones recién nacidos
homocigotos dobles Nphsl-/-Robo2-/- muestran los procesos
basales de interdigitalizacidn restaurados (flechas),
indicando el alivio del fenotipo nulo de nefrina al inactivar
genéticamente el Robo2. (FIGS. 4T vy 4U), Glomérulos de
ratones recién nacidos homocigotos individuales Robo2-/-
muestran procesos basales irregulares y mas amplios pero
formacidén de patrdén de interdigitalizacién extensiva

(flechas). (FIGS. 4V y 4W), Glomérulos de ratones de tipo
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silvestre recién nacidos con patrén de interdigitalizacidn
regular normal del proceso basal (flechas). Ver también FIGS.
8A-8Z y Tablas 1-4.

Las FIGS. 5A-5M muestran que el Robo2 se expresa en
los glomérulos de desarrollo y adultos. (FIGS. 5A y 5B) E1
andlisis de hibridacién in situ muestra que los transcriptos
Robo2 se expresan en los glomérulos en desarrollo (flechas)
en E16.5. Aumento: 60X (FIG. 5A) y 200X (FIG. 5B). (FIGS. 5C-
5F) Los estudios de inmunohistoquimica (IHC) revelan que el
Robo2 se expresa durante los glomérulos en desarrollo de
E14.5 a E17.5. Aumento: 600X. (FIG. 5G) La IHC muestra que
Robo2 se expresa especificamente en los glomérulos de ratones
adultos a las 5 semanas de edad (FIG. 5G). E1 DAPI marca los
nticleos celulares en el rifndén. Aumento: 400X. (FIG. B5H)
Tinciones de co-localizacidén de IHC de rifibn de 5s muestra
que el Robo2 se co-expresa en el glomérulo con el marcador de
podocitos Wtl. Aumento: 600X. (FIGS. 5I-5K) Robo2 y WT1l se
co-expresan en el glomérulo de ratdn en E16.5. Aumento: 600X.
(FIGS. 5L y 5M) Tinciones de co-localizacidén de IHC de rifidn
de 5s muestran que el Robo2 se co-expresa en el glomérulo con
el marcador de células mesangiales Pdgfrb (FIG. 5L), y el
marcador de células endoteliales Pecaml (FIG. 5M). Aumento:
600X.

Las FIGS. 6A-6F' muestran que el Robo2 interactuia

con Nck y forma un complejo con nefrina, que es aumentado por
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la estimulacién de Slit2. (FIG. 6A) Co-IP de Robo2 y nefrina
con Nck enddbgeno. Robo2, nefrina, y Fyn se expresan en
células HEK y se estimulan por Slit2. E1 Nck enddbgeno se
inmunoprecipita por un anticuerpo anti-Nck. La IgG de ratédn
se utiliza como un control. La formacidén compleja con nefrina
se aumenta por la expresién de S1lit2 y Fyn. (FIGS. 6B y 6C)
S1it2 se expresa en los glomérulos de ratdn recién nacido por
la tincidén de Inmunoperoxidasa (FIG. 6B) y se co-expresa en
el glomérulo con el marcador de podocitos Sinaptopodina (FIG.
6C) . Aumento: 600X. (FIGS. 6D y 6D') CDl6/7-NCD se co-expresa
con Robo2 en células HEK en presencia de S1it2, tratadas con
anticuerpo anti-CD16 vy anticuerpo anti-IgG conjugado con
rodamina, luego se fija y se tifie con anticuerpo anti-Robo2.
Las agrupaciones CD16/7-NCD se co-localizan con Robo2 (FIG.
6D) pero no se observa la co-localizacidn en las agrupaciones
CD16/7-HA de control (FIG. 6D'). Barra de escala: 5 um. NCD:
dominio citoplésmico de nefrina. (FIGS. 6E y O6E') Supresidn
del dominio de enlace a Nck (NBD) en RoboZ2 deteriora su co-
localizacidén con CD16/7-NCD en presencia de Slit2. Las
agrupaciones CD16/7-NCD se co-localizan con Robo2 (FIG. O6E)
pero no se observa co-localizacidédn en las agrupaciones Robo2-
ANBD (FIG. 6E'). Barra de escala: 5 um. (FIGS. 6F y 6F') La
estimulacién de Slit2 mejora la co-localizacidén de CD16/7-NCD
y Robo2 en células HEK. Las agrupaciones CD16/7-NCD se co-

localizan con Robo2 en presencia de Slit2 (FIG. 6F) pero no
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con el medio acondicionado de control (FIG. 6F'). Barra de
escala: 5 um.

Las FIGS. 7A-7C muestran que la supresidén del
dominio de enlace a Nck de Robo2 compromete la inhibicidén de
S1lit2-Robo2 en 1la polimerizacién de actina inducida por
nefrina. (FIG. 7A) CD16/7-NCD vy Robo2 se co-expresaron a
células HEK, se agruparon con anticuerpo anti-CDl6 vy el
anticuerpo anti-IgG conjugado con rodamina en presencia del
medio acondicionado con S1it2 (S1it2) o el medio
acondicionado de control (CTL). Las células luego se fijaron
y se tifieron con faloidina conjugada con FITC para revelar
fibras de F-actina. Las agrupaciones de CDl16/7-NCD vy 1las
fibras de F-actina se examinaron utilizando microscopia
confocal. Barra de escala, 5um. NCD, dominio de citoplasmico
de nefrina. (FIG. 7B) CDl16/7-NCD y Robo2-ANBD se co-
expresaron en células HEK. Barra de escala, 5um. NBD, dominio
de enlace a Nck. (FIG. 7C) Se cuantificdé el porcentaje de
células con colas de F-actina sobre células totales con
agrupaciones CD16/7-NCD en cada grupo. Los datos se
representan como media * SEM, *p = 1.436x107°, **p = 6.32x10"
°, n=5, ANOVA.

Las FIGS. 8A-8Z muestran el fenotipo glomerular en
ratones nulos homocigotos RoboZ2, inactivados especificos de
podocitos de Robo2, inactivados dobles Robo2 y Nphsl, y un

modelo propuesto de sefilalizacidén de Robo2-Nefrina. (FIGS. 8A-
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8F) Analisis de microscopia electrdénica de transmisidédn de 1la
ultraestructura glomerular de rifidn de ratones mutantes
Robo2%e13/de15 aqén nacidos (NB) . (FIGS. 8A, 8C, 8E)
Ultrastructura glomerular de un ratén de control Robo2
heterocigoto recién nacido en aumentos bajos (FIG. 8 A,
2200X), medios (FIG. 8C, 15500X) vy altos (FIG. 8E, 52000X).
(FIGS. 8B, 8D, 8F) Ultrastructura glomerular de un ratdn
mutante Robo2 (-/-) (es decir, Robo29et®/dels) homocigoto recién

nacido en aumentos bajos (FIG. 8B), medios (FIG. 8D) y altos

(FIG. 8F). Las flechas indican el Dborramiento del proceso
basal focal. Abreviaciones: gc: capilar glomerular; us:
espacio urinario; GBM: membrana basal glomerular. (FIGS. 8G-

8N) patrones de proceso basal de podocitos a anormal de
ratones inactivados especificos de podocitos de Robo2. (FIGS.
8G-8J) Representan 1imagenes de microscopia electrdnica de
exploracioén representativas de glomérulos de ratones
inactivados especificos de podocitos de RobodeBWfkm;Nphs2—
Cre’ de un mes de edad y ratones de control Robo2f°** de edad
coincidente. Las irregularidades leves de 1los procesos
basales de podocitos de interdigitalizacidn se encontraron en
un ratdén inactivado especifico de podocitos de Robo2 de un
mes de edad (FIGS. 8K y 8N). A los siete meses de edad, los
ratones inactivados especificos de podocitos de Robo2
desarrollaron notablemente procesos basales irreqgulares

(FIGS. 8L y 8N). Barras de escala: 10 um (FIGS. 8G, 8H, 8K,
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8L a 2000x de aumento) y 2 um (FIGS. 81, 8J, 8M ,8N a 13000x
de aumento). (FIGS. 80-8T) Morfologia glomerular en ratones
inactivados especificos de podocitos de Robo2. (FIGS. 80-8R)
Tincidén de &cido peridédico de Schiff (PAS) mostrd expansidn
de matriz mesangial de los glomérulos de ratones inactivados
especificos de podocitos de Robo2 de 2 y 6 meses de edad
(FIGS. 8P, 8R) comparados con los controles de edad
coincidente (FIGS. 80, 8Q) . (FIG. 83) El andlisis
cuantitativo de glomérulos muestra la expresién de matriz
mesangial en ratones inactivados especificos de podocitos de
Robo2 de 12 meses de edad (MU) comparados con los controles
de tipo silvestre de edad coincidente (WT). Los datos se
representan como media * SEM, n=5, *p < 0.01. La inactivaciédn
genética especifica de podocitos de Robo2 (T) no afecta los
nameros de podocitos. Las células de podocitos se
identificaron wutilizando la tincidén WT-1. E1 numero de
podocitos por seccidén transversal glomerular se contd en
cuatro ratones inactivados especificos de podocitos de
Robo2dets/flox, mghehs2-Cret qa  yn afioc de edad (MU) comparados con
cuatro ratones de tipo silvestre de edad coincidente (WT).
Los datos se representan como media = SEM, p = 0.645, prueba
t; mutante: n=165 glomérulo; control: n=166 glomérulo. (FIGS.
8U-8Y) Fenotipo glomerular en ratones inactivados dobles
Robo2 y Nphsl. (FIG. 8U) Tincidén H&E muestra los glomérulos

con dilataciones caracteristicas del espacio de Bowman
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(asteriscos) en un ratdn recién nacido homocigoto individual
Nphsl#‘, 400x. (FIG. 8V) Glomérulos de un ratdédn recién nacido
homocigoto individual Robo2™/” muestra la ausencia de las
dilataciones del espacio de Bowman; 400x. (FIG. 8W) Los
glomérulos de bUsqueda normales sin dilataciones espaciales
de Bowman significativas (flechas) se muestran en un ratdn
recién nacido homocigoto doble Robo2™/7, Nphsl”h que indica el
alivio del fenotipo glomerular Nphsl‘”; 400x. (FIG. 8X)
Tincidén de H&E de rifién de glomérulos normales de un control
de ratdédn recién nacido de tipo silvestre de edad coincidente;
400x. (FIG. 8Y) Cuantificacién de 1los glomérulos con el
espacio de Bowman dilatado en ratones recién nacidos muestra
la reduccidén significativa de los glomérulos con el fenotipo
de dilatacidén caracteristico del espacio de Bowman en
homocigotos dobles Robo2™’7, Nphsl”L comparados con el
homocigoto individual Nphsl™”~ (Robo2™/7; Nphsl™”7). Los datos
se representan como media * SEM, *p < 0.01. (FIG. 8Z) Un
modelo de efectos inhibidores de sefializacidén Slit2-Robo2 en
nefrina para influir en la estructura del proceso basal de
podocitos. Bajo condiciones fisioldégicas (por ejemplo,
durante el desarrollo de proceso basal), 1los dominios de
tirosina fosforilada intracelular de nefrina (YDxV-p)
reclutan Nck a través de su interaccidén con el dominio SH2.
Nck a su vez recluta 1los reguladores de citoesqueleto a

través de sus dominios SH3 para promover la polimerizacidédn de
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actina. El1 Slit2 se enlaza a Robo2 para incrementar la
interaccidén del dominio intracelular Robo2 con los dominios
SH3 de Nck, que evitaria el enlace de Nck a los reguladores
de citoesqueleto y daria por resultado una inhibicién de 1la
polimerizacidn de actina inducida por nefrina. La
polimerizacién de actina balanceada se mantiene durante el
desarrollo de podocitos para una estructura de proceso basal
normal. En ausencia de la sefializacidén de S1lit2-Robo2 (por
ejemplo, cuando Robo2 se inactiva), los efectos inhibidores
de Robo2 en 1la polimerizacién inducida por nefrina se
pierden. Los dominios SH3 de Nck son capaces de interactuar
con los reguladores de citoesqueleto corriente abajo para
incrementar la polimerizacidén de actina, que puede explicar
la estructura del proceso basal de podocitos alterada en
ratones mutantes Robo2. Abreviaciones: Ig: Dominio de
Inmunoglobulina; FN3: Dominio tipo 3 de Fibronectina; SH2:
dominio homélogo 2 Src; SH3: dominio hombélogo 3 Src; CCO,
CCl, CC2, CC3: Regidén conservada citoplésmica 0, 1, 2, 3.
DESCRIPCION DETALLADA

Se ha mostrado previamente que Robo2 es el receptor
de superficie celular para la sefial guia repulsiva Slit y que
es implicada en la migracidén guia de axdn y neuronal en el
sistema nervioso. La nefrina es una proteina slit-diafragma
de podocitos que funciona en la barrera de filtraciédn

glomerular de rifibn. Los inventores muestran en la presente
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que el Robo2 se expresa en la superficie basal de 1los
podocitos, tales como podocitos de ratdén, y se co-localiza
con nefrina. Los estudios bioquimicos indican que Robo2 forma
un complejo con nefrina en el rifién a través de la proteina
adaptadora en Nck. En contraste a la funcién de la nefrina
que promueve la polimerizaciédn de actina, 1los inventores
muestran en la presente que la sefilalizacidédn Slit2-Robo?2
inhibe la polimerizacidén de actina inducida por nefrina, Por
ejemplo, la cantidad de F-actina asociada con nefrina se
incrementa en los ratones inactivados Robo2 que desarrollan
una estructura de proceso Dbasal de podocitos alterada vy
microalbuminuria. Los estudios de interaccién genética
revelan ademéds que la pérdida de Robo2 mejora el fenotipo de
podocitos anormal en el ratdn nulo de nefrina. Los resultados
proporcionados en la presente muestran que la seflalizacidn
Robo2 acttia como un regulador negativo en la nefrina para
influir en la arquitectura del proceso basal de podocitos.
Ademds, se ha mostrado gque un paciente gque tiene
reflujo wvesicouretral (VUR) tiene una translocacidén de
cromosomas que altera el gen ROBO2 y produce proteinas de
fusidén ROBO2 negativas dominantes gque anulan la ruta de
sefializacidn SLIT2-ROBO2. Normalmente, el VUR es una
enfermedad caracterizada por el flujo retrogrado de orina de
la vejiga en los uréteres y rifibn y los pacientes con VUR

pueden presentarse con nefropatia de reflujo, una condicidn
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que se manifiesta con proteinuria grave. Se ha mostrado que
las proteinas de fusidén ROBO2 negativas dominantes producidas
por un paciente con VUR bloquea la ruta de seflalizacidn
SLIT2-ROB0O2 y protege al paciente de la nefropatia de reflujo
y proteinuria, confirmando de esta manera y apoyando ademas
los resultados de los inventores en los modelos animales del
valor terapéutico del objetivo de la ruta de seflalizacidn
SLIT2-ROBO2 para el tratamiento de la enfermedad de rifdn
crbdnica.

En el rifiébn normal, la pared capilar glomerular
trilaminal, compuesta de células endoteliales fenestradas,
membrana basal y podocitos, restringen la permeabilidad a las
proteinas plasmaticas. Los podocitos son células epiteliales
especializadas que extienden los ©procesos primarios vy
secundarios para cubrir la superficie exterior de la membrana
basal glomerular. Los procesos secundarios de
interdigitalizacién ricos en actina, o procesos basales, de
los podocitos vecinos crean slit de filtracién conectadas por
un slit-diafragma semi-poroso que forma la barrera final a la
permeacidén de la proteina. Mientras que las mutaciones
genéticas de las proteinas slit-diafragma de podocitos tal
como nefrina y otras se asocian con la formas hereditarias de
la enfermedad renal proteintrica (Tryggvason y colaboradores,
2006), ha sido evidente que las proteinas gque constituyen vy

se asocian con el slit-diafragma son m&s que una barrera
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estructural simple. Estas proteinas forman una red de
sefializacidén balanceada que puede influir en la estructura
del proceso basal de podocitos y funciona a través de 1la
interaccioén del citoesqueleto de F-actina (Faul %
colaboradores, 2007; Jones vy colaboradores, 2006; Verma vy
colaboradores, 2000).

Las proteinas de 1la familia Roundabout (Robo),
Robol, Robo2, Robo3 y Robo4 son receptores de superficie
celular para el ligando secretado Slit (Dickson y Gilestro,
2006) . Sl1litl, Sl1lit2, vy Sl1lit3 se encontraron originalmente
como seflales guia repulsivas para las neuronas de orientaciédn
y migraciédn de axones durante el desarrollo del sistema
nervioso (Guan y Rao, 2003). La proteina transmembrana Robo
contiene cinco motivos Ig y tres repeticiones tipo III de
fibronectina III (FNIII) en su dominio extracelular (Dickson
y Gilestro, 2006). Mientras que ambos motivos 1 y 2 de
inmunoglobulina (Ig) interacttan con Slit, el primer motivo
Igl de Robo es el sitio de enlace primario para Slit (Dickson
y Gilestro, 2006). El1 dominio intracelular de Robo tiene
cuatro secuencias conservadas citoplasmicas (CC) nombradas
cco, cc1, cc2, y CC3 (Bashaw y colaboradores, 2000; Kidd vy
colaboradores, 1998; Morlot y colaboradores, 2007; Zallen vy
colaboradores, 1998). CCO y CCl contienen tirosina, mientras
que CC2 vy CC3 son estiramientos ricos en prolina. La

actividad repulsiva de la sefializacidén de SLIT-ROBO inhibe la
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polimerizacidédn de actina (Guan y Rao, 2003) o induce 1la
despolimerizacidén de F-actina (Piper y colaboradores, 2006).

La sefializacién de SLIT-ROBO también desemperfia
funciones cruciales durante la induccidén renal temprana y la
proliferacién de yemas uretrales. Los mutantes de ratdn que
carecen de Sl1it2 o RoboZ desarrollan vyemas Uuretrales
supernumerarias, que conducen a un amplio aspecto de fenotipo
del tracto urinario que 1incluyen rifiones duplex, uniones
ureterovesicales anormales e hidronefrosis (Grieshammer vy
colaboradores, 2004; Lu y colaboradores 2007). La alteraciédn
de ROBOZ2 en los humanos provoca anomalias congénitas de los
rifiones y tractor urinarios (CAKUT), y mutaciones puntuales
de ROBOZ2 se han identificado en paciente con reflujo
vesicouretral (VUR) (Lu y colaboradores, 2007). Los estudios
recientes de los inventores muestran gque RoboZ es crucial
para la formacién de un orificio uretral normal y para el
mantenimiento de un mecanismo anti-reflujo efectivo (Wang vy
colaboradores, 2011).

En este punto los inventores muestran que el Robo2
es una proteina de podocitos novedosa expresada en la
superficie basal de los podocitos glomerulares en el rifién y
se co-localiza con la nefrina y podocina. El1 Robo2 interactla
directamente con los dominios de proteina adaptadora Nck SH3
y forma un complejo con nefrina. Mientras gque 1los ratones

inactivados de Robo?2 desarrollan  procesos basales de
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podocitos alterados, la pérdida de Robo2 mejora las
anormalidades estructurales de proceso basal que se observa
en los ratones nulos de nefrina. Estos resultados descritos
en la presente indican que la sefializacién Robo2 actla como
un regulador negativo en la sefalizacidédn de nefrina para
incluir en la arquitectura del proceso basal de podocitos.
Ademéas, como se muestra en la presente, se ha descubierto que
las proteinas de fusidén ROBO2Z2 negativas dominantes producidas
por un paciente bloquea la ruta de sefializacidén SLIT2-ROBO2 y
protege al paciente de la nefropatia de reflujo vy 1la
proteinuria, confirmando de esta manera y apoyando ademds los
resultados descritos en la presente en los modelos animales
del volumen terapéutico para fijar como objetivo la ruta de
seflalizacidén SLIT2-ROBO2 para el tratamiento de enfermedad de
rifiébn crénica.

Por consiguiente, en algunos aspectos, se
proporcionan en la presente métodos para el tratamiento de
enfermedad de rifién crdénica en un sujeto en necesidad del
mismo, tal método que comprende ademads administrar a un
sujeto que tiene o estd en riesgo de una enfermedad de rifién
crbnica una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicioén que comprende un inhibidor de ruta de
sefializacidén SLIT2-ROBOZ2.

También se proporcionan en la presente, en algunos

aspectos, métodos para la reduccidédn de la proteinuria en un



10

15

20

25

36

sujeto en necesidad del mismo, que comprende administrar a un
sujeto que tiene o0 estd en riesgo de proteinuria una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicidn que comprende un
inhibidor de la ruta de sefializacidén SLIT2-ROBO2.

En otros aspectos, se proporcionan en la presente
métodos para prevenir enfermedades renales o para promover la
profilaxis de enfermedades renales en un sujeto en necesidad
del mismo, que comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicidn que comprende un
inhibidor de ruta de sefializacidén SLIT2-ROBO2 para prevenir o
promover la profilaxis de la enfermedad renal en el sujeto.

También se proporcionan en la presente, en algunos
aspectos, métodos para mitigar los efectos de la enfermedad
renal, reducir la gravedad de la enfermedad renal, reducir la
probabilidad de desarrollar una enfermedad renal y/o
desacelerar la progresién de la enfermedad renal en un sujeto
en necesidad del mimo.

Como se utiliza en la presente, “ROB0O2” se refiere
al polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de:
MARRHERVTRRMWTWAPGLLMMTVVFWGHQGNGQGQGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSK
GEPTTLNCKAEGRPTPTIEWYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDE
GSYVCVARNYLGEAVSRNASLEVALLRDDFRONPTDVVVAAGEPAILECQPPRGHPEPTIY
WKKDKVRIDDKEERISTRGGKLMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTFE
LRRPINQVVLEEEAVEFRCQVQGDPOQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDE

GTYMCIAENRVGKMEASATLTVRAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPQPAVEFWQK
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EGSONLLEFPNQPOQOPNSRCSVSPTGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTD
VLTDRPPPITLOGPANQTLAVDGTALLKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQG
TLOIKNLRISDTGTYTCVATSSSGETSWSAVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTD
VTKNSVTLSWQPGTPGTLPASAYITEAFSQSVSNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLF
MVRAINPQGLSDPSPMSDPVRTQDISPPAQGVDHRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQV
TWTVDROPQFIQGYRVMYRQTSGLOATSSWONLDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYETIKVRPY
FNEFQGMDSESKTVRTTEEAPSAPPOSVTVLTVGSYNSTSISVSWDPPPPDHONGIIQEYK
IWCLGNETRFHINKTVDAAIRSVIIGGLFPGIQYRVEVAASTSAGVGVKSEPQPITIGRRN
EVVITENNNSITEQITDVVKQPAFIAGIGGACWVILMGESIWLYWRRKKRKGLSNYAVTEQ
RGDGGLMSNGSRPGLLNAGDPSYPWLADSWPATSLPVNNSNSGPNEIGNFGRGDVLPPVPG
QGDKTATMLSDGAIYSSIDEFTTKTSYNSSSQITQATPYATTQITLHSNSTHELAVDLPDPQW
KSSIQQKTDLMGEFGYSLPDONKGNNGGKGGKKKKNKNSSKPQKNNGSTWANVPLPPPPVQP
LPGTELEHYAVEQQENGYDSDSWCPPLPVQTYLHQGLEDELEEDDDRVPTPPVRGVASSPA
ISFGOOSTATLTPSPREEMOPMLOAHLDELTRAYQFDIAKQTWHIQSNNQPPQPPVPPLGY
VSGALISDLETDVADDDADDEEEALEIPRPLRALDQTPGSSMDNLDSSVTGKAFTSSQRPR
PTSPEFSTDSNTSAALSQSQRPRPTKKHKGGRMDQOQPALPHRREGMTDEEALVPYSKPSEPS
PGGHSSSGTASSKGSTGPRKTEVLRAGHQRNASDLLDIGYMGSNSQGQFTGEL

(isoforma del hombélogo 2 Roundabout de Homo sapiens ROBO2a;
SEQ ID NO: 1), <como se describe por, por ejemplo, NP
001122401.1 y codificada por NM 001128929.2 (SEQ ID NO: 2); o
MSLLMFTQLLLCGFLYVRVDGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSKGEPTTLNCKAEGRPTPT
IEWYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDEGSYVCVARNYLGEAVSR
NASLEVALLRDDFRONPTDVVVAAGEPATLECQPPRGHPEPTIYWKKDKVRIDDKEERIST
RGGKLMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTFLRRPINQVVLEEEAVEF

RCOVQGDPQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDEGTYMCIAENRVGKMEAS
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ATLTVRAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPOQPAVFWOKEGSONLLEPNQPQQPNS
RCSVSPTGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTDVLTDRPPPITILQGPANQ
TLAVDGTALLKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQGTLOQIKNLRISDTGTYTC
VATSSSGETSWSAVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTDVTKNSVTLSWQPGTPGT
LPASAYIIEAFSQSVSNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLFMVRAINPQGLSDPSPMS
DPVRTQDISPPAQGVDHRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQVTWTVDRQPOQFIQGYRVM
YROTSGLOATSSWONLDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYETIKVRPYFNEFQGMDSESKTVRTT
EEAPSAPPQSVTVLTVGSYNSTSISVSWDPPPPDHONGIIQEYKIWCLGNETRFHINKTVD
AATRSVIIGGLFPGIQYRVEVAASTSAGVGVKSEPQPITITIGRRNEVVITENNNSITEQITD
VVKQPAFTIAGIGGACWVILMGFSIWLYWRRKKRKGLSNYAVTFQRGDGGLMSNGSRPGLLN
AGDPSYPWLADSWPATSLPVNNSNSGPNEIGNFGRGDVLPPVPGQGDKTATMLSDGAIYSS
IDFTTKTSYNSSSQITQATPYATTQILHSNSTITHELAVDLPDPOQWKSSIQQKTDLMGFGYSL
PDONKGNNGGKGGKKKKNKNSSKPOKNNGSTWANVPLPPPPVOQPLPGTELEHYAVEQQENG
YDSDSWCPPLPVQTYLHQGLEDELEEDDDRVPTPPVRGVASSPATISFGQQSTATLTPSPRE
EMOPMLQAHLDELTRAYQFDIAKQTWHIQSNNQPPOQPPVPPLGYVSGALISDLETDVADDD
ADDEEEALETIPRPLRALDQTPGSSMDNLDSSVTGKAFTSSQRPRPTSPEFSTDSNTSAALSQ
SQRPRPTKKHKGGRMDQQOPALPHRREGMTDEEALVPYSKPSFPSPGGHSSSGTASSKGSTG
PRKTEVLRAGHQRNASDLLDIGYMGSNSQGQFTGEL (isoforma del homdélogo 2
de Roundabout de Homo sapiens ROBO2b; SEQ ID NO: 3), como se
describe por, por ejemplo, NP 002933.1 vy codificada por
NM 002942.4 (SEQ ID NO: 4), junto con cualquiera de las
variantes alélicas, de empalme de origen natural, y formas
procesadas de las mismas. Tipicamente, ROBO2 se refiere a
ROBO2 humano. El gen de ROBO2 se conserva en chimpancé, mono

Rhesus, perro, vaca, ratdn, rata, pollo, pez cebra, mosca de
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la fruta, mosquito, y C.elegans. Los residuos especificos de
ROBO2 se pueden referir como, por ejemplo, “ROBO2 (30)"”.

Los dominios especificos de ROBO2 se pueden
preferir por tal nomenclatura también. La N-terminal o
“dominio extracelular de ROBO2”, que compren 1los cinco
motivos de inmunoglobulina y tres repeticiones de tipo III de
fibronectina (FNIII) se pueden referir como ROBO2 (46-848) de
SEQ ID NO: 1 o ROBO2(30-832) of SEQ ID NO: 3, por ejemplo.
Los motivos de inmunoglobulina (Ig) 1 y 2 que interactian con
S1lit2, o el “dominio de enlace a Ig SLIT” se pueden referir
como ROBO2 (46-145) y ROBO2(151-237) respectivamente de SEQ ID
NO: 1, vy ROBO2(30-129) vy ROBO2(135-221) respectivamente de
SEQ ID NO: 3. Similarmente, el “dominio intracelular” que
comprende el “dominio de enlace intracelular Nck”, que
comprende los cuatro motivos ricos en prolina intracelulares,
descritos en la presente, se pueden referir como ROBOZ2 (881-
1378) de SEQ ID NO: 3.

Como se wutiliza en la presente, los términos
“inhibidor de ROBO2”, “antagonista de ROBO2” “agente de
inhibidor de ROBO2” vy “agente de antagonista de ROBO2” se
refieren a una molécula o agente que bloquea, y reduce o
interfiere significativamente con la actividad bioldégica de
ROBO2 (de mamifero, tal como humano, ROBO2) in vitro, in
situ, vy/o 1in wvivo, incluyendo la actividad de 1las rutas

corriente abajo por la sefializacién ROBO2, tal como, por
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ejemplo, interaccidn ROBO2 con la proteina adaptadora Nck y/o
formacidén compleja con nefrina, inhibicidén mediada por SLIT2-
ROBO-2 de polimerizacién de actina mediada por nefrina, y/o
induccién de una respuesta celular a ROBO2. El1 término
“agente” como se utiliza en la presente en referencia a un
inhibidor de ROBO2 significa cualquier compuesto o sustancia
tal como pero no limitado a, molécula pequefia, acido
nucleico, polipéptido, péptido, farmaco, ién, etc. Un
“agente” puede ser cualquier quimico, entidad, o porcidn,
incluyendo, sin limitacidén, entidades ©proteinicas y no
proteinicas sintéticas vy de origen natural. En algunas
modalidades de 1los aspectos descritos en la presente, un
agente es un A&cido nucleico, un analogo de &cido nucleico,
una proteina, un anticuerpo, un péptido, un aptamero, un
oligbmero de acidos nucleicos, un aminoacido, o un
carbohidrato, e incluye, sin limitacidn, proteinas,
oligonucledbétidos, ribozimas, DNAzimas, glicoproteinas, RNAs
anti-sentido, siRNAs, lipoproteinas, aptameros, %
modificaciones 'y combinaciones de los mismos etc. Los
compuestos para el uso en las composiciones terapéuticas vy
métodos descritos en la presente se pueden conocer por tener
una actividad y/o propiedad deseada, o se pueden seleccionar
de una biblioteca de diversos compuestos, utilizando métodos
de clasificacidédn conocidos por una persona de experiencia

ordinaria en la técnica.
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Los 1inhibidores de ROBO2 ejemplares contemplados
para el uso en los diversos aspectos y modalidades descritas
en la presente incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos
anti-ROB0O2 o fragmentos de enlace a antigeno de los mismos
que se enlazan especificamente a ROBO2; moléculas anti-
sentido dirigidas a un &cido nucleico que codifica ROBOZ2 (por
ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos); moléculas de RNA de
interferencia corto (“siRNA”) dirigidas a un &acido nucleico
que codifica ROBO2 (por ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos);
aptadmeros de RNA o de DNA gue se enlazan a ROBO2, e
inhiben/reduce/bloquean la sefializacién mediada por ROBO2;
andlogos estructurales ROBO2; y proteinas ROBO2 solubles,
polipéptidos inhibidores, por ejemplo, polipéptidos negativos
dominantes, o polipéptidos de fusidén de los mismos. En
algunas modalidades de estos aspectos y todos de tales
aspectos descritos en la presente, un inhibidor de ROBOZ2 (por
ejemplo, un anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno del
mismo) se enlaza a (interactuar fisicamente con) ROB0O2, fija
como objetivo la sefializacién ROBO2 corriente abajo, vy/o
inhibe (reduce) la sintesis, produccidén o liberacidn de
ROBO2. En algunas modalidades estos aspectos y todos de tales
aspectos descritos en la presente, un inhibidor de ROBOZ2 se
enlaza y previene su enlace de un ligando de proteina SLIT,
tal como SLIT2. En algunas modalidades de esos aspectos vy

todos de tales aspectos descritos en la presente, un
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inhibidor de ROBO2 reduce o elimina especificamente la
expresidédn (es decir, transcripcidn o traduccidn) de una o mas
isoformas de ROBO2.

Como se wutiliza en 1la presente, un inhibidor o
antagonista de ROBO2 tiene la capacidad de reducir la
actividad y/o expresién de ROBO2 en una célula (por ejemplo,
podocitos) por al menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos
15%, por lo menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%,
por lo menos 35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por 1lo
menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos
65%, por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%,
por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95 %, por lo
menos 98%, por lo menos 99%, o mas, relativo con el nivel de
actividad o expresidén en ausencia del inhibidor de ROBO2.

Por consiguiente, en algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente el inhibidor
de ROBO2 inhibe la traduccién de sefialo mediada por ROBO2. En
algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos
en la presente, el inhibidor de ROBO2 fija como objetivo la
interaccidén de ROBO2 con la proteina adaptadora Nck y/o la
formacidén compleja con nefrina, inhibicidén mediada por SLIT2-
ROBO-2 de la polimerizacién de actina mediada por nefrina,
y/o induccidén de una respuesta celular a ROBO2.

En algunas modalidades de las composiciones vy

métodos descritos en la presente, sitios de enlace de 1los
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inhibidores de ROBO2, tal como un anticuerpo o fragmento de
enlace a antigeno del mismo, se dirigen contra un sitio de
interaccidén de ligando ROBOZ2, tal como un sitio de
interaccién de ligando SLIT2. En algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, los sitios
de enlace del inhibidor de ROBO2, tal como un anticuerpo o
fragmento de enlace a antigeno del mismo, se dirigen contra
un sitio de interaccidédn de adaptador ROBO2 tal como un sitio
de interaccidén Nck o el dominio de enlace intracelular NCK
que comprende los cuatro motivos ricos en prolina
intracelulares de ROBO2. En algunas modalidades de 1las
composiciones y métodos descritos en la presente, los sitios
de enlace de los inhibidores de ROBO2 se dirigen contra un
sitio en un objetivo en proximidad del sitio de interaccidn
de ligando, a fin de proporcionar el impedimento estérico
para la interaccidén del receptor (por ejemplo, ROBO2) con su
ligando (por ejemplo, SLIT2). Mediante el enlace a un sitio
de interaccidén de ligando ROBO2, un inhibidor de ROBOZ2
descrito en la presente puede reducir o inhibir la actividad
o0 expresién de ROBO2, y la secuencia de sefializacidén ROBOZ2
corriente abajo (por ejemplo, interaccidén ROBO2 con la
proteina adaptadora Nck vy/o la formacidén compleja con
nefrina, lo inhibicién mediada por SLIT2-ROBO-2 de la
polimerizacidén de actina mediada por nefrina y/o la inducciédn

de una respuesta celular a ROBO2). Por ejemplo, en algunas
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modalidades de las composiciones y métodos descritos en la
presente, los sitios de enlace de los inhibidores de ROBO2
bloquean o fijan como objetivo por 1lo menos la Igl, vy
preferiblemente ambos de los sitios Igl e Ig2, en ROBOZ2, es
decir, ROBO2(46-145) y ROBO2(151-237) respectivamente de SEQ
ID NO: 1, y ROBOZ2(30-129) y ROBOZ2(135-221) respectivamente de
SEQ ID NO: 3, por ejemplo. En algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, los sitios
de enlace de los inhibidores de ROBO2 bloquean o fijan como
objetivo el domino intracelular ROBOZ que comprende el
dominio de enlace intracelular Nck, es decir, ROBO0O2(881-1378)
de SEQ ID NO: 3. En algunas modalidades de las composiciones
y métodos descritos en la presente, los sitios de enlace de
los inhibidores de ROBO2 bloquean o fijan como objetivo el
dominio de enlace intracelular ROBO2 Nck gque comprende 1los
cuatro motivos ricos en prolina intracelulares de ROBO2.
Estos e puede lograr ©por una variedad de medios bien
conocidos en la técnica, tales como anticuerpos y fragmentos
de enlace a antigeno de los mismos, y RNAs inhibidores, etc.,
como se describe en la presente.

Por consiguiente, en algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, el
inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo o fragmento de enlace a
antigeno del mismo que se enlaza selectivamente o interactia

fisicamente con ROBOZ2. En algunas modalidades de 1las
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composiciones y métodos descritos en la presente, el
inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo o fragmento de enlace a
antigeno del mismo que se enlaza a ROBO2 e inhibe y/o bloqueo
y/0 previene la interaccién con Nck y/o la formacidén compleja
con nefrina. En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, el anticuerpo o fragmento
de enlace a antigeno del mismo se enlaza al dominio de enlace
Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades de las composiciones
y métodos descritos en la presente, el anticuerpo o fragmento
de enlace a antigeno del mismo se enlaza al domino de enlace
Igl SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace a Igl e Ig2 SLIT
de ROBOZ, es decir, ROBO2 (46-145) y ROBO2 (151-237)
respectivamente de SEQ ID NO: 1, y ROBO2(30-129) y ROBO2 (135-
221) respectivamente of SEQ ID NO: 3. En algunas modalidades
de las composiciones y métodos descritos en la presente, el
anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno del mismo se
enlaza a o bloquea el dominio extracelular ROBO2 es decir,
ROBO2 (881-1378) de SEQ ID NO: 3. En algunas modalidades de
las composiciones y métodos descritos en la presente, el
anticuerpo o fragmento de enlace antigeno del mismo se enlaza
o bloquea el dominio de enlace intracelular en Nck qgue
comprende los cuatro motivos ricos en prolina intracelulares
de ROBOZ.

Los anticuerpos especificos para o que se enlazan

selectivamente a ROBOZ, adecuados para el wuso en las
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composiciones y para practicar los métodos descritos en la
presente son preferiblemente monoclonales, y pueden incluir,
pero no se limitan a, anticuerpos humanos, humanizados o
quiméricos, que comprenden anticuerpos de cadena individual,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), fragmentos producidos por
una biblioteca de expresién de Fab y/o fragmentos de enlace
de cualquiera de lo anterior. Los anticuerpos también se
refieren a moléculas de inmunoglobulina y  porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es
decir, moléculas que contienen antigeno o sitios de enlace
objetivos, o “fragmentos de enlace a antigeno”. Las moléculas
de inmunoglobulina descritas en la presente pueden ser de
cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY),
clase (por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2) o
subclase de molécula de inmunoglobulina, como es entendido de
una persona de experiencia en la técnica.

Por consiguiente, en algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, un
inhibidor de ROBO2 como se describe en la presente es un
anticuerpo anti-ROBOZ monoclonal o fragmento de enlace a
antigeno.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, un inhibidor de ROBO2 como
se describe en la presente es un fragmento de anticuerpo de

ROBO2 o fragmento de enlace a antigeno. Los términos



10

15

20

25

47

“fragmento de anticuerpo”, “fragmento de enlace a antigeno” y
“derivado de anticuerpo” como se utiliza en la presente, se
refieren a un fragmento de proteina que comprenden solo una
porcién de un anticuerpo, que incluye generalmente un sitio
de enlace a antigeno del anticuerpo intacto y retiene de esta
manera la capacidad de enlazarse al antigeno. Ejemplos de
fragmentos de anticuerpo abarcados por los términos de
fragmento de anticuerpo o fragmento de enlace a antigeno,
incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene los dominios Vi, Ci,
Vg y Cygl; (ii) el fragmento Fab', que es un fragmento Fab que
tiene uno o mas residuos de cisteina en la C-terminal del
dominio Cyl; (iii) el fragmento Fd que tiene los dominios Vy y
Cyl; (iv) el fragmento Fd' que tiene los dominios Vi y Cgl y
uno o mas residuos de cisteina en la C-terminal del dominio
CH1; (v) el fragmento Fv que tiene los dominios Vi y Vi de un
brazo individual de un anticuerpo; (vi) un fragmento de (Ward
y colaboradores, Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste de
un dominio Vg o un dominio Vy; (vii) regiones CDR aisladas;
(viii) fragmentos F(ab'), , un fragmento bivalente que
incluye dos fragmentos Fab' enlazados por un puente de
disulfuro en la regidén bisagra; (ix) moléculas de anticuerpo
de cadena individual (por ejemplo Fv de cadena individual;
scFv) (Bird y colaboradores, Science 242:423-426 (1988); vy
Huston y colaboradores, PNAS (USA) 85:5879-5883 (1988)); (x)

“diacuerpos” <con dos sitios de enlace a antigeno, que
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comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vgy)
conectado a un dominio variable de cadena ligera (Vy) en una
misma cadena de polipéptido (ver, por ejemplo, EP 404,097; WO
93/11161; y Hollinger y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:6444-6448 (1993)); (xi) “anticuerpos 1lineales” que
comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vyg—Cpl-Vy—-Cpl)
que, junto con los polipéptidos de cadena ligera
complementarios, forman un par de regiones de enlace a
antigeno (Zapata y colaboradores Protein Eng. 8(10): 1057-
1062 (1995); y patente de los Estados Unidos No. 5,641,870);
y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (por

ejemplo, modificados por la unidén covalente de poli-

alquilenglicol (por ejemplo, polietilenglicol,
polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polimero
adecuado) .

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la ©presente, un inhibidor de o
antagonista de ROBO2 es un derivado de anticuerpo gquimérico
de un anticuerpo antagonista de ROBO2 o fragmento de enlace a
antigeno del mismo.

Los anticuerpos inhibidores o antagonistas de ROBO2
y los fragmentos de enlace a antigeno de los mismos descritos
en la presente también pueden ser, en algunas modalidades, un
derivado de anticuerpo humanizado.

En algunas modalidades, los anticuerpos de
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inhibidor de o antagonistas de ROBO2 vy 1los fragmentos de
enlace a antigeno de los mismos descritos en la presente
incluyen derivados que se modifican, es decir, por la unidn
covalente de cualquier tipo de molécula del anticuerpo, con
la condicidén de que la unidén covalente no evite que el
anticuerpo se enlace antigeno objetivo, por ejemplo, ROBO2.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, se utilizan anticuerpos
completamente humanos, que son particularmente deseables para
el tratamiento terapéutico de pacientes humanos.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
comprende por lo menos una molécula anti-sentido capaz de
bloquear o disminuir la expresidén de un ROBO2 funcional
particular al fijar como objetivo &cidos nucleicos gue
codifican ROBO2, por ejemplo, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4 o
ambas, o dominios relevantes de los mismos. En algunas
modalidades de las composiciones y métodos descritos en 1la
presente, la por lo menos una molécula anti-sentido fija como
objetivo &acidos nucleicos que codifican el dominio de enlace
a Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, la por 1lo
menos una molécula anti-sentido fija como objetivo A&cidos
nucleicos que codifican el dominio de enlace SLIT del ROBOZ2 o

ambos de los dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT de ROBO2. En
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algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos
en la presente, la por lo menos una molécula anti-sentido
fija como objetivo &cidos nucleicos que codifican el dominio
intracelular ROBO2 en algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, la por 1lo
menos una molécula anti-sentido fija como objetivo 4&cidos
nucleicos que codifican el dominio de enlace intracelular Nck
que comprende los cuatro motivos ricos en prolina
intracelulares de ROBO2Z2. Los métodos son conocidos por
aquellas personas de experiencia ordinaria en la técnica para
la preparacién de moléculas de oligonucledtido anti-sentido
que se enlazaridn especificamente a ROBO2 mRNA sin reaccién
cruzada con otros polinucledtidos. Sitios ejemplares de
orientacién incluyen, pero no se limitan a, el coddn de
inicio, las regiones reguladoras 5', gue incluyen promotores
o potenciadores, la secuencia de codificacién, que incluyen
cualquiera de las regiones consenso conservadas, y la regidn
no traducida 3'. En alguna modalidad de estos aspectos vy
todos de tales aspectos descritos en la presente, 1los
oligonucledétidos anti-sentido son de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 nucledétidos en longitud, aproximadamente
15 a aproximadamente 50 nucledbétidos en longitud,
aproximadamente 18 a aproximadamente 25 nuclebdétidos en
longitud, o méds. En ciertas modalidades, los oligonucledtidos

anti-sentido comprenden ademds modificaciones quimicas para
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incrementar la resistencia a la nucleasa y similar, tal como,
por ejemplo, los enlaces de fosforoticato y modificaciones de
2'-0O-azlucar conocidas por aquellas personas de experiencia
ordinaria en la técnica.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2
comprende por lo menos una molécula de RNA de interferencia
corto (siRNA) capaz de bloquear o disminuir la expresidn delo
ROBO2 funcional al fijar como objetivo acidos nucleicos que
codifican ambas isoformas de ROBOZ2, por ejemplo, SEQ ID NO: 2
o SEQ ID NO: 4, o dominios relevantes de las mismas. En
algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos
en la presente, la por lo menos una molécula de siRNA fija
como objetivo &cidos nucleicos que codifican el dominio de
enlace Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, la por 1lo
menos una molécula de siRNA fija como objetivo A&cidos
nucleicos que codifican el dominio de enlace SLIT de ROBO2 o
ambos de los dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT de ROBO2. En
algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos
en la presente, la por lo menos una molécula de siRNA fija
como objetivo 4&cidos nucleicos que codifican el dominio
intracelular ROBO2. En algunas modalidades de las
composiciones y métodos descritos en la presente, la por 1lo

menos una molécula de siRNA fija como objetivo 4&cidos
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nucleicos que codifican el dominio de enlace intracelular Nck
que comprende los cuatro motivos ricos en prolina
intracelulares de ROBO2. Es de rutina preparar moléculas de
SiRNA que fijardn como objetivo especificamente ROBO2 mRNA
sin reaccidédn cruzada con otros polinucledtidos. Las moléculas
de siRNA para el uso en las composiciones y métodos descritos
en la presente se pueden generar por métodos conocidos en la
técnica, tal como por sintesis de oligonucledtido de fase
s6lida tipicos, e incorporaran frecuentemente modificaciones
quimicas para incrementar la vida media y/o eficacia del
agente de siRNA, vy/o para permitir wuna formulacidén de
suministro més consistente. Alternativamente, las moléculas
de siRNA se administran utilizando un vector que codifica un
casete de expresidn para la transcripcidén intracelular del
S1iRNA.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es un
aptamero de RNA o DNA gque se enlaza a una o mas isoformas de
ROBO2. En algunas modalidades de las composiciones y métodos
descritos en la presente, un inhibidor de o antagonista de
ROBO2 es un aptamero de RNA o DNA que se enlaza o interactua
fisicamente con ROBO2, vy bloguea las interacciones entre
ROBO2 y un ligando o molécula adaptadora, por ejemplo, SLIT2
o Nek, respectivamente. En algunas modalidades de las

composiciones y métodos descritos en la presente, un
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inhibidor de o antagonista de ROBO-2 es un aptamero de RNA o
DNA que se enlaza o interactia fisicamente con ROBO2, vy
reduce, e impide, o bloquea la sefializacidén ROBO2 corriente
abajo, tal como la inhibicién mediada por SLIT2-ROBO-2 de 1la
polimerizacidén de actina mediada por nefrina y/o la inducciédn
de una respuesta celular a ROBO2. En algunas modalidades de
las composiciones y métodos descritos en la presente, el
aptadmero de RNA o DNA se enlaza a interactua fisicamente con
el dominio de enlace Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades
de las composiciones y métodos descritos en la presente, el
aptadmero de RNA o DNA se enlaza a o interactua fisicamente
con el dominio de enlace Igl SLIT de ROBO2 o ambos dominios
de enlace Igl e Ig2 SLIT de ROBO2, es decir, ROBO2(46-145) vy
ROB0O2 (151-237) respectivamente de SEQ ID NO: 1, y ROBO2(30-
129) vy ROBO2(135-221) respectivamente de SEQ ID NO: 3. En
algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos
en la presente, el aptamero de RNA o DNA se enlaza a o
interactta fisicamente con el dominio intracelular ROBO2, es
decir, ROBO2 (881-1378) de SEQ ID NO: 3. En algunas
modalidades de las composiciones y métodos descritos en la
presente, el aptadmero de RNA o DNA se enlaza o 1interactua
fisicamente con o bloquea el dominio de enlace intracelular
Nck que comprende los cuatro motivos ricos en prolina
intracelulares de ROBO2.

En algunas modalidades de las composiciones vy
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métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es un
compuesto o0 agente de molécula pequefia que fija como objetivo
o0 se enlaza a ROBO2, incluyendo, pero no limitado a, péptidos
pequefios o moléculas similares a péptido, péptido solubles, vy
compuestos orgadnicos o inorgédnicos no peptidicos sintéticos.
Como se utiliza en la presente, el término “molécula pequena”
se refiere a un agente quimico que puede incluir, pero no se
limita a, un péptido, un peptidomimético, un aminodcido, un
andlogo de aminodcido, un polinucledtido, un andlogo de
polinucledétido, un aptamero, un nucledétido, un nucledtido, un
andlogo de nuclebétido, un compuesto organico e inorganico
(por ejemplo, incluyendo compuestos heterorgéanicos %
organometalicos) que tienen un peso molecular menor qgue
aproximadamente 10,000 gramos por mol, compuestos organicos o
inorganicos gue tienen un peso molecular menor gue
aproximadamente 5,000 gramos por mol, compuestos orgadnicos o
inorganicos que tienen un peso molecular menor gue
aproximadamente 1,000 gramos por mol, compuestos orgadnicos o
inorganicos que tienen un peso molecular menor que
aproximadamente 500 gramos por mol, y sales, ésteres, y otras
formas farmacéuticamente aceptables de tales compuestos. Los
sitios ejemplares de enlace de molécula pequefia incluyen,
pero no se limitan a, la porcidédn de ROBO2 que se enlaza a
SLIT2 o al adaptador Nck, es decir, el dominio de enlace Igl

SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT de
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ROB0O2, el dominio intracelular ROBO2 o el dominio de enlace
intracelular Nck que comprende los cuatro motivos ricos en
prolina intracelulares de ROBOZ2.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la ©presente, un inhibidor de o
antagonista de ROBO2 comprende una molécula pequefla que se
enlaza a ROBO2 e inhibe la actividad bioldégica de ROBOZ2.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, el inhibidor de o
antagonista de ROBO2 comprende por lo menos un analogo
estructural de ROBO2, tal como un polipéptido ROBO2 negativo
dominante. El término andlogos estructurales de ROBO2, como
se utiliza en la presente, se refiere a compuestos que tienen
una estructura tridimensional similar como parte de adquella
de ROBO2 y que se enlaza a SLIT2 y/o a Nck bajo condiciones
fisioldégicas in wvitro o in vivo, en donde el enlace inhibe
por lo menos parcialmente una actividad biolégica de ROBO2,
tal como inhibicién mediada por SLIT2-ROBO2 de polimerizacidn
de actina mediada por nefrina, y/o induccidén de una respuesta
celular a ROBOZ2. Los anadlogos estructurales de ROBO2
adecuados se pueden disefiar y sintetizar a través de la
modelacidédn molecular del enlace ROBO2-SLIT2, por ejemplo. Los
andlogos estructurales de ROBO2 ©pueden ser mondmeros,
dimeros, o multimeros de orden superior en cualquier

combinacidén deseada de las mismas o diferentes estructuras
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para obtener afinidades mejoradas y efectos bioldgicos.

En algunas modalidades de las composiciones vy
métodos descritos en la presente, un inhibidor de o
antagonista de ROBOZ2 comprende por lo menos un receptor ROBO2
soluble o polipéptido de fusidén del mismo, tal como, por
ejemplo, un polipéptido inhibidor de ROBO2. En algunas de
tales modalidades, el polipéptido de inhibidor de ROBO2Z es
una proteina de fusidén ROBO2 negativa dominante. En algunas
modalidades de las composiciones y métodos descritos en 1la
presente, el polipéptido inhibidor de ROBO2 comprende el
dominio extracelular ROBO2, por ejemplo, el dominio de enlace
Igl SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT
de ROBO2, sin dominios ROBO2 intracelulares.

Los inhibidores o antagonistas de ROBO2 para el uso
en las composiciones y métodos descritos en la presente se
pueden identificar o caracterizar utilizando métodos
conocidos en la técnica, tales como ensayos de enlace de
proteina-proteina, ensayos de clasificacién Dbiogquimica,
inmunoensayos, Yy ensayos basados en células, gque son Dbien
conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado a,
aquellos descritos en la presente en los ejemplos.

Por ejemplo, para identificar wuna molécula que
inhibe la interaccidén entre ROBO2 y su ligando, por ejemplo,
SLIT2, se pueden utilizar ensayos de enlace. Por ejemplo,

ROBO2 o SLIT se inmoviliza sobre una placa de microtitulo por
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la unidén covalente o no covalente. El ensayo se lleva a cabo
al agregar el —componente no inmovilizado (ligando o
receptor), que se puede etiquetar por una etiqueta
detectable, al componente inmovilizado, en ©presencia o
ausencia de un agente de prueba. Cuando la reaccidn se
completa, los componentes no reaccionados se remueven y se
detectan complejos de enlace. Si la formacidén de 1los
complejos de enlace se inhibe por la presencia del agente de
prueba, el agente de prueba se puede considerar en un
antagonista candidato que 1inhibe el enlace entre ROBO2 vy
SLIT2, por ejemplo. Los ensayos basados en células o basados
en membrana también se pueden utilizar para identificar los
inhibidores de ROBO2. En otras modalidades, al detectar y/o
al medir los niveles de la expresidén del gen ROBO2, las
moléculas inhibidoras de ROBO2 que inhiben la expresidédn del
gen ROBO2 se pueden someter a prueba. La expresidén del gen
ROBO2 se puede detectar vy/o medir por una variedad de
métodos, tal como RT-PCR de tempo real, ensayo
inmunoabsorbente enlazado a enzimas. (“ELISA”), andlisis de
Northern blotting, o citometria de flujo, y como es conocido
por una persona de experiencia ordinaria en la técnica.

Tales inhibidores de ROBO2 identificados se pueden
someter a prueba adicionalmente utilizando modelos animales
in vivo de enfermedad de rifién crdénica, tal como modelos de

lesién glomerular e intersticial (por ejemplo, modelos
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animales de nefritis lupica, incluyendo ratones del hibrido
NZB, (NZB x NZW) F1 (llamado NZB/W), y derivados oncogénicos
de los mismos, cepas MRL/lpr y BXSB), modelos animales de
envejecimiento (por ejemplo, ratas Sprague Dawley envejecidas
y ratones C57BL/6 envejecidos) ; ratas espontédneamente
hipertensivas (SHR); ratas Bufalo/mna, que son un modelo de
sindrome nefrdético idiopatico humano; ratas Munich Wistar
Fromter (MWF), que son un modelo genético relacionado con un
déficit congénito en el numero de nefrones que se predisponen
al desarrollo de hipertensién y sensibilidad a la sal en la
edad adulta; modelos FSGS genéticos especificos de podocitos
primarios; modelos de ratdén transgénico de nefropatia
asociada al VIH (HIV AN); modelos animales de sindrome de
Alport, que comprende mutaciones de las cadenas o3, a4, o ab
del coldgeno tipo IV (COL4A3, COL4A4, vy COL4A5); modelos
inmunoinducidos, tal como el modelo de nefritis Thy-1, que es
un modelo de rata experimental de glomerulonefritis
mesangioproliferativa (MsPGN), modelos de membrana basal
anti-glomerular (GBM); y modelos no inmune inducidos.

Como se utiliza en la presente, con respecto a un
inhibidor de ROBOZ2, “se enlaza selectivamente” o “se enlaza
especificamente” o “especifico para” se refiere a la
capacidad de un inhibidor de ROBO2 como se describe en 1la
presente, tal como, por ejemplo, un anticuerpo antagonista de

ROBO2 o fragmento de enlace a antigeno ROBO2 del mismo, para
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enlazarse a un objetivo, es decir, ROBO2, con una Kp 107° M
(10000 nM) o menor, por ejemplo, 10° M o menor, 1007 M o
menor, 10 M o menor, 107° M o menor, 1071 M o menor, 1071 M
o) menor, o) 107 M o) menor. Por ejemplo, si un
inhibidor/antagonista de ROBO2 descrito en la presente se
enlaza a ROBO2Z2 con una Kp de 10° M o menor, Pero no a una
molécula relacionada, tal como, por ejemplo, otros miembros
de la familia ROBO, entonces el agente se dice que se enlaza
especificamente a ROBO2. E1l enlace especifico se puede
incluir por, por ejemplo, la afinidad y avidez de, por
ejemplo, el anticuerpo inhibidor/ antagonista de ROBO2 o
fragmento de enlace a antigeno del mismo y la concentracidén
de agente de polipéptido. La persona de experiencia ordinaria
en la técnica puede determinar las condiciones apropiadas
bajo las cuales los agentes de polipéptido descritos en 1la
presente se enlazan selectivamente a los objetivos utilizando
cualquiera de los métodos adecuados, tal como titulacidén de
un agente de polipéptido en un ensayo de enlace a células
adecuado.

Con respecto a los métodos para tratar la
enfermedad de rifién crénica al inhibir la actividad de ROBO2,
el término “enfermedad de rifién croénica” o CKD se refiere a
enfermedades renales que empeoran lenta y progresivamente a
través del tiempo debido a la pérdida progresiva de nefrones

y pérdida consecuente de la funcidédn renal. En las etapas
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tempranas, puede no haber sintomas. La pérdida de funcidn
toma usualmente meses o afilos para que se presente. Puede ser
tan lenta que 1los sintomas no se presentan hasta que la
funcién renal es menor que un décimo de lo normal. La etapa
final de la enfermedad de rifién crédénica es llamada enfermedad
renal de etapa final (ESRD). En esta etapa, los rifiones ya no
son capaces de remover suficientes residuos vy fluidos de
exceso del cuerpo. El paciente necesita dialisis o un
trasplante de rifién. La diabetes, que conduce a nefropatia
diabética, y presidén arterial alta son las dos causas méas
comunes de enfermedad de rifibn crénica y representa la
mayoria de casos. Otras enfermedades y condiciones que pueden
dafiar los rifiones y conducir a la enfermedad de rifién crédnica
incluyen: desdbrdenes autoinmunes (tal como lupus eritematoso
sistémico y escleroderma); defectos de nacimiento de los
rifiones (tal como enfermedad renal policistica); ciertos
quimicos téxicos; glomerulonefritis; lesidén o trauma; piedras
renales e infeccidén; problemas con las arterias que inducen a
o dentro de los rifiones; algunos medicamentos para el dolor vy
otros farmacos (tal como farmacos para el céancer); nefropatia
de reflujo (en la cual los rifiones se dafian por el flujo
posterior de orina en los rifiones); etc. Como se utiliza en
la presente, “proteinuria” se refiere a la presencia de un
exceso de proteinas de suero en la orina. La proteinuria

puede, en algunas modalidades, ser indicativa de enfermedad
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renal, pero, por si misma, no es conclusiva.

Por consiguiente, en algunas modalidades de estos
aspectos y todos de tales aspectos descritos en la presente,
el sujeto que tiene o estd en riesgo de una enfermedad de
rifiébn croénica tiene nefropatia diabética.

Por “reducir” o “inhibir” en términos de 1los
métodos de tratamiento de enfermedad crdénica y proteinuria
descritos en la presente se proponen la capacidad de provocar
una disminucidén total preferiblemente de 20% o mayor, 30% o
mayor, 40% o mayor, 45% o mayor, mas preferible de 50% o
mayor, de 55% o mayor, de 60% o mayor, de 65% o mayor, de 70%
o mayor, y mucho méds preferible de 75% o mayor, 80% o mayor,
85% o mayor, 90% o mayor, o 95% o mayor, para un parametro o
sintoma dado de una enfermedad de rifiébn crdénica. Reducir o
inhibir puede referirse a, por ejemplo, sintomas del desorden
que se trata, por ejemplo, presidén arterial alta, proteina en
la orina, etc.

La presién arterial alta casi siempre estd presente
en todas las etapas de la enfermedad de rifién crénica. Un
examen del sistema nervioso puede mostrar signos de dafio
nervioso. El proveedor del cuidado de 1la salud puede oir
sonidos anormales del corazdén o pulmdn cuando se escucha con
un estetoscopio. Los sintomas tempranos de la enfermedad de

rindén crdédnica también son sintomas de otras enfermedades.

Estos sintomas ©pueden ser los TUnicos sintomas de 1la
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enfermedad renal hasta que la condicidén sea mas avanzada. Los
sintomas de enfermedad crénica pueden incluir: pérdida de
aptito; sensacidén de malestar y fatiga general; dolores de
cabeza; comezdédn (prurito) y basal seca; nausea; pérdida de
peso sin tratar de perder peso; etc. Otros sintomas gue se
pueden desarrollar, especialmente cuando la funcidén renal se
ha empeorado, incluyen: basal anormalmente oscura o clara;
dolor &Oseo; sintomas del cerebro y sistema nervioso;
somnolencia y confusidén; problemas de concentracidédn o para
pensar; adormecimiento en las manos, pies, u otras Aareas;
espasmos musculares o calambres; halitosis; facil apariciédn
de moretones, sangrado, © sangre en las heces; sed excesiva;
hipo frecuente; bajo nivel de interés sexual e impotencia;
interrupcidén de periodos menstruales (amenorrea); dificultad
para respirar; problemas de suefilo, tal como insomnio,
sindrome de piernas inquietas, y apnea de suefio obstructivo;
hinchamiento de los pies y manos (edema); vémito, tipicamente
en la mafiana.

Por consiguiente, en algunas modalidades de 1los
métodos descritos en la presente, una cantidad efectiva de
una composicién que comprende un inhibidor de ROBO2 descrito
en la presente se administra a un sujeto a fin de aliviar un
sintoma de enfermedad de rifién crdénica. Como se utiliza en la
presente, “aliviar un sintoma de enfermedad de rifién crénica”

es mejorar cualquier condicidédn o sintoma asociado con la
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enfermedad de rifién crdénica. Alternativamente, aliviar un
sintoma de una enfermedad de rifidn crdénica puede implicar
reducir uno o mas sintomas de la enfermedad de rifidén crdénica
en el sujeto relativo con un control no tratado que sufre de
enfermedad de rifién crénica o relativo al sujeto antes del
tratamiento. Como se compara con un control no tratado
equivalente, o el sujeto antes del tratamiento con el
inhibidor de ROBO2, tal reduccidén o grado de prevencidn es
por menos 5%, por lo menos 10%, por lo menos 15%, por 1lo
menos 20%, por lo menos 25%, por lo menos 30%, por lo menos
35%, por lo menos 40%, por lo menos 45%, por lo menos 50%,
por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 65%, por 1lo
menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos
85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, o mas, como es
medido por una técnica estandar. Deseablemente, la enfermedad
de rifnén crbébnica se reduce significativamente 0 es
indetectable, como se detecta por cualquier método estandar
conocido en la técnica, en cuyo caso la enfermedad de rifién
crbénica se considera que ha sido tratada. Un paciente quien
estd siendo tratado para una enfermedad de rifién crdénica es
uno quien un profesional médico le ha diagnosticado tener tal
afeccidén. La diagnosis puede ser cualquier medio adecuado
conocido por una persona de experiencia ordinaria en la
técnica. La diagnosis y monitoreo pueden implicar, por

ejemplo, detectar el nivel proteinas o moléculas especificas
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en una muestra de orina, sangre o suero, tal como, por
ejemplo, albumina, calcio, colesterol, conteo de sangre
completa (CBC), electrolitos, magnesio, fésforo, potasio,
sodio, o cualquier combinacién de los mismos; ensayos para
detectar, por ejemplo, eliminacién de creatinina; niveles de
creatinina; BUN (nitrdégeno de wurea); a través del uso de
técnicas o procedimientos especificos, tal como un escaneo
CT, MRI abdominal, ultrasonido abdominal, biopsia de rifién,
escaneo de rifién, ultrasonido de rifién; a través de la
deteccién de cambios en los resultados de 1los ensayos o
pruebas para la eritropoyetina, PTH; prueba de densidad oésea,
o Vitamina D; o cualgquier combinacién de tales métodos vy
ensayos de deteccidn.

Los términos “sujeto” e “individuo” como se utiliza
con respecto a cualquiera de los métodos descritos en la
presente se utilizan intercambiablemente en la presente, y se
refieren a un animal, por ejemplo un humano, recipiente de
los inhibidores de ROBOZ2 descritos en la presente. Para el
tratamiento de los estados de enfermedad que son especificos
para un animal especifico tal como un sujeto humano, el
término “sujeto” se refiere aquel animal especifico. Los
términos “animales no humanos” y “mamiferos no humanos” se
utilizan intercambiablemente en la presente, e incluyen
mamiferos tales como ratas, ratones, conejos, oveja, gatos,

perros, vacas, cerdos, y primates no humanos. El término



10

15

20

25

65

“sujeto” también abarca cualquier vertebrado que incluye pero
no se limita a mamiferos, réptiles, anfibios y peces. Sin
embargo, ventajosamente, el sujeto es un mamifero tal como un
humano, u otros mamiferos tal como un mamifero domesticado
por ejemplo perro, gato, caballo y similares.

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el método comprende
ademas administrar al sujeto un agente terapéutico adicional,
ademas del inhibidor de ROBO2. Tal agente terapéutico
adicional se puede co-administrar con el inhibidor de ROBOZ2.
Como se utiliza en la presente, la frase “co-administra” o a
“co-administrar” significa la administracién de un inhibidor
de ROBO2 descrito en la presente y otro compuesto, por
ejemplo, un agente terapéutico, separadamente,
simultdneamente vy/o secuencialmente durante un periodo de
tiempo como se determina por un proveedor de cuidado
calificado.

En algunas tales modalidades, el agente terapéutico
adicional es un inhibidor de enzima convertidora de
angiotensina (ACE), un bloqueador de receptor de angiotensina
IT (ARB), o un antagonista de receptor mineralocorticoide
(MR) .

Los inhibidores de ACE para el wuso con 1los
inhibidores de ROBO2 descritos en la presente incluyen, pero

no se limitan a, benazepril (comercializado en los Estados
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Unidos como LOTENSIN™), captopril (comercializado en 1los
Estados Unidos como CAPOTEN'™) , enalapril/enalaprilat
(comercializado en los Estados Unidos como VASOTEC™ oral e
inyectable), fosinopril (comercializado en los Estados Unidos
como MONOPRIER), lisinopril (comercializado en los Estados
Unidos como ZESTRIL'™ % PRINIVIER), moexipril (comercializado
en los Estados Unidos como  UNIVASC™), perindopril
(comercializado en los Estados Unidos como ACEON™), quinapril
(comercializado en los Estados Unidos como ACCUPRIL'™),
ramipril (comercializado en los Estados Unidos como ALTACE™),
y trandolapril (comercializado en los Estados Unidos como
MAVIK™). Los ARBs para el uso con los inhibidores de ROBO2
descritos en la presente incluyen candesartan (comercializado
en los Estados Unidos como ATACAND™®), irbesartan
(comercializado en los Estados Unidos como AVAPRO™),
olmesartan (comercializado en los Estados Unidos como
BENICAR™), 1losartan (comercializado en 1los Estados Unidos
como COZAAR™), wvalsartan (comercializado en los Estados
Unidos como DIOVAN™), telmisartan (comercializado en 1los
Estados Unidos como MICARDI§“), y eprosartan (comercializado
en los Estados Unidos como TEVETENE) .

En algunas modalidades de estos métodos y todos de
tales métodos descritos en la presente, el método comprende
ademds administrar al sujeto una cantidad efectiva de un

diurético, ademés del inhibidor de ROBO2. Los diuréticos
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incluyen, pero no se limitan a, torsemida (comercializado en
los Estados Unidos como DEMADEX™), furosemida (comercializado
en los Estados Unidos como LASIX™®), bumetanida
(comercializado en 1los Estados Unidos como BUMEXMR), acido
etacrinico (comercializado en los Estados Unidos como
EDECRINMR), torsemida (comercializado en los Estados Unidos
como DEMADEX™), amiloridae, (comercializado en los Estados
Unidos como MID AMOR™), acetazolamidae (comercializado en los
Estados Unidos como DIAMOX™®), pamabrom (comercializado en los
Estados Unidos como AQUA-BAN™®), manitol (comercializado en
los Estados Unidos como ARIDOL™ o OSMITROL™), traimtereno
(comercializado en los Estados Unidos como DYRENIUM™),
spironolactona (comercializado en los Estados Unidos como
ALDACTONE™), amilorida (comercializado en los Estados Unidos
como MID AMOR™), indapamida (comercializado en los Estados
Unidos como LOZOL™), hidroclorotiazida (comercializado en los
Estados Unidos como HYDRODIURIL™), metolazona (comercializado
en los Estados Unidos como  ZAROXOLYN™ o  MYKROX™),
metilclotiazida (comercializado en los Estados Unidos como
AQUATENSEN™ o ENDURON™), hidrocolortiazida (comercializado
en los Estados Unidos como AQUAZIDE H™ o ESIDRIX™® o
MICROZIDE™), «clorotiazida (comercializado en los Estados
Unidos como DIURIL™), bendroflumetiazida (comercializado en
los Estados Unidos como NATURETIN"®), politiazida

(comercializado en los Estados Unidos como RENESE'™) ,
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hidroflumetiazida (comercializado en los Estados Unidos como
SALURON™), y clortalidona (comercializado en 1los Estados
Unidos como THALITONE™). Para un listado completo ver
también, por ejemplo, Physician's Desk Reference, 2012
Edition, PDR Network (2011).

Como se wutiliza en la presente, con respecto a
cualquiera de las composiciones y métodos que comprenden los
inhibidores de ROBO-2 o tratamientos de combinacién de 1los
mismos descritos en la presente, los términos “tratan”

ANY

“tratamiento”, que trata” o) “mejora” se refiere a
tratamientos terapéuticos, en donde el objetivo es revertir,
aliviar, mejorar, inhibir, desacelerar o detener la
progresidén o gravedad de una afeccidén asociada con, una
enfermedad o desorden. El término “que trata” incluye reducir
o aliviar por lo menos un efecto o sintoma adverso de una
afeccidén, enfermedad o desorden asociado con una enfermedad
de rifdén croénica, tal como, pero no limitado a, nefropatia
diabética. Es generalmente “efectivo” si uno o mads sintomas o
marcadores clinicos se reduce. Alternativamente, el
tratamiento es “efectivo” si la progresidén de una enfermedad
se reduce o se detiene. Es decir, “tratamiento” incluye no
solo la mejora de los sintomas o marcadores, sino también un
cese de por lo menos la desaceleracién del progreso o

empeoramiento de sintomas que se esperarian en ausencia del

tratamiento. Los resultados c¢linicos benéficos o deseados
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incluyen, pero no se limitan a, alivio de uno o mas
sintoma(s), disminucidén del grado de enfermedad, estado de
enfermedad estabilizado (es decir, sin empeoramiento),
retardo o desaceleracién de la progresidédn de la enfermedad,
mejora o paliacién del estado de la enfermedad, y remisidn
(ya sea parcial o total), si es detectable o no detectable.
El término “tratamiento” de una enfermedad también incluye
proporcionar alivio de los sintomas o efectos secundarios de
la enfermedad (incluyendo el tratamiento paliativo).

El término “cantidad efectiva” como se utiliza en
la presente se refiere a la cantidad de un inhibidor de ROBO-
2 descrito en la presente, necesario para aliviar por 1lo
menos uno o mas sintomas de la enfermedad o desorden que se
trata, y se relaciona en una cantidad suficiente de
composicidén farmacoldgica para proporcionar el efecto
deseado. El1 término “cantidad terapéuticamente efectiva” ser
refiere por lo tanto a una cantidad del inhibidor de ROBO-2
descrito en la presente, utilizando 1los métodos como se
describe en la presente, que es suficiente para proporcionar
un efecto particular cuando se administra a un sujeto tipico.
Una cantidad efectiva como se utiliza en la presente también
incluiria una cantidad suficiente para retardar el desarrollo
de un sintoma de la enfermedad, alterar el curso de un
sintoma de la enfermedad (por ejemplo pero no limitado a,

desacelerar la progresidén de un sintoma de la enfermedad), o
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revertir un sintoma de la enfermedad. De esta manera, no es
posible especificar la “cantidad efectiva” exacta. Sin
embargo, para cualquier caso dado, una “cantidad efectiva”
apropiada se puede determinar por una persona de experiencia
ordinaria en la técnica utilizando solo experimentacidén de
rutina.

Las cantidades efectivas, toxicidad, vy eficacia
terapéutica se pueden determinar por procedimientos
farmacéuticos estandares en los cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la
dosis 1letal a 50% de 1la poblacién) y la ED50 (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacién). La
dosificacidén puede variar dependiendo de la forma de
dosificacidén empleada y la via de administracidén utilizada.
La relacién de dosis entre los efectos tdéxicos terapéuticos
es el indice terapéutico y se puede expresar como la relaciédn
LD50/ED50. Se prefieren composiciones y métodos que muestran
indices terapéuticos grandes. Una dosis terapéuticamente
efectiva se puede estimar inicialmente de ensayos de cultivo
celular. También, una dosis se puede formular en modelos
animales para lograr un intervalo de concentracidén en plasma
circulante que incluye la IC50 (es decir, la concentracién
del inhibidor de ROBO-2 descrito en la presente, gque logra
una inhibicién semi-médxima de funcidén o actividad medida)

como se determinar en el cultivo celular, o en un modelo
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animal apropiado. Los niveles en plasma se pueden medir, por
ejemplo, por cromatografia liquida de alto desempefio. Los
efectos de cualquier dosificacidén particular se pueden
monitorear por un bioensayo adecuado. La dosis se puede
determinar por un médico y ajustar, como sea necesario, para
adaptar los efectos observados del tratamiento. Dependiendo
del tipo y gravedad vy la enfermedad de rifiébn croénica,
aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg (por ejemplo, 0.1-20
mg/kg) de un inhibidor de ROBO2 descrito en la presente es un
intervalo de dosificacién candidato inicial para la
administracién al sujeto, vya sea, por ejemplo, por una mas
administraciones separadas, o por difusidén continua.
Modos de Administracion

Los inhibidores de  ROBO2 o tratamientos de
combinacién de los mismos descritos en la presente se pueden
administrar a un sujeto en necesidad del mismo por cualquier
via apropiada lo cual da por resultado un tratamiento
efectivo en el sujeto. Como se utiliza en la presente, 1los
términos “administrar” y “introducir” se utilizan
intercambiablemente y se refieren a la colocacidén de un
inhibidor de ROBO-2 de un sujeto mediante un método o via que
da por resultado la colocacidén por lo menos parcial en tres
agentes en un sitio deseado, tal gque se produce un efecto(s)
deseado.

En algunas modalidades, el inhibidor de ROBO2 se
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administra a un sujeto que tiene una enfermedad de rifidn
crbnica mediante cualgquier modo de administracidén que
administra el agente sistémicamente a una superficie deseada
u objetivo, y puede incluir, pero no se limita a, inyeccién,
infusién, instilacidén, vy administracidén por inhalacidédn. Al
grado en que los agentes de polipéptidos se pueden proteger
de la activacidén en los intestinos, también se contemplan
formas de administracidén oral. “Inyeccidén” incluye, sin
limitaciédn, intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcuténea, subcuticular, intraarticular, sub-capsular,
subaracnoidea, intraespinal, intracerebro-espinal, e
inyeccidén intraesternal e infusidén. En algunas modalidades,
los inhibidores de ROBO-2 para el wuso en los métodos
descritos en la presente se administran por infusién o
inyeccidén intravenosa.

Las frases “administracién parenteral” %
“administrado parenteralmente” como se utiliza en la
presente, se refiere a los modos de administracidén diferente
a la administracidén enteral y tépica, usualmente por
inyeccién. Las frases “administracidn sistémica”,
“administrado sistémicamente”, “administracidén periférica” vy
“administrado periféricamente” como se utilizan en la

presente se refieren a la administracidén del inhibidor de
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ROBO-2, diferente a directamente en un sitio objetivo,
tejido, u dérgano, tal como un sitio tumoral, tal que entra al
sistema circulatorio del sujeto y, de esta manera, se somete
al metabolismo y otros procesos similares.

Para el uso clinico de los métodos descritos en la
presente, la administracién de 1los inhibidores de ROBO-2
descritos en la presente, pueden incluir formulacidén en
composiciones farmacéuticas o formulaciones farmacéuticas
para administracidén parenteral, por ejemplo, intravenosa; por
la mucosa, por ejemplo, intranasal; ocular, u otro modo de
administracién. En algunas modalidades, los inhibidores de
ROBO-2 descritos en la presente se pueden administrar junto
con cualquier compuesto portador farmacéuticamente aceptable,
material, o composicidédn que da por resultado un tratamiento
efectivo en el sujeto. De esta manera, una formulacidn
farmacéutica para el uso en los métodos descritos en la
presente puede contener un 1inhibidor de ROBO-2, como se
describe en la presente, en combinacién con uno o mas
ingredientes farmacéuticamente aceptables.

La frase “farmacéuticamente aceptable” se refiere a
aquellos compuestos, materiales, composiciones, y/o formas de
dosificacién que son, dentro del alcance del buen Jjuicio
médico, adecuadas para el uso en contacto con los tejidos de
seres humanos y animales y toxicidad excesiva, irritaciédn,

respuesta alérgica, u otro problema o complicacidén, acorde
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con una relacién de beneficio/riesgo razonable. La frase
“portador farmacéuticamente aceptable” como se utiliza en la
presente significa un material farmacéuticamente aceptable,
composicién o vehiculo, tal como un rellenador 1liguido o
s6lido, diluyente, excipiente, solvente, medio, material de
encapsulamiento, auxiliar de fabricacién (por ejemplo,
lubricante, tal como magnesio, calcio o estearato de zinc, o
acido estedrico, o material de encapsulacidén con solvente,
implicado en el mantenimiento de la estabilidad, solubilidad,
o0 actividad de un inhibidor de ROBO-2. Cada portador debe ser
“aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacidén y no perjudicial al paciente.
Algunos ejemplos de materiales gque ©pueden servir como
portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2)
almidones, tal como almidén de maiz y almidén de papa; (3)
celulosa, y sus derivados, tal como carboximetil celulosa de

sodio, metilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina

y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta;
(6) gelatinay; (7) excipientes, tales como mantequilla de
cacao y ceras de supositorio; (8) aceites, tal como aceite de

cacahuate, aceite de algoddn, aceite de céartamo, aceite de
ajonjoli, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
(9) glicoles, tales como propilenglicol; (10) polioles, tal

como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol (PEG);
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(11) ésteres, tal como oleato de etilo y laurato de etilo;

(12) agar; (13) agentes amortiguadores, tal como hidréxido de
magnesio e hidrdxido de aluminio; (14) &acido alginico; (15)
agua sin pirdégeno; (16) solucidédn salina isotdnica; (17)

solucién de Ringer; (19) soluciones amortiguadas con pH; (20)
poliésteres, policarbonatos y/o poli-anhidridos; (21) agentes
de volumen, tales como polipéptidos vy aminoacidos (22)
componentes de suero, tales como albumina de suero, HDL vy
LDL; (23) alcoholes 2-Cl2, tal como etanocl; vy (24) otras
sustancias compatibles no tbéxicas empleadas en las
formulaciones farmacéuticas. Los agentes de liberaciédn,

agentes de recubrimiento, conservadores, y antioxidantes

también pueden estar ©presentes en la formulacidén. Los
términos tal como “excipiente”, “portador”, “portador
farmacéuticamente aceptable” o) similares se utilizan

intercambiablemente en la presente.

Los inhibidores de ROBO-2 descritos en la presente
se pueden formular especialmente para la administracidén de
compuesto a un sujeto en forma sélida, liquida o en gel,
incluyendo aquellos adaptados para los siguiente: (1)
administracidén  parenteral, por ejemplo, por inyeccién
subcutanea, intramuscular, intravenosa o epidural como, por
ejemplo, una solucidén o suspensidn estéril o formulacidn de
liberacidén sostenida; (2) aplicacién tépica, por ejemplo,

como una crema, unguento, o un parche de liberacidn
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controlada o rocio aplicado a la piel; (3) intravaginalmente
o intrarectalmente, por ejemplo, como un pesario, crema O
espuma; (4) ocularmente; (5) transdérmicamente; (6)
transmucosa; o (79) nasalmente. Adicionalmente, un inhibidor
de ROBO-2 se puede implementar en un paciente o ser inyectado
utilizando un sistema de administracién de féarmacos. Ver, por
ejemplo, Urquhart, y colaboradores, Ann. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis, ed. “Controlled Release
of Pesticides and Pharmaceuticals” (Plenum Press, Nueva York,
1981); patente de los Estados Unidos No. 3,773,919; y patente
de los Estados Unidos No. 35 3,270,960.

Las modalidades adicionales de las formulaciones vy
modos de administracidén de las composiciones que comprenden
los inhibidores de ROBO-2 descritos en la presente, se pueden
utilizar en los métodos descritos en la presente como se
describe a continuacién.

Formas de Dosificacidén Parenterales. Las formas de

dosificacidén parenterales de los inhibidores de ROBO-2
también se pueden administrar a un sujeto con una afeccidn
renal crdénica por varias vias, incluyendo, pero no limitado
a, subcutanea, intravenosa (incluyendo inyeccidén de bolo),
intramuscular, e intra-arterial. Puesto que la administracién
de las formas de dosificacidén ©parenterales se desvia
tipicamente de las defensas naturales del paciente contra los

contaminantes, las formas de dosificacidén parenterales son
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preferiblemente estériles o capaces de ser esterilizadas
antes de la administracidén a un paciente. Ejemplos de formas
de dosificacidén parenterales incluyen, pero no se limitan a,
soluciones listas para inyeccidén, productos seco listos para
ser disueltos o suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para inyeccidén, suspensiones listas par inyecciédn,
formas de dosificacidén parenterales de liberacidn controlada,
y emulsiones.

Los vehiculos adecuados que se pueden utilizar para
proporcionar formas de dosificacién parenterales de 1la
descripcidén son bien conocidas por aquellas personas expertas
en la técnica. ejemplos incluyen, sin limitacién: agua
estéril; agua para inyeccidédn USP; solucidn salina; solucidn
de glucosa; vehiculos acuosos tales pero como, PpPero no
limitados a, inyeccidén de cloruro de sodio de sodio,
inyeccién de Ringer, inyeccidén de dextrosa, inyeccidén de
dextrosa y cloruro de sodio, e inyeccidén de Ringer lactada;
vehiculos miscibles en agua tales como, pero no limitado a,
alcohol etilico, polietilenglicol, y propilenglicol; \%
vehiculos no acuosos tales como, pero no limitados a, aceite
de maiz, aceite de algoddn, aceite de cacahuate, aceite de
ajonjoli, oleato de etilo, miristato de isopropilo y benzoato
de bencilo.

En algunas modalidades, las composiciones que

comprenden una cantidad efectiva de un inhibidor de ROBO2 se
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formulan para ser adecuadas para la administracidén oral, por
ejemplo como formas de dosificacidédn discretas, tales como,
pero no limitadas a, comprimidos (incluyendo sin limitacidn
comprimidos ranurados o recubiertos), pastillas, céapsulas,
comprimidos masticables, paquetes de polvo, cépsulas,
trociscos, obleas, rocios de aerosol, o liquidos, tales como
pero no limitados a, jarabes, elixires, soluciones ©
suspensiones en un liquidos acuoso, un liquido no acuoso, una
emulsidén de aceite en agua, o0 una emulsidén de agua en aceite.
Tales composiciones contienen una cantidad predeterminada de
la sal farmacéuticamente aceptable de los compuestos
descritos, y se pueden preparar por métodos de farmacia bien
conocidos por aquellas personas expertas en la técnica. Ver
generalmente, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed.,
Mack Publishing, Easton, Pa. (1990).

Debido a su facilidad de administracidn, los
comprimidos y cépsulas representan las formas unitarias de
dosificacidén oral sdélidas més ventajosas, en cuyo caso se
utilizan excipientes farmacéuticos sélidos. Si se desea, los
comprimidos se pueden recubrir por técnicas acuosas O no
acuosas estandares. Estas formas de dosificacidén se pueden
preparar por cualquiera de los métodos de farmacia. En
general, las composiciones farmacéuticas vy las formas de
dosificacidén se preparan al mezclar uniforme e intimamente el

ingrediente(s) activo con portadores liquidos, portadores
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s6lidos finamente divididos, o ambos, vy luego formar el
producto en la presentacidén deseada si es necesario. En
algunas modalidades, las formas de dosificacidén oral no se
utilizan para el agente antibidético.

Las formas de dosificacién oral tipicas de las
composiciones que comprenden una cantidad efectiva de un
inhibidor de  ROBO2 se preparan al combinar la sal
farmacéuticamente aceptable del inhibidor de ROBO2 en una
mezcla intima con por lo menos un excipiente de acuerdo con
las técnicas de formacién de compuestos farmacéuticos
convencionales. Los excipientes pueden tomar una amplia
variedad de formas dependiendo de la forma de la composicién
deseada para administracidén. Por ejemplo, 1los excipientes
adecuados para el uso en las formas de dosificacidédn ligquidas
o0 en aerosol orales incluyen, pero no se limitan a, agua,
glicoles, aceites, alcoholes, agentes saborizantes,
conservadores, y agentes colorantes. Ejemplos de muestras

adecuadas para el uso en las formas de dosificacién oral

sb6lidas (por ejemplo, polvos, comprimidos, cépsulas vy
tabletas) incluyen, pero no se limitan a, almidones,
azlcares, celulosa microcristalina, caolin, diluyentes,

agentes de granulacidén, lubricantes, aglutinantes y agentes
de desintegracidn.
Los aglutinantes adecuados para el uso en las

formulaciones farmacéuticas descritas en la presente
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incluyen, pero no se limitan a, almidén de maiz, almiddn de
papra, u otros almidones, gelatina, gomas naturales vy
sintéticas tales <como acacia, alginato de sodio, &cido
alginico, otros alginatos, tragacanto en polvo, goma guar,
celulosa vy sus derivados (por ejemplo , etil celulosa,
acetato de celulosa, carboximetil celulosa de calcio,
carboximetil celulosa de sodio), polivinilpirrolidona, metil
celulosa, almidén pre-gelatinizado, hidroxipropil-metil
celulosa, (por ejemplo, Nos. 2208, 2906, 2910), celulosa
microcristalina, y mezclas de los mismos.

Ejemplos de rellenadores adecuados para el uso en
las formulaciones farmacéuticas descritas en la presente
incluyen, pero no se limitan a, talco, carbonato de calcio
(por ejemplo, granulos o polvos), celulosa microcristalina,
celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido
silicico, sorbitol, almiddén, almiddén pre-gelatinizado, vy
mezclas de los mismos. El1 aglutinante o rellenador en las
composiciones farmacéuticas descritas en la presente esta
tipicamente presente de aproximadamente 50 a aproximadamente
99 por ciento en peso de la composicidén farmacéutica.

Se utilizan desintegrantes en las co-formulaciones
farmacéuticas orales descritas en la presente para
proporcionar comprimidos que se desintegran cuando se exponen
a un entorno acuoso. Una cantidad suficiente de desintegrante

que es vya sea ni muy poco ni demasiado para alterar
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perjudicialmente la liberacidén del ingrediente(s) activo se
debe utilizar para conformar las formas de dosificacidén oral
s6lidas de los inhibidores de ROBO2 descritos en la presente.
La cantidad de desintegrante utilizado varia basado en el
tipo de formulacién, vy es facilmente discernible para
aquellas personas de experiencia ordinaria en la técnica. Los
desintegrantes que se pueden utilizar para formar
formulaciones farmacéuticas orales incluyen, pero no se
limitan a, agar, acido alginico, carbonato de calcio,
celulosa microcristalina, croscarmelosa sbédica, crospovidona,
potasio de polacrilina, glicolato de almidén de sodio,
almidébn de papa o tapioca, otros almidones, almidén pre-
gelatinizado, arcillas, otras alginas, otras celulosas,
gomas, y mezclas de los mismos.

Los lubricantes que se pueden utilizar para formar
las formulaciones farmacéuticas orales de los inhibidores de
ROBO2 descritos en la presente incluyen, pero no se limitan
a, estearato de <calcio, estearato de magnesio, aceite
mineral, aceite mineral ligero, glicerina, sorbitol, manitol,
polietilenglicol, otros glicoles, &cido estedrico, lauril
sulfato de sodio, talco, aceite vegetal hidrogenado, (por
ejemplo, aceite de cacahuate, aceite de algoddn, aceite de
girasol, aceite de ajonjoli, aceite de oliva, aceite de maiz,
y aceite de soja), estearato de zinc, oleato de etilo,

laureato de etilo, agar, vy mezclas de los mismos. Los
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lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de
silice siloide (AEROSIL™ 200, fabricado por W. R. Grace Co.
of Baltimore, Md.), un aerosol coagulado de silice sintética
(comercializado por Degussa Co. of Piano, Tex.), CAB-0O-
SIL™ (un producto de diéxido de silicio pirogénico wvendido
por Cabot Co. of Boston, Mass.), y mezclas de los mismos. Si
se utiliza en lo absoluto, los lubricantes se utilizan
tipicamente en una cantidad de menor que aproximadamente 1
por ciento en peso de las composiciones farmacéuticas o
formas de dosificacién en las cuales se incorporan.

En otras modalidades, se proporcionan formulaciones
farmacéuticas sin lactosa y formas de dosificacién, en donde
tales composiciones contienen preferiblemente poco, si 1los
hay, lactosa u otros mono- o di-sacaridos. Como se utiliza en
la presente, el término “sin lactosa” significa que la
cantidad de lactosa presente, si la hay, es insuficiente para
incrementar sustancialmente la velocidad de degradacién de un
ingrediente activo. Las composiciones sin lactosa de la
descripcidén pueden comprender excipientes que son Dbien
conocidos en la técnica y se listan en la USP (XXI)/NF (XVI),
gue se incorporan en la presente a manera de referencia.

Las formulaciones orales de los inhibidores de
ROBO2 abarcan ademés, en algunas modalidades, las
composiciones farmacéuticas anhidras y las formas de

dosificacidén que comprenden los inhibidores de inhibidor de
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ROBO2 descritos en la presente como ingredientes activos,
puesto que el agua puede facilitar la degradacidén de algunos
compuestos. Por ejemplo, la adicidédn de agua (por ejemplo, 5%)
se acepta ampliamente en las técnicas farmacéuticas como un
medio para simular el almacenamiento a largo plazo a fin de
determinar las caracteristicas tales como vida de anaquel o
la estabilidad de las formulaciones a través del tiempo. Ve,
por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles &
Practice, 379-80 (2da edicidén, Marcel Dekker, NY, N.Y.:
1995). Las composiciones farmacéuticas anhidras y las forma
de dosificacidén descritas en la presente se pueden preparar
utilizando ingredientes anhidros o que contienen baja humedad
y condiciones de baja humedad. Las composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacidn que comprenden lactosa
y por lo menos un ingrediente activo gque comprende una amina
primaria o secundaria son preferiblemente anhidras si se
espera el contacto sustancial con la humedad durante la
fabricacién, empaquetado y almacenamiento. Las composiciones
anhidras se empacan preferiblemente usando materiales
conocidos para prevenir la exposicidédn al agua tal gque se
pueden incluir en los equipos formularios adecuados. Ejemplos
de empaquetado adecuado incluyen, pero no se limitan a,
laminas delgadas herméticamente selladas, pléasticos,
recipientes de dosis wunitaria (por ejemplo, frasquitos de

vidrio) con o sin desecantes, empaques de laminas al vacio, y
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empaques de tiras.

Formulaciones de aerosol. Un inhibidor de ROBO-2 se

pueden empaquetar en un recipiente de aerosol presurizado
junto con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes de
hidrocarburo similar a propano, butano, o isobutano con
adyuvantes convencionales. Un inhibidor de ROBO-2 también se
puede administrar en una forma no presurizada tal como un
nebulizador o atomizador. Un inhibidor de e ROBO-2 también se
puede administrar directamente a las vias aéreas en la forma
de un polvo seco, por ejemplo por el uso de un inhalador.

Las composiciones de polvo adecuadas incluyen, por
medio de ilustracidén, preparaciones en polvo de un inhibidor
de ROBO-2, intermezclado completamente con lactosa, u otros
polvos inertes aceptables para la administracién
intrabronquial. Las composiciones en polvo se pueden
administrar a través de un dispensador de aerosol o
encerradas en una capsula rompible gue se puede instar por el
sujeto en un dispositivo que perfora la cépsula y sopla el
polvo en una corriente permanente adecuada para inhalacidn.
Las composiciones pueden incluir propelentes, surfactantes, vy
co-solventes y se puede rellenar en recipientes de aerosol
convencionales que se cierran por una valvula dosificadora
adecuada.

Los aerosoles para la administracidén al tracto

respiratorio son conocidos en la técnica. Ver por ejemplo,
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Adjei, A. y Garren, J. Pharm. Res., 1: 565-569 (1990); Zanen,
P. y Lamm, J.-W. J. Int. J. Pharm., 114: 111-115 (1995);
Gonda, I. “Aerosols for delivery of therapeutic and
diagnostic agents to the respiratory tract”, in Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 6:273-313
(1990); Anderson y colaboradores, Am. Rev. Respir. Dis., 140:
1317-1324 (1989)) and have potential for the systemic
delivery of peptides and proteins as well (Patton y Platz,
Advanced Drug Delivery Reviews, 8: 179-196 (1992)); Timsina
et. al., Int. J. Pharm., 101: 1-13 (1995); vy Tansey, I. P.,
Spray Technol. Market, 4:26-29 (1994) ; French, D. L.,
Edwards, D. A. and Niven, R. W., Aerosol Sci., 27: 769-783
(1996); Visser, J., Powder Technology 58: 1-10 (1989)); Rudt,
S. y R. H. Muller, J. Controlled Release, 22: 263-272 (1992);
Tabata, Y, e Y. 1Ikada, Biomed. Mater. Res., 22: 837-858
(1988); Wall, D. A., Drug Delivery, 2: 10 1-20 1995); Patton,
J. y Platz, R., Adv. Drug Del. Rev., 8: 179-196 (1992);
Bryon, P., Adv. Drug. Del. Rev., 5: 107-132 (1990); Patton,
J. S., y colaboradores, Controlled Release, 28: 15 79-85
(1994); Damms, B. y Bains, W., Nature Biotechnology (1996);
Niven, R. W., y colaboradores, Pharm. Res., 12(9),; 1343-1349
(1995); y Kobayashi, S., y colaboradores, Pharm. Res., 13(1):
80-83 (1996), los contenidos de los cuales se incorpora en la
presente a manera de referencia en su totalidad.

Las formulaciones de 1los inhibidores de ROBO-2
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descritos en la presente abarcan adicionalmente composiciones
farmacéuticas anhidras y formas de dosificacidn que
comprenden los compuestos descritos como ingredientes
activos, puesto que el agua puede facilitar la degradacién de
algunos compuestos. Por ejemplo, 1la adicién de agua (por
ejemplo, 5%) se acepta ampliamente en las técnicas
farmacéuticas como un medio para simular el almacenamiento a
largo plazo a fin de determinar las caracteristicas tales
como vida de anaquel o la estabilidad de las formulaciones a
través del tiempo. Ver, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug
Stability: Principles & Practice, 379-80 (2da ed., Marcel
Dekker, NY, N.Y.: 1995). Las composiciones farmacéuticas
anhidras y las formas de dosificacidén de la descripcidn se
puede preparar utilizando 1ingredientes anhidros lo que
contienen baja humedad y condiciones de Dbaja humedad. Las
composiciones farmacéuticas vy formas de dosificacién que
comprenden lactosa y por lo menos un ingrediente activo que
comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente
anhidras si se espera el contacto sustancial con la humedad
durante la fabricacidén, empaquetado, y/o almacenamiento. Las
composiciones anhidras se empacan preferiblemente usando
materiales conocidos para prevenir la exposicidén al agua tal
que se pueden incluir en equipos formularios adecuados.
Ejemplos de empaquetado adecuado incluyen, pero no se limitan

a, léaminas delgadas herméticamente selladas, pléasticos,
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recipientes de dosificacidén unitaria (por ejemplo, frasquitos
de vidrio) con o sin desecantes, paquetes de ladmina al wvacio,
y paquetes de tiras.

Formas de Dosificacidén de Liberacidén Controlada vy

Retardada. En algunas modalidades de los aspectos descritos
en la presente, un inhibidor de ROBO-2 se puede administrar a
un sujeto por medios de liberacidn controlada o retardada.
Idealmente, el wuso de una preparacién de liberaciédn
controlada Optimamente disefilada en el tratamiento médico se
caracteriza por un minimo de sustancia de farmaco que se
emplea para curar o controlar la afeccidén en una cantidad de
tiempo minima. Las ventajas de las formulaciones de
liberacidédn controlada incluyen: 1) actividad extendida del
farmaco; 2) frecuencia de dosificacidn reducida; 3)
aceptacidén incrementada del paciente; 4) uso de menos farmaco
total; 5) reduccidén en los efectos secundarios locales o
sistémicos; 6) minimizacién de la acumulacidédn de farmaco; 7)
reduccién en las fluctuaciones del nivel sanguineo; 8) mejora
en la eficacia del tratamiento; 9) reduccidn de la
potenciacién o pérdida de la actividad del farmaco; y 10)
mejora en la velocidad del <control de enfermedades o
afecciones. (Kim, Cherng-ju, Controlled Release Dosage Form
Design, 2 (Technomic Publishing, Lancaster, Pa.: 2000)). Se
pueden utilizar formulaciones de liberacidén controlada para

controlar un compuesto de la férmula (I)'s en el inicio de
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accidén, duracidn de la accidn, niveles de plasma, dentro de
la ventaja terapéutica, y niveles de sangre pico. En
particular, las formas de dosificacidn de liberaciédén
controlada o extendida o formulaciones se pueden utilizar
para asegurar que la efectividad maxima de un compuesto de la
férmula (I) se logre mientras qgue minimice los efectos
adversos potenciales y las preocupaciones de seguridad, que
pueden presentarse tanto de dosificacidén insuficiente de un
farmaco (es decir, yendo por debajo de los niveles
terapéuticos minimos) asi como excediendo el nivel de
toxicidad para el farmaco.

Una variedad de formas de dosificacién de
liberacidn controlada o extendida, formulaciones, y
dispositivos se pueden adaptar para el uso con los
inhibidores de ROBO-2 descritos en la presente. Ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos en las
patentes de Estados Unidos ©Nos.: 3,845,770; 3,916,899;
3,536,809; 3,598,123; 4,008,719; 5674,533; 5,059,595; 5,591
,767; 5,120,548; 5,073,543; 5,639,476; 5,354,556; 5,733,566;
y 6,365,185 Bl, cada una de las cuales se incorpora en la
presente a manera de referencia en sus totalidades. Estas
formas de dosificacidén se pueden utilizar para proporcionar
liberacién lenta o controlada de uno o més ingredientes
activos utilizando, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa, otras

matrices de polimero, geles, membranas permeables, sistemas
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osméticos (tal como OROS™ (Alza Corporation, Mountain View,
Calif. EUA) ), recubrimientos de multiples capas,
microparticulas, liposomas, o microesferas o una combinacidn
de los mismos para proporcionar el perfil de 1liberaciédn
deseado en las proporciones variantes. Adicionalmente, 1los
materiales de intercambio idénico se pueden utilizar para
preparar formas de sal adsorbidas, inmovilizadas de los
compuestos descritos y afectar de esta manera la
administracidn controlada de farmaco. Ejemplos de
intercambiadores anidénicos especificos incluyen, pero no se
limitan a, DUOLITE™ A568 y DUOLITE™ AP143 (Rohm&Haas, Spring
House, Pa. EUA).

En algunas modalidades de los métodos descritos en
la presente, un inhibidor de ROBO-2 para el uso en 1los
métodos descritos en la presente, se administra a un sujeto
por liberacidén sostenida o en pulsos. La terapia de pulsos no
es una forma de administracidén discontinua de la misma
cantidad de una composicién a través del tiempo, sino
comprende la administracién de la misma dosis de la
composicidén en una frecuencia reducida o administracidén de
dosis reducidas. Las administraciones de liberacidén sostenida
o de pulsos se prefieren particularmente cuando el desorden
se presenta continuamente en el sujeto, por ejemplo donde el
sujeto tiene enfermedad de rifién crdédnica. Cada dosis de pulso

se puede reducir y la cantidad total de un inhibidor de ROBO-
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2 descrito en la presente administrado durante el curso del
tratamiento al sujeto o paciente se minimiza.

El intervalo entre pulsos, cuando es necesario, se
puede determinar por una persona de experiencia ordinaria en
la técnica. Frecuentemente, el intervalo entre pulsos, se
puede calcular al administrar otra dosis de la composicidn
cuando la composicidén al componente activo de la composicidn
ya no es detectable en el sujeto antes del suministro del
siguiente pulso. Los intervalos también se pueden calcular de
la vida media in vivo de la composicién. Los intervalos se
pueden calcular como mayor que la vida media in vivo, o 2, 3,
4, 5 y atn 10 veces mayor que la vida media de composicién.
Varios métodos y aparatos para pulsar las composiciones para
infusién u otras formas de administracidén al paciente se
describen en las patentes de los Estados Unidos Nos.
4,747,825; 4,723,958; 4,948,592; 4,965,251 y 5,403,590.

En algunas modalidades, las preparaciones de
liberacién sostenida que comprenden el inhibidor de ROBO-2 se
pueden preparar. Ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacidén sostenida incluyen matrices semipermeables de
polimeros hidrofdébicos sbdélidos que contienen el inhibidor, en
cuyas matrices estadn en la forma de articulos formados, por
ejemplo, peliculas o microcéapsulas. Ejemplos de marices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles, (por

ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o) poli(alcohol
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vinilico)), polilacturos (patente de los Estados Unidos No.
3,773,919), copolimeros de acido L-glutédmico y etil-L-
glutamato, etilen-acetato de vinilo no degradable,
copolimeros de &cido léactico-acido glicélico degradables tal
como el LUPRON DEPOT (microesferas inyectadas compuestas de
copolimero de A&cido lactico-acido glicélico y acetato de
leuprolida), y &acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones que comprenden los inhibidores de
ROBO-2 que se utilizan para la administracidén in vivo son
preferiblemente estériles. Esto se logra fécilmente por
filtracidén a través de, por ejemplo, membranas de filtraciédn
estériles, vy otros métodos conocidos por una persona de
experiencia en la técnica.

También se proporcionan, en algunos aspectos,
ensayos, métodos, y sistemas para determinar si un individuo
tiene una enfermedad de rifién crdénica o una predisposicidn
para una enfermedad de rifién crdénica o proteinuria basados en
los perfiles de expresidén o la informacidén de secuencia de
ROBO2 como un biomarcador indicativo de enfermedad de rifién
crbnica o una predisposicidén para una enfermedad de rifidn
crénica o proteinuria. Como se muestra en la presente, ROBO2
es util como un biomarcador para identificar un sujeto que
tiene enfermedades renal crdénica o en alto riesgo de
enfermedad de rifndén crdénica o proteinuria o para monitorear

los efectos de tratamiento en la progresidén de la enfermedad
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de rifibn crdénica o proteinuria.

Como se utiliza en la presente, un “biomarcador” se
refiere a un refiere a una biomolécula organica que esté
diferencialmente presente en una muestra tomada de un sujeto
de un estado fenotipico (por ejemplo, que tiene una
enfermedad) como es comparado con otro estado fenotipico (por
ejemplo, que no tiene la enfermedad). Un Dbiomarcador esta
diferencialmente presente entre los estados fenotipicos
diferentes si el nivel de expresidn media o media del
biomarcador en los diferentes grupos se calcula por ser
estadisticamente significativo. Las pruebas comunes para la
significancia estadistica incluyen, entre otros, prueba ¢t,
ANOVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon, Mann-Whitney e indice de
probabilidades. Los biomarcadores, solos o en combinacidn,
proporcionan mediciones de riego reducido que el sujeto a
pertenece a un estado fenotipico u otro. Como tales, son
atiles como marcadores para enfermedad (diagnéstico),
efectividad terapéutica de un farmaco (terandsticos) y de la
toxicidad de farmacos.

La expresidén ROBO2 para uso en los ensayos
descritos en la presente se puede detectar por cualquier
método adecuado, incluyendo deteccidn con niveles de proteina
o deteccién de los niveles de expresién de mRNA. EI1
polipéptido ROBO2 se puede detectar en cualquier forma que se

pueda encontrar en una muestra bioldgica obtenida de un
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sujeto, o en cualguier forma gque pueda resultar de la
manipulacidén de la muestra bioldgica (por ejemplo, como el
resultado de procesamiento de muestras) . Las formas
modificadas de ROBO2 pueden incluir proteinas modificadas que
son un producto de variantes alélicas, variantes de empalme,

modificacidén pos-traduccional (por ejemplo, glicosilacién,

escisidén proteolitica (por ejemplo, fragmentos de una
proteina precursora) glicosilacién, fosforilaciédn,
lipidacién, oxidaciédn, metilacidn, cisteinilacién,

sulfonacidén, acetilacidén, y similares), oligomerizacidén, des-
oligomerizacidn (para separar mondmeros de una forma
multimérica de la proteina), desnaturalizacién, y similares.

Los ensayos descritos en la presente se puede
disefiar para detectar todas las formas o formas particulares
de ROBO2. Donde se desee, la diferenciacidén entre formas
diferentes de ROBO2, por ejemplo, isoformas diferentes, se
pueden lograr mediante el wuso de métodos de deteccidn
dependientes de las caracteristicas fisicas que difieren
entre las formas, por ejemplo, peso molecular diferente,
tamafio molecular diferente, presencia/ausencia de diferentes
epitopos, y similares.

Por consiguiente, se proporcionan en la presente,
en algunos aspectos, ensayos para la diagnosis de un sujeto
que tiene enfermedad de rifién crdénica o estd en riesgo de

enfermedad de rifibn crdénica o proteinuria, el ensayo que



10

15

20

25

94

comprende: medir el nivel de proteina ROBO2 o acido nucleico
en una muestra bioldgica obtenida del sujeto, en donde si el
nivel de ROBO2 en la muestra bioldgica del sujeto es en el
mismo nivel o mayor que (por ejemplo, mayor dJue por una
cantidad estadisticamente significativa) un nivel de
referencia de umbral para ROBO2, el sujeto probablemente esté
en riesgo de enfermedad de rifidn crédnica o proteinuria o
tiene enfermedad de rifién crédénica. Por ejemplo, un incremento
en el nivel de ROBO2 por mas de aproximadamente 10%, o mas de
aproximadamente 20%, o mas de aproximadamente 30%, o més de
aproximadamente 40%, o mas de aproximadamente 50%, o més de
aproximadamente 60%, o mas, como es comparado con un nivel de
umbral de referencia de ROBO2. En algunas modalidades, el
incremento en el nivel de ROBO2 es por lo menos una
desviacidén estédndar mayor que, o por lo menos dos
desviaciones estédndares, o més, mayor gque un nivel de umbral
de referencia ROBO2 mediano o medio. Tales niveles de
referencia de ROBO2 medianos o medios se pueden calcular, por
ejemplo, de cinco o mas muestras obtenidas de sujetos que no
tienen enfermedad de rifibn crdénica o proteinuria, o de cinco
o mas muestras obtenidas del mismo sujeto en diferentes
puntos de tiempo.

En algunas modalidades de estos ensayos, la
cantidad de ROBO2 medida en una muestra bioldégica se copara

con un nivel de umbral de referencia, o una muestra bioldgica
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de referencia, tal como muestra bioldégica obtenida de un
control normal de edad de concordancia (por ejemplo, un
sujeto de edad de concordancia gque no tiene un riesgo de
enfermedad de rifibn crénica o proteinuria), o un sujeto sano,
por ejemplo, un individuo sano.

En algunas modalidades, 1los ensayos, sistemas vy
equipos como se describen en la presente también son Utiles
para monitorear un curso de tratamiento que se administra a
un sujeto. Por ejemplo, se puede medir el nivel de ROBO2 en
una muestra bioldgica del sujeto en el primer punto de tiempo
(por ejemplo, tl) vy comparar con el nivel de umbral de
referencia de Dbiomarcador ROBOZ2 y si el nivel medido para
ROBO2 es el mismo o mas alto que el nivel de umbral de
referencia, al sujeto se le puede administrar un tratamiento
o0 régimen terapéutico apropiado para retardar o reducir la
ocurrencia de la enfermedad de rifndén crdénica o proteinuria,
por ejemplo, incrementar el ejercicio, reducir 1la presidn
cardiaca, ajustar la dieta, etc. como se describe en 1los
métodos en la presente, y luego el nivel del panel de
proteina biomarcador ROBO2 se puede medir en un segundo punto
de tiempo (por ejemplo, t2) y puntos de tiempos subsecuentes
(por ejemplo, t3, t4, tb5, t5... etc.), y comparar los niveles
de ROBOZ2 en uno o mas puntos de tiempo (por ejemplo, en tl o
cualgquier punto de tiempo subsecuente) o los niveles de

umbral de referencia de ROBO2 para determinar si el
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tratamiento terapéutico o el tratamiento régimen médico para
el tratamiento para reducir el riesgo de, retardar, o reducir
la ocurrencia de la enfermedad de rifidn crédénica o proteinuria
es efectivo. En tales modalidades, los ensayos, sistemas o
equipos como se describen en la presente se pueden utilizar
para monitorear un tratamiento terapéutico en un sujeto
sintomatico (por ejemplo, un sujeto que sabe que tiene
enfermedad de rifidbn crénica o proteinuria), donde un
tratamiento efectivo puede ser una disminucidédn en ROBO2 en un
sujeto, o alternativamente los ensayos, sistemas y equipos
como se describen en la presente se pueden utilizar para
monitorear el efecto del tratamiento profildctico en un
sujeto sintomatico (por ejemplo, para prevenir la enfermedad
de rifién crdénica o proteinuria que se presenta en un sujeto),
por ejemplo, donde el sujeto se ha identificado que estd en
riesgo de enfermedad de rifién crénica o proteinuria de
acuerdo con los métodos tal como se describen en la presente,
u otros conocidos en la técnica, o debido a razones
hereditarias, por ejemplo.

El término “muestra” como se utiliza en la presente
se refiere generalmente a cualquier material que contiene
acido nucleico, yva sea DNA o RNA, o aminoacidos.
Generalmente, tal material estard en la forma de una muestra
de sangre, muestra heces, muestra de tejido, células,

bacterias, seccién de histologia, o hisopo Dbucal. Las
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muestras se pueden preparar, por ejemplo las muestras pueden
ser recientes, fijas, congeladas, o incrustadas en parafina.
El término “muestra bioldgica” como se utiliza en la presente
se refiere a una célula o poblacidén de células o una cantidad
de tejido o fluido de un sujeto. Mas frecuentemente, 1la
muestra se ha removido de un sujeto, pero el término “muestra
bioldégica” también se puede referir a células o tejido
analizados in vivo, es decir sin la remocidédn del sujeto.
Frecuentemente, una “muestra bioldgica” contendra células del
animal, pero el término también puede referirse a material
biolégico no celular, tal como fracciones no celulares de
sangre, saliva u orina, que se pueden utilizar para medir los
niveles de expresidn génica. Las muestras Dbioldgicas
incluyen, pero no se limitan a, biopsias de tejido, raspados,
sangre entera, plasma, suero, orina, saliva, cultivo celular,
o liquido cefalorraquideo. Las muestras bioldgicas también
incluyen biopsias de tejido, cultivo celular. Una muestra
bioldégica o muestra de tejido puede referirse a una muestra
de tejido o fluido aislada de un individuo, 1incluyendo pero
no limitado a, por ejemplo, orina, sangre, plasma, suero,
biopsia de rifién, heces, esputo, fluido espinal, fluido
pleural, aspirados del pezén, fluido 1linfatico, secciones
externas de la piel, tractos respiratorio, intestinal vy
genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células (incluyendo

pero no limitado a, células de sangre), tumores, o&érganos, Vy
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también muestras de un constituyente de de cultivo celular in
vitro. En algunas modalidades, donde se obtiene una muestra
de orina, la muestra de orina se centrifuga para formar en
pelotillas cualquiera de las células de rifibn, o sobre las
cuales los ensayos y métodos descritos en la presente se
pueden llevar a cabo. En algunas modalidades, la muestra es
de una biopsia de rifiébn, tal como una biopsia con aguja
gruesa de un rifibn o porcidén del mismo, tal como una muestra
de podocitos. Ademéds, se utilizan muestras de aspirados con
aguja fina. En algunas modalidades, las muestras bioldgicas
se pueden preparar, por ejemplo las muestras bildgicas pueden
ser reciente, fijas, congeladas, o incrustadas en parafina.
La muestra se puede obtener al remover una muestra de células
de un sujeto, pero también se puede lograr al wutilizar
células previamente aisladas (por ejemplo aisladas por otra
persona), o al llevar a cabo los métodos descritos en la
presente in vivo.

El término “expresién” como se utiliza en 1la
presente se refiere a intercambiablemente a la expresidén de
un polipéptido o proteina o expresidn de un polinucledtido o
expresién de un gen. La expresidn también se refiere a la
expresién de proteinas traduccionalmente modificadas y pos-
traduccionalmente modificado, asi como la expresidén de
moléculas de pre-mRNA, empalmadas alternativamente y

moléculas mRNA maduras. La expresién de un polinucledtido se
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puede determinar, por ejemplo, al medir la produccidédn de las
moléculas transcritas de RNA por ejemplo niveles de
transcripto de RNA mensajero (mRNA). La expresidén de una
proteina o polipéptido se puede determinar, por ejemplo,
mediante inmunoensayo utilizando un anticuerpo(s) gque se
enlaza con el polipéptido. El1 término “codificar” como se
aplica a los polinucledétidos se refiere a un polinucledtido
que se dice “codifica” un polipéptido o proteina si, en su
estado nativo cuando se manipula por métodos bien conocidos
por aquellas personas expertas en la técnica, se puede
transcribir para producir el RNA que se puede traducir en una
secuencia de aminodcidos para generar el polipéptido y/o un
fragmento del mismo. La hebra anti-sentido es el complemento
de tal &cido nucleico, y la secuencia de codificacidén se
puede deducir de la misma. El1 término ‘“endbgenamente
expresado” o “expresién enddgena” se refiere a la expresidn
de un producto de gen en niveles normales y bajo regulacidn
normal para ese tipo de célula.

Los métodos de deteccidn se pueden utilizar con los
ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente para
medir los niveles de la proteina ROBO2 o &cido nucleico en
una muestra o muestra bioldgica que incluyen métodos opticos,
métodos electromecanicos (técnicas de voltametria %
amperometria), microscopia de fuerza atdédmica, y métodos de

radiofrecuencia, por ejemplo, espectroscopia de resonancia
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multipolar. Los métodos o6pticos incluyen microscopia, tanto
confocal como no confocal, deteccidn de fluorescencia,
luminiscencia, quimioluminiscencia, absorbancia,
reflectancia, transmitancia, y birrefringencia o indice de
refraccioén (por ejemplo, resonancia de plasmén en
superficiales, elipsometria, método de espejo resonante, un
método de guia de onda acoplador de injerto o
interferometria).

En esas modalidades de 1los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente en los cuales el nivel de
proteina ROBO2 determina, tal como por ejemplo, el nivel de
una proteina de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, se puede
utilizar cualquier procedimiento protedmico comunmente
conocido por las personas de experiencia ordinaria en la
técnica para medir el nivel de proteinas biomarcadoras en una
muestra bioldégica. La medicidén puede ser ya sea cuantitativa
o cualitativa, siempre y cuando la medicidén sea capaz de
determinar o indicar si el nivel de la proteina ROBO2 en la
muestra bioldgica es el mismo como, O por arriba o por debajo
de un valor de umbral de referencia para la proteina ROBOZ2.

El nivel medido de 1la proteina ROBO2 puede, en
algunas modalidades, ser una medicidén primaria del nivel de
la proteina ROBO2 (que mide la cantidad de proteina ROBO2
misma tal como al detectar el numero de moléculas de proteina

ROBO2 en la muestra) o puede ser, en algunas modalidades, una
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medicidén secundaria de la proteina ROBOZ (una medicidn por lo
cual wuna cantidad de ©proteina ROBO2 se puede ©pero no
necesariamente deducir, tal como una medicidédn de la actividad
funcional o medicién del &cido nucleico, tal como mRNA, que
codifica la proteina ROBO2). Los datos cualitativos también
se pueden derivar u obtener de las mediciones primarias.

En algunas modalidades de los ensayos y métodos
descritos en la presente, los niveles de proteina ROBO2 se
pueden medir utilizando una tecnologia de medicidén basada en
afinidad. “Afinidad” como se refiere a un anticuerpo es un
término bien entendido en 1la técnica y mide el grado, o
resistencia, del enlace del anticuerpo al socio de enlace,
tal como un biomarcador como se describe en la presente (o
epitopo del mismo). La afinidad se puede medir y/o expresar
en una variedad de formas conocidas en la técnica,
incluyendo, pero no limitado a, constante disociacién de
equilibrio (Kp o Kd), constante disociacién de equilibrio
evidente (Kp, o Kg), e ICsy (cantidad necesaria para llevar a
cabo 50% de inhibicién en un ensayo de competicidn;
utilizable intercambiablemente en la presente con “1507). Se
entiende que, para los propdsitos de esta invencidn, una
afinidad es una afinidad promedio para una poblacidén dada de
anticuerpos que se enlazan a un epitopo.

La tecnologia de medicidén Dbasada en afinidad

utiliza una molécula que se enlaza especificamente a la
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proteina biomarcadora que se mide (un “reactivo de afinidad”,
como un anticuerpo o aptéamero), aungque otras tecnologias,
tales como tecnologias Dbasadas en espectroscopia (por
ejemplo, ionizacién de desorcidén laser asistida por matriz-
tiempo de wvuelo, espectroscopia MALDI-TOF) o ensayos due
miden la biocactividad (por ejemplo, ensayos gue miden la
mitogenicidad de 1los factores de crecimiento) también se
pueden utilizar. Las tecnologias basadas en afinidad para el
uso con los ensayos y métodos descritos en la presente pueden
incluir ensayos en anticuerpos (inmunoensayos) Yy ensayos dgue
utilizan aptémeros (moléculas de 4&cidos nucleicos gque se
enlazan especificamente a otras moléculas), tal como ELONA.
Adicionalmente, los ensayos que utilizan tanto anticuerpos
como aptameros también se pueden contemplar (por ejemplo un
ensayo formato de intercalacidédn que utiliza un anticuerpo
para la captura y un aptédmero para la detecciédédn). Una amplia
variedad de ensayos basados en afinidad también son conocidos
en la técnica.

Los ensayos basados en afinidad utilizan
tipicamente por lo menos un epitopo derivado de la proteina
biomarcadora, es decir, ROBO2Z2, vy muchos formatos de ensayo
basados en afinidad utilizan méds de un epitopo (por ejemplo
dos o mas epitopos se implican en los ensayos de formato de
“intercalacién”; por 1lo menos un epitopo se utiliza para

capturar la proteina biomarcadora, y por lo menos un epitopo
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diferente se utiliza para detectar el marcador).

Los ensayos Dbasados en afinidad pueden estar en
competicidén o formatos de reaccidn directos, utilizan formato
de tipo de intercalacidén, vy pueden ser heterogéneos (por
ejemplo, utilizan soportes sélidos) u homogéneos (por ejemplo
se llevan a <cabo en wuna fase individual) vy/o wutilizan
inmunoprecipitacidén. Muchos ensayos implican el uso del
reactivo de afinidad etiquetado (por ejemplo anticuerpo,
polipéptido o aptameros); las etiquetas pueden ser, por
ejemplo, enzimdticas, fluorescentes, gquimioluminiscentes,
radiactivas o moléculas de tinte. Los ensayos que amplifican
las sefiales de la sonda también son conocidos; ejemplos de
los cuales son ensayos que utilizan biotina y avidina, e
inmunoensayos etiquetados y mediados con enzimas, tales como
ensayos ELISA y ELONA. Por ejemplo, las concentraciones de
biomarcadores de las muestras de fluido bioldégicas se pueden
medir por el ensayo LUMINEX™ o ELISA. Cualquiera de
biomarcador o reactivo especifico para el Dbiomarcador se
puede unir a una superficie y los niveles se pueden medir
directa o indirectamente.

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se pueden medir utilizando una tecnologia de medicidn
basada en la afinidad de inmunoensayo.

Las tecnologias de inmunoensayo pueden incluir
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cualquier tecnologia de inmunoensayo que pueda medir
cuantitativa o cualitativamente el nivel de la proteina ROBO2
en una muestra bioldgica. Las tecnologias de inmunoensayo
adecuadas incluyen, pero no se limitan a radioinmunoensayo,
ELISA (ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzimas),
inmunoensayos “de intercalacién”, ensayos

inmunoradiométricos, ensayos inmunodifusidn, inmunoensayos in

situ (utilizando oro <coloidal, etiquetas de enzima o
radioisdbétopos, por ejemplo), tincidn de Western,
inmunoprecipitaciones, ensayos de inmunofluorescencia,
ensayos de inmunoelectroforesis, fluoroinmunoensayo (FiA),

ensayo inmunoradiométrico (IRMA), ensayo inmunoenzimométrico
(IEMA), ensayo de inmunoluminiscencia, y ensayo de
inmunofluorescencia (Madersbacher S, Berger P. Antibodies and
immunoassays. Methods 2000; 21:41-50), ensayo
qgquimioluminiscente, inmuno-PCR, y ensayo de tincidén de
Western. Del mismo modo, los ensayos basados en aptédmeros que
pueden medir cuantitativa o cualitativamente el nivel de un
biomarcador en la muestra bioldgica se pueden utilizar en los
ensayos, métodos, y sSistemas descritos en la presente.
Generalmente, los aptameros se pueden sustituir por
anticuerpos en casi todos los formatos del inmunoensayo,
aunque los aptéameros permiten formatos de ensayos adicionales
(tal como amplificacidén de aptameros enlazados gque utilizan

la tecnologia de amplificacidén de &cidos nucleicos tal como
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PCR (U.S. Pat No. 4,683,202) o amplificacidén isotérmica con
cebadores compuestos (Patentes de 1los Estados Unidos Nos.
6,251,639 6,692,918).

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en 1la presente, donde 1los niveles de
proteina ROBO2 se miden utilizando una tecnologia de medicidn
basada en la afinidad de inmunoensayo, el inmunoensayo se
lleva a cabo a medir el grado de 1la interaccidén de
proteina/anticuerpo de la interaccidn del
biomarcador/anticuerpo. Cualquier método conocido de
inmunoensayo se puede utilizar.

En algunas modalidades, un asociado de enlace, por
ejemplo, un anticuerpo o ligando que se enlaza a la proteina
ROBO2 en el ensayo de enlace, es preferiblemente un asociado
de enlace especifico etiquetado, pero no necesariamente un
anticuerpo. El1 asociado de enlace se etiqueta usualmente,
pero alternativamente se puede detectar por una reaccidn
secundaria en la cual se genera una seflal, por ejemplo de
otra sustancia etiquetada.

De esta manera, el anticuerpo que se enlaza
especificamente a la proteina ROBO2 se puede utilizar en los
ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente para
determinar la presencia y/o cantidad de proteina ROBO2 en una
muestra bioldgica, qgque se puede utilizar para detectar la

concentracién incrementada o disminuida de la proteina ROBO2
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presente en una muestra de diagndéstico. Tales anticuerpos se
pueden desarrollar por cualquiera de los métodos bien
conocidos en el campo de inmunodiagnédéstico. Los anticuerpos
pueden ser anticuerpos anti-proteina ROBO2 a cualgquier estado
biolégicamente relevante de la proteina. De esta manera, por
ejemplo, se podrian producir contra la forma no glicosilada
de la proteina ROBO2, que existe en el cuerpo en una forma
glicosilada, o <contra un péptido que 1lleva un epitopo
relevante de la proteina ROBO2.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, vy
sistemas, una forma de ensayo amplificado se puede utilizar,
mediante lo cual una “sefilal” mejorada se produce de un nivel
relativamente bajo de proteina que se detecta. Una forma
particular de un inmunoensayo amplificado es el ensayo
guimioluminiscente mejorado. Por ejemplo en anticuerpo se
etiqueta con peroxidasa de rédbano picante, que participa en
una reaccién quimioluminiscente con luminol, un sustrato de
perdéxido y un compuesto que mejora la intensidad y duracidn
de la 1luz emitida, tipicamente 4-yodofenol o acido 4-
hidroxicinédmico.

En algunas modalidades de estos ensayos, método, y
sistemas, se puede utilizar un inmunoensayo amplificado que
comprende inmuno-PCR. En esta técnica, el anticuerpo se
enlaza covalentemente a una molécula de DNA arbitrario gque

comprende cebadores de PCR, mediante los cuales el DNA con el
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anticuerpo unido a él se amplifica por la reaccidn en
reaccidén en cadena de la polimerasa. Ver E. R. Hendrickson vy
colaboradores, Nucleic Acids Research 23: 522-529 (1995).

Por consiguiente, en todas las modalidades de 1los
ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente, el
nivel de proteina ROBO2 se puede determinar utilizando un
agente de enlace a proteina, también referido en la presente
como “entidad de -enlace a proteina” o un “reactivo de
afinidad” se puede utilizar, en particular, anticuerpos. Por
ejemplo, los reactivos de afinidad, en particular,
anticuerpos tales como anticuerpos anti-biomarcadores se
pueden utilizar en un inmunoensayo, particularmente en un
ELISA (ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzimas). En las
modalidades donde el nivel de una proteina biomarcadora se
puede medir en una muestra bioldgica utilizando métodos
cominmente conocidos en la técnica, e incluyendo, por ejemplo
pero no limitado a escisidén quimica o enzimdtica especifica
de isoforma de proteinas de isoforma, inmunotincidén, andlisis
inmunohistoquimica, ELISA, y espectrometrias de masas.

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
los sistemas descritos en la presente, los niveles de
proteina ROBO2 se miden utilizando el “Ensayo
Inmunocabsorbente Enlazado a Enzimas (ELISA).” El1 ELISA es una
técnica para detectar y medir la concentracidén de un antigeno

utilizando wuna forma etiquetada (por ejemplo enlazada a
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enzimas) del anticuerpo. Existen diferentes formas de ELISA
que son bien conocidos por aquellas personas expertas en la
técnica. Las técnicas estandares conocidas en el campo para
el ELISA se describen en “Methods in Immunodiagnosis”, 2nd
Edition, Rose vy Bigazzi, eds. John Wiley & Sons, 1980;
Campbell vy colaboradores, W“Methods and Immunology”, W. A.
Benjamin, Inc., 1964; y Oellerich, M. 1984, J. Clin. Chem.
Clin. Biochem., 22:895-904.

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando un ensayo de intercalacién ELISA.
En un “ELISA de intercalacién”, un anticuerpo, (por ejemplo
anti-enzimas) se enlaza a una fase sdélida, (es decir placa de
microtitulo) y se expone a una muestra bioldgica que contiene
antigeno (por ejemplo enzimas). La fase sdélida luego se lava
para remover el antigeno no enlazado. Un anticuerpo
etiquetado (por ejemplo enlazado a enzimas) luego se enlaza
al antigeno enlazado (si estd presente) formando una
intercalacién de anticuerpo-antigeno-anticuerpo. Por
consiguiente, utilizando este método, un primer anticuerpo a
la proteina ROBO2 se enlaza a la fase sdélida tal como una
cavidad de una placa de microtitulo de pléastico, y se incuba
con la muestra y con un segundo anticuerpo etigquetado
especifico a la proteina ROBO2 para ser sometida a ensayo.

Ejemplos de enzimas que se pueden enlazar al anticuerpo son
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fosfatasa alcalina, peroxidasa de rébano picante, luciferasa,
ureasa, y P-galactosidasa. El anticuerpo enlazado a enzimas
reacciona con un sustrato ©para generar un producto de
reaccién coloreado que se puede medir.

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando un ensayo de captura de anticuerpos
o ELISA competitivo. En un “ELISA competitivo”, el anticuerpo
se 1incuba con una muestra gque contiene antigeno (es decir
enzimas). La mezcla de antigenos-anticuerpos luego se pone en
contacto con una fase sbélida (por ejemplo una placa de
microtitulo) que se recubre con antigeno (es decir, enzima).
Mientras mas antigenos estén presentes en la muestra, menos
anticuerpos libres seran disponibles para enlazarse a la fase
s6lida. Un anticuerpo secundario etiquetado (por ejemplo,
enlazado a enzimas) luego se agrega a la fase sdélida para
determinar la cantidad de anticuerpo primario enlazado a la
fase sélida. Por consiguiente, en algunas tales modalidades,
una muestra de prueba bioldgicas se deja enlazar a una fase
s6lida, vy el anticuerpo anti-proteina ROBO2 (por ejemplo
anticuerpos que se enlazan especificamente a la proteina
ROB0O2) se pueden adicionar y dejar enlazar. Después de lavar
el material no enlazado, la cantidad de anticuerpo enlazado a
la fase sbélida se determina utilizando un segundo anticuerpo

etiquetado, anti- al primero.
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En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y
sistemas, una etiqueta es preferiblemente una enzima. El
sustrato para la enzima puede ser, por ejemplo, formador de
color, fluorescente o gquimioluminiscente.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando inmunohistoquimica. En un “ensayo
de inmunohistoquimica” una seccidén de tejido se somete a
prueba para proteinas especificas al exponer el tejido a
anticuerpos que son especificos para 1la proteina que se
somete a ensayo. Los anticuerpos luego se visualizan por
cualquiera de una variedad de métodos para determinar la
presencia y cantidad de la proteina presente. Ejemplos de
métodos wutilizados para visualizar anticuerpos son, por
ejemplo, a través de enzimas enlazadas a anticuerpos (por
ejemplo, luciferasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano
picante, o PB-galactosidasa), o métodos quimicos (por ejemplo
DAB/Substrate chromagen). La muestra luego se analiza
microscédpicamente, mucho mas preferentemente por microscopia
de luz de una muestra tefiida con una tincidén que se detecta
en el espectro visible, utilizando cualquiera de una variedad
de tales métodos de tincidén vy reactivos conocidos por
aquellas personas expertas en el campo.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, vy

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
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ROBO2 se miden utilizando radioinmunoensayos. Un
radioinmunoensayo es una técnica para detectar y medir la
concentracidén de un antigeno, es decir, ROBO2, utilizando una
forma etiquetada (por ejemplo radiocactiva o fluorescentemente
etiquetada) del antigeno. Ejemplos de etiquetas radioactivas
para antigenos incluyen 3H, 14C, y 1251. La concentracién de
ROBO2 en una muestra bioldégica se mide al tener el ROBO2 en
la muestra bioldgica compitiendo con el ROBO2 etiquetado (por
ejemplo radioactivamente) para enlazarse a un anticuerpo a
ROBO2. Para medir el enlace competitivo entre el ROBO2
etiquetado y el ROBO2 no etiquetado, el ROBO2 etiquetado estéa
presente en una concentracidén suficiente para saturar los
sitios de enlace del anticuerpo. Mientras es méas alta la
concentracién de ROBO2 en la muestra, es mas baja la
concentraciédn del ROBO2 etiquetado que se enlazard al
anticuerpo.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden wutilizando un ensayo inmunoradiométrico
(IRMA). E1 IRMA es un inmunoensayo en el cual el reactivo de
anticuerpo se etiqueta radiactivamente. Un IRMA requiere la
produccidédn de un conjugado de antigeno multivalente, por
técnicas tales como por conjugacién a una proteina por
ejemplo, albumina de suero de conejo (RSA). El1 conjugado de

antigeno multivalente debe tener por lo menos 2 residuos de
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antigeno por molécula y los residuos de antigeno deben estar
separados a una distancia suficiente para permitir el enlace
por al menos de dos anticuerpos al antigeno. Por ejemplo, en
un IRMA el pre-conjugado de antigeno multivalente se puede
unir a una superficie sdélida, tal como una cera de pléastico.
El antigeno “de muestra” no etiquetado y el anticuerpo al
antigeno que se etiqueta radiactivamente se adicionan al tubo
de prueba que contiene la esfera recubierta con conjugado de
antigeno multivalente. El antigeno en la muestra compite con
el conjugado de antigeno multivalente para los sitios de
enlace a anticuerpo de antigeno. Después de un periodo de
incubacién apropiado, los reactivos no enlazados se remueven
por lavado y se determina la cantidad de radiocactividad en la
fase sélida. La cantidad de anticuerpo radioactivo enlazado
es 1inversamente proporcional a la concentracién de antigeno
en la muestra.

Se pueden utilizar otras técnicas para detectar el
nivel de proteina ROBO2 en una muestra bioldgica que se lleva
a cabo de acuerdo con la preferencia del practicante, y se
basa en la presente descripcidén y el tipo de muestra
bioldégica (es decir muestra de plasma, orina, tejido, etc.).
Una tal técnica es tincidén de Western (Towbin %
colaboradores, Proc. Nat. Acad. Sci. 76:4350 (1979)), en
donde una muestra adecuadamente tratada se ejecuta sobre un

gel SDS-PAGE antes de ser transferido a un soporte sdlido,
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tal como un filtro de nitrocelulosa. Los anticuerpos anti-
ROBO2 detectablemente etiquetados o las moléculas de enlace a
proteinas luego se pueden utilizar para evaluar el nivel de
la proteina ROBO2 donde 1la intensidad de 1la sefial de la
etiqueta detectable corresponde a la cantidad de proteina
ROBO2. Los niveles de la cantidad de proteina ROBO2 presentes
también se pueden cuantificar, por ejemplo por densitometria.

En algunas modalidades de los ensayos, métodos, vy
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando la espectrometria de masas tal como
MALDI/TOF (tiempo de vuelo), SELDI/TOF, cromatografia
liguida-espectrometrias de masas (LC-MS), cromatografia de
gas-espectrometrias de masas (GC-MS), cromatografia liquida
de alto desempefio-espectrometrias de masas (HPLC-MS),
electroforesis capilar-espectrometrias de masas,
espectrometrias de resonancia magnética nuclear, o}
espectrometrias de masas tandem (por ejemplo, MS/MS,
MS/MS/MS, ESI-MS/MS, etc.). Ver por ejemplo, la Solicitud de
U.S. Pat Nos: 20030199001, 20030134304, 20030077616, que se
incorporan en la presente en su totalidad a manera de
referencia.

En algunas de tales modalidades, estas metodologias
se pueden combinar con las maquinas, sistema de computadora y
medios para producir un sistema automatizado para determinar

el nivel de la proteina ROBO2 en una muestra Dbioldgica vy
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andlisis para producir un reporte imprimible que identifica,
por ejemplo, el nivel de la proteina ROBO2Z en una muestra
bioldégica. En algunos casos, la medicidén del nivel de ROBO2
se hace remotamente de los mdédulos de determinacidén vy
comparacioén.

Los métodos de espectrometria de masas son bien
conocidos en la técnica y se han utilizado para cuantificar
y/o i1dentificar biomoléculas, tales como proteinas (ver, por
ejemplo, Li vy colaboradores (2000) Tibtech 18: 151-160;
Rowley y colaboradores (2000) Methods 20: 383-397; y Kuster y
Mann (1998) Curr. Opin. Structural Biol. 8: 393-400). Ademas,
se han desarrollado técnicas de espectrometria de masas que
permiten por lo menos la secuenciacidén de novo parcial de las
proteinas aisladas. Chait y colaboradores, Science 262:89-92
(1993); Keough y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA.

96:7131-6 (1999); reviewed in Bergman, EXS 88: 133-44 (2000).

En ciertas modalidades, se utiliza un
espectrofotémetro de iones de fase gaseosa. En otras
modalidades, la espectrometria de masas de

desorcién/ionizacién de laser se utiliza para analizar la
muestra. La espectrometria de masas desorcidn/ionizacidn de
laser moderna (“"LDI-MS") se puede practicar en dos
variaciones principales: espectrometria de masas de
desorcidén/ionizacidén de laser asistida por matriz (“MALDI”) vy

la desorcién/ionizacidén por lédser de superficie mayor
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(“SELDI”). En el MALDI, el analito se mezcla con una solucidn
que contiene una matriz, y una gota de liquido se coloca
sobre la superficie de un sustrato. La solucidén de matriz
luego se co-cristaliza con las moléculas bioldbgicas. E1
sustrato se inserta en el espectrémetro de masas. La energia
lédser se dirige a la superficie del sustrato donde desorbe e
ioniza las moléculas bioldgicas sin fragmentarlas
significativamente. Ver, por ejemplo, patente de Estados
Unidos No. 5,118,937 (Hillenkamp vy colaboradores), vy 1la
patente de Estados Unidos No. 5,045,694 (Beavis & Chait) que
se incorporan en la presente a manera de referencia.

En el SELDI, la superficie de sustratos se modifica
de modo gque es un participante activo en el proceso de
desorcién. En wuna variante, la superficie se deriva con
reactivos adsorbentes y/o captura que se enlazan
selectivamente a la proteina de interés. En otra variante,
las superficie se deriva con moléculas absorbentes de energia
que no se desorben cuando se impactan con el léaser. En otra
variante, la superficie se deriva con moléculas que se
enlazan a la proteina de interés y que contienen un enlace
fotolitico que se rompe en aplicacidén de laser. En cada uno
de estos métodos, el agente de derivacidn se situa
generalmente en una ubicacidén especifica sobre la superficie
del sustrato donde la muestra se aplica. Ver, por ejemplo,

Patente de los Estados Unidos No. 5,719,060 y WO 98/59361 que
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se incorporan en la presente a manera de referencia. Los dos
métodos se pueden combinar, por ejemplo, al utilizar wuna
superficie de afinidad SELDI para capturar un analito y al
adicionar ligquido que contiene matriz al analito de captura
para proporcionar el material absorbente de energia.

Para informacidén adicional, con respecto a 1los
espectrémetros de masa, ver, por ejemplo, Principles of
Instrumental Analysis, 3rd edition., Skoog, Saunders College
Publishing, Philadelphia, 1985; y Kirk-Othmer Encyclopedia of
Chemical Technology, 4th ed. Vol. 15 (John Wiley & Sons,
Nueva York 1995), pp. 1071-1094.

La deteccién del nivel de la proteina ROBO2
dependerd tipicamente en la deteccidén de la intensidad de
sefial. Esto, a su vez, puede reflejar la cantidad y caréacter
de un péptido enlazado al sustrato. Por ejemplo, en ciertas
modalidades, la resistencia de la sefilal de los valores pico
de los espectros de una primera muestra y una segunda muestra
se pueden comparar (por ejemplo visualmente, por andlisis de
computadora, etc.) para determinar las cantidades relativas
de las biomoléculas particulares. Los programas de software
tal como el programa Biomarker Wizard (Ciphergen Biosystems,
Inc., Fremont, Calif.) se puede utilizar para ayudar en el
analisis de los espectros de masa. Los espectrdmetros de masa
y sus técnicas son bien conocidos para aquellas personas de

experiencia en el campo.
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En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando técnicas de electroforesis en gel,
en particular SDS—-PAGE (Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida de Dodecilsulfato de Sodio), especialmente
PAGE bidimensional (2D-PAGE) , SDS—-PAGE preferiblemente
bidimensional (2D-SDS-PAGE) . De acuerdo <con un acuerdo
particular, el ensayo se basa en el 2D-PAGE, en particular,
utilizando gradientes de pH inmovilizados (IPGs) con un
intervalo de pH preferiblemente por arriba de pH 4-9.

En algunas modalidades de estos ensayos,
modalidades, y sistemas descritos en la presente, los niveles
de proteina ROBO2 se miden utilizando técnicas de
electroforesis en gel, en particular, las técnicas
mencionadas en lo anterior combinadas con otros métodos de
separacién de proteinas, particularmente métodos conocidos
por aquellas personas expertas en el campo, en particular,
cromatografia y/o exclusién de tamafio.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina
ROBO2 se miden utilizando técnicas de resonancia, en
particular, resonancia de superficie de plasma.

En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y
sistemas descritos en la presente, los niveles de proteina

ROBO2 se miden utilizando un biochip de proteina. Un biochip
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comprende generalmente un sustrato sélido que tiene una
superficie sustancialmente plana, a la cual un reactivo de
captura (por ejemplo, un reactivo adsorbente o afinidad) se
une. Frecuentemente, la superficie de un biochip comprende
una pluralidad de ubicaciones direccionables que tienen un
reactivo de captura enlazado. El Dbiochip también puede
incluir un reactivo de captura enlazado que sirve como un
control. Los biochips de proteinas son biochips adaptados
para la captura de polipéptidos. Muchos biochip de proteina
se describen en la técnica. Estos incluyen, por ejemplo,
biochips de proteinas producidos por CiphergenBiosystems,
Inc. (Fremont, Calif.), Zyomyx (Hayward, Calif.), Invitrogen
(Carlsbad, Calif.), Biacore (Uppsala, Sweden) vy Procognia
(Berkshire, UK). Ejemplos de tales biochips de proteina se
describen en las siguientes patentes o solicitudes de patente
publicadas: patente de Estados Unidos No. 6,225,047 (Hutchens
&Yip); patente de Estados Unidos No. 6,537,749 (Kuimelis vy
Wagner) patente de Estados Unidos No. 6,329,209 (Wagner vy
colaboradores); Publicacidén Internacional PCT No. WO 00156934
(Englert y colaboradores); Publicacidén Internacional PCT No.
WO 031048768 (Boutell y colaboradores) y patente de Estados
Unidos No. 5,242,828 (Bergstrom y colaboradores).

Los niveles o valores de umbral de referencia de
los niveles de proteina ROBO2 utilizados para comparacidén con

el nivel de la proteina ROBO2 de un sujeto pueden variar,
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dependiendo en el aspecto o modalidad descritos en la
presente que se practica, como serd entendera por toda esta
especificacidén, vy a continuacidén. Un valor de umbral de
referencia se puede basar en un valor de muestra individual,
tal como por ejemplo, un valor obtenido de una muestra
biolégica del sujeto gque se somete a prueba, pero en un punto
temprano en el tiempo (por ejemplo, en un primer punto de
tiempo (tl), por ejemplo, un primer nivel de Dbiomarcador
medido, o en un segundo punto de tiempo (t2), por ejemplo,).
Un valor de umbral de referencia también se puede basar en un
agrupamiento de muestras, por ejemplo, valor (es) obtenido de
las muestras de un agrupamiento de sujetos que se someten a
prueba. Por ejemplo, en algunas modalidades, los valores de
umbral de referencia para la proteina ROBO2 se basan en el
valor de 50% medido (por ejemplo, medio) de la proteina ROBO2
medida en los sujetos que se sabe tienen enfermedad de rifién
crbnica o proteinuria. Por ejemplo, los sujetos en el 50%
superior (por ejemplo en o por arriba del nivel medio) para
la proteina ROBO2 se pueden seleccionar para estar en riesgo
de tener enfermedad de rifién crénica o proteinuria. E1
valor (es) de referencia también se puede Dbasar en un
agrupamiento de muestras gque incluyen o dque excluyen la
muestra(s) que se somete a prueba. El1 valor de referencia se
puede basar en un gran nuUmero de muestras, tal como de

poblacién de sujetos sanos del grupo de edad de concordancia
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cronoldgica, o de sujetos quienes no tienen o no tienen un
riesgo de enfermedad de rifidén crdénica o proteinuria. En
algunas modalidades, el valor de referencia puede ser por 1lo
menos uno, mas tipicamente por lo menos dos, desviaciones
estdndares por arriba del medio o mediano de cualgquiera de
estos ensayos o un medio o mediano predeterminado.

Para evaluar el riesgo de un sujeto gque experimenta
probablemente o tiene enfermedad de rifibn crdénica o
proteinuria por los ensayos, métodos, y sistemas como se
describen en la presente, un “valor de umbral de referencia”
es tipicamente un valor de umbral de referencia
predeterminado, tal como la proteina ROBO2 en la orina, suero
0 sangre media obtenida de una poblacidén de sujetos sanos que
estdn en el grupo de edad cronoldgica coincididos con la edad
cronoldgica del sujeto sometido a prueba. Como se indica en
lo anterior, en algunas situaciones, las muestras de
referencia también  pueden ser del mismo género y/o
coincidentes basados en la etnicidad. En algunas modalidades,
el valor de umbral de referencia para la proteina ROBO2 es el
nivel medio para ese biomarcador en un tipo de muestra
bioldégica, por ejemplo, orina, sangre, sSuero, en un panes de
sujetos para la misma etnicidad, por ejemplo, Caucasicos,
Negros, Hispéanicos, Asiaticos, % Asiidticos-Indios,
Paquistanies, de Oriente Medio, las Islas del Pacifico.

Para evaluar el riesgo de un sujeto que experimenta
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probablemente o que tiene enfermedad de rifidn crdénica o
proteinuria por los ensayos, métodos, y sistemas como se
describe en la presente, el nivel de umbral de referencia
para la proteina ROBO2 puede ser un nivel predeterminado, tal
como un promedio o medio de los niveles obtenidos de una
poblacién de sujetos sanos que estan en el grupo cronoldgico
de edad de concordancia con la edad cronoldgica del sujeto
sometido a prueba. Alternativamente, el nivel de umbral de
referencia para la proteina ROBO2 puede ser un nivel de
referencia histérico para el sujeto particular gque se obtuvo
de una muestra derivada del mismo sujeto, pero en un punto
temprano en el tiempo y/o cuando el sujeto no tuvo un riesgo
de enfermedad de rifién crénica o proteinuria. En algunos
casos, el nivel de umbral de referencia para la proteina
ROBO2 puede ser un nivel de referencia histdérico de 1la
proteina ROBO2 para un grupo particular de sujetos gquienes
han tenido enfermedad de rifién crdénica o proteinuria debido
a, por ejemplo, la diabetes.

En algunas modalidades, los sujetos sanos se
seleccionan como los sujetos de control. En algunas
modalidades, los controles son controles de edad de
concordancia. El sujeto sano se puede utilizar para obtener
un nivel de umbral de referencia de la proteina ROBO2 en, por
ejemplo, una muestra de orina o suero. Un sujeto “sano” o

muestra de un sujeto “sano” o individuo como se utiliza en la
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presente es la misma como aquella cominmente entendida por
una persona experta en la técnica. Por ejemplo, se pueden
usar métodos comunmente conocidos para evaluar la funcidn
renal, como se describe en la presente, para seleccionar
sujetos de control como sujetos sanos para la diagnosis vy
métodos del tratamiento descritos en la presente. En algunas
modalidades, 1los sujetos con buena salud sin signos o
sintomas de que sugieren enfermedad de rifién crdénica se
pueden reclutar como sujetos de control sanos. Los sujetos se
evaltan basados en evaluaciones extensivas consistidas de
historial médico, historial familiar, exdmenes fisicos vy
renales por médicos, pruebas de laboratorio. Ejemplos de
anidlisis de enfermedad de rifidbn crdédnica vy/o proteinuria
incluyen, pero no se limitan a detectar el nivel de proteinas
especificas o moléculas en una muestra de orina, sangre o
suero, tal como, por ejemplo, albumina, calcio, colesterol,
conteo de sangre completo (CBC), electrolitos, magnesio,
fosforo, potasio, sodio, o <cualquier combinacién de 1los
mismos; ensayos para detectar, por ejemplo, eliminacidén de
creatinina; niveles de creatinina; BUN (nitrdégeno de urea en
la sangre); a través del uso de técnicas o procedimientos
especificos, tal como un escaneo CT abdominal, MRI abdominal,
ultrasonido abdominal, biopsia de rifién, escaneo de rifién,
ultrasonido de rifiébn; a través de la deteccién de cambios en

los resultados de ensayos o pruebas para eritropoyetina, PTH;
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prueba de densidad o6sea, o Vitamina D; o cualquier
combinacidén de tales métodos y ensayos de deteccidn.

Las poblaciones de edad de concordancia (de 1los
cuales los valores de referencia se pueden obtener) son
idealmente la misma edad cronoldégica como el sujeto o
individuo que se somete a prueba, pero también son aceptables
poblaciones aproximadamente de edad de concordancia. Las
poblaciones aproximadamente de edad de concordancia pueden
estar dentro de 1, 2, 3, 4, o 5 afios de la edad cronoldgica
del individuo que se somete a prueba, o pueden ser grupos de
diferentes edades cronoldgicas que abarcan la edad
cronoldégica del individuo gque se someta a prueba.

Un sujeto que se compara a su “grupo de edad de
concordancia cronoldgica” esta generalmente refiriéndose a la
comparacién del sujeto con una edad de concordancia
cronoldégica dentro de un intervalo de 5 a 20 afos.
Aproximadamente las poblaciones con edad de concordancia
pueden estar en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15, o 20 arfios de
incrementos (por ejemplo un grupo de “incremento de 5 afios”
puede servir como la fuente para valores de referencia para
un sujeto de 62 afios de edad que podria incluir individuos de
58-62 afios de edad, individuos de 59-63 afios de edad,
individuos de 60-64 afios de edad, individuos de 61-65 afios de
edad, o individuos de 62-66 afios de edad). En una definicidn

mas amplia, cuando existen espacios més grandes entre 1los
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grupos de edad cronoldégica diferentes, por ejemplo, cuando
hay algunos grupos de edad cronoldgica diferentes disponibles
para valores de referencia, y los espacios entre los grupos
de edad cronoldégica diferentes exceden los incrementos de 2,
3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10 o 15, o 20 afios descritos en la
presente, entonces el “grupo de edad de <concordancia
cronoldégica” pueden referirse al grupo de edad que es mas
cercano a coincidir con la edad cronoldgica del sujeto (por
ejemplo cuando los valores de referencia disponibles para un
grupo de edad mas grande (por ejemplo, 80-90 afios) y un grupo
de edad méds joven (por ejemplo, 20-30 afios), un grupo de edad
de concordancia cronoldgica para uno de 51 afios puede usar el
grupo de edad mas joven (20-30 afios), que es mas cercano a la
edad cronoldgica para el sujeto de prueba, como el nivel de
referencia.

Otros factores que se consideran mientras gue se
seleccionan sujetos de control incluyen, pero no se limitan
a, especie, género, etnicidad, vy asi sucesivamente. Por
consiguiente, en algunas modalidades, un nivel de referencia
puede ser un nivel de referencia predeterminado, tal como un
promedio o mediana de niveles obtenidos de una poblacidn de
sujetos de control sanos que son de edad de concordancia con
el género del sujeto sometido a prueba. En algunas
modalidades, un nivel de referencia puede ser un nivel de

referencia predominado, tal como un promedio o mediana de
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niveles obtenidos de una poblacidén de sujetos de control
sanos que son de etnicidad de concordancia con la etnicidad
del sujeto sometido a prueba (por ejemplo, Caucasico, Negro,
Hispéanico, Asidtico 'y Asiatico-Indio, Paquistanies, de
Oriente Medio vy de las 1Islas del Pacifico). En otras
modalidades, tanto la edad cronoldgica como el género de la
poblacidén de sujetos sanos son coincidentes con la edad
cronoldgica y  género del sujeto sometido a prueba,
respectivamente. En otras modalidades, tanto la edad
cronoldégica como la etnicidad de la poblacidén de los sujetos
sanos coinciden con la edad cronoldgica y etnicidad del
sujeto sometido a prueba, respectivamente. En otras
modalidades, la edad cronoldgica, género, y etnicidad de 1la
poblacidén de los sujetos de control sanos todos coinciden con
la edad cronoldbgica, género, y etnicidad del sujeto sometido
a prueba, respectivamente.

El proceso para comprar un nivel de proteina ROBO2
en una muestra bioldégica de un sujeto y un nivel de umbral de
referencia para la proteina ROBO2 se puede llevar a cabo en
cualgquier manera conveniente apropiada y conocida por una
persona de experiencia en la técnica. Generalmente, 1los
valores de los niveles de proteina ROBO2 determinados
utilizando los ensayos, métodos, y sistemas descritos en la
presente pueden ser valores cuantitativos (por ejemplo,

valores cuantitativos de concentracidén, tales como miligramos
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de proteina ROBO2 por litro (por ejemplo, mg/L) de muestra, o
una cantidad absoluta). Alternativamente, los valores de los
niveles de proteina ROBO2 pueden ser cualitativos dependiendo
de las técnicas de medicidén, y de esta manera el modo para
comparar un valor de un sujeto y un valor de referencia puede
variar dependiendo de la tecnologia de medicién empleada. Por
ejemplo, la comparacidén se puede hacer al inspeccionar 1los
datos numéricos, al inspeccionar las representaciones de los
datos (por ejemplo al inspeccionar las representaciones
graficas tales como graficas de Dbarras o lineas), vy al
utilizar desviaciones estédndares de, por ejemplo, por 1lo
menos una, O por lo menos dos desviaciones estandares. En un
ejemplo, cuando un ensayo cualitativo se utiliza para medir
los niveles de proteina ROBO2, los niveles se pueden comparar
al comparar visualmente la 1intensidad del producto de
reaccidén coloreado, o al comparar los datos de las mediciones
densitométricas o espectrométricas del producto de reaccidn
coloreado (por ejemplo, al comparar los datos numéricos o
datos graficos, tales como graficas de barras, derivadas del
dispositivo de medicidn).

Como se describe en la presente, los niveles de
proteina ROBO2 se pueden medir cuantitativamente (valores
absolutos) o cualitativamente (valores relativos). En algunas
modalidades, los valores cuantitativos de los niveles de la

proteina ROBO2 en las muestras bioldgicas pueden indicar un
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nivel dado (o grado) de riesgo de enfermedad de rifidn crédnica
0 proteinuria.

En algunas modalidades, la comparacidén se lleva a
cabo para determinar la magnitud de la diferencia entre 1los
valores de un sujeto vy 1los valores de referencia (por
ejemplo, comparando el “sufijo” o porcentaje de diferencia
entre los niveles de proteina ROBO2 medidos obtenidos de un
sujeto y el valor de proteina ROBO2 de umbral de referencia).
Una diferencia de veces se puede determinar al medir la
concentracién absoluta de los niveles de proteina ROBO2, y al
comparar aquella del valor absoluto al nivel de proteina
ROBO2 de umbral de referencia, o una diferencia de veces se
puede medir por la diferencia relativa entre el wvalor de
referencia y un valor de muestra, donde ni el valor es una
medicién de la concentracién absoluta, y/o donde ambos
valores se miden simultdneamente. Por ejemplo, un ELISA mide
el contenido de concentracidén absoluta de una proteina de la
cual se determina un cambio de veces en comparacidén co la
concentracibén absoluta de la misma proteina en la referencia.
Como otro ejemplo, un arreglo de anticuerpo mide la
concentraciédn relativa de la cual se determina un cambio de
veces. Por consiguiente, la magnitud de la diferencia entre
el valor medido y el valor de referencia que sugiere o indica
una diagnosis particular dependerid en el método que se

practica.
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Como serd evidente para aquellas ©personas de
experiencia en la técnica, cuando las mediciones del
replicado se toman para la medicidén de los niveles de
proteina ROBO2, los valores medidos de los sujetos se pueden
comparar con los niveles de proteina ROBO2 de umbral de
referencia, y toman en cuenta las mediciones replicadas. Las
mediciones replicadas se pueden tomar en cuenta al utilizar
ya sea el medio o mediana de los valores medidos.

En algunas modalidades, el proceso para comparar
puede ser manual o puede, preferiblemente, ser automatizado.
Por ejemplo, un dispositivo de ensayo (tal como un
luminbémetro para medir las sefiales quimioluminiscentes)
pueden incluir circuitos y software que les permite comparar
un valor de un sujeto con valor de referencia para la
proteina ROBO2. Alternativamente, un dispositivo separado
(por ejemplo, una computadora digital) se puede utilizar para
comparar los niveles de proteina ROBO2 medidos del sujeto(s)
y los niveles de umbral de referencia para la proteina ROBOZ2.
Los dispositivos automatizados para la comparacidn pueden
incluir valores de referencia almacenados para la proteina
ROBO2, o pueden comparar 1los niveles de proteina ROBO2
medidos del sujeto(s) con referencia a los niveles de umbral
para la proteina ROBO2 que se derivan de muestras de
referencia contemporaneamente medidas.

En algunas modalidades, un sujeto sometido a prueba
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para los niveles de proteina ROBO2Z2 se asigna en uno de dos o
mas grupos (estados) basado en los resultados de los ensayos,
métodos, y sistemas descritos en la presente. Los ensayos de
diagnéstico, métodos, y sistemas descritos en la presente se
pueden utilizar para clasificar entre una variedad de
diferentes estados.

Por consiguiente, en algunas modalidades, la
determinacidén si un sujeto tiene un alto riesgo de tener
enfermedad de rifién crénica o proteinuria (estado: Dbajo
riesgo v. alto riesgo) se lleva a cabo utilizando los ensayos
de diagndéstico, métodos, y sistemas descritos en la presente.
Las cantidades o patrones de Dbiomarcadores de la proteina
ROBO2 determinados por ser caracteristicos de varios estados
de riesgo, por ejemplo, alto, medio, o bajo son
identificados. El1 riesgo de desarrollar enfermedad de rifidén
crénica o proteinuria se determina al medir la proteina ROBO2
sola o en combinacién con otros biomarcadores conocidos, vy
luego vya sea enviarlos a un algoritmo de comparacidén o
compararlos con una cantidad de referencia (por ejemplo, una
cantidad de referencia de corte como se describe en 1la
presente) que se asocia con el nivel de riesgo particular.

En algunas modalidades, se proporcionan en la
presente ensayos de diagndsticos, métodos, y sistemas para
determinar la gravedad o estado o riesgo de tener una

enfermedad de rifién crdénica o proteinuria en un sujeto. Cada
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etapa de enfermedad de rifidn crdénica, por ejemplo, tiene una
cantidad caracteristica de proteina ROBO2 o cantidades
relativas de proteina ROBO2. L a etapa de una enfermedad se
determina al medir la proteina ROBO2, sola o en combinacidén
con otros biomarcadores, vy luego ya sea enviarlas a un
algoritmo de comparacidén o al compararlas con una cantidad de
referencia y/o patrdédn de biomarcadores que se asocia con la
etapa particular, por ejemplo, gque tan pronto el sujeto
desarrollard probablemente la enfermedad de rifidn crébdénica o
proteinuria. Por ejemplo, se puede clasificar entre
probablemente tener enfermedad de rifién crdénica o proteinuria
dentro de un afio (por ejemplo, una prognosis deficiente) o un
sujeto tendréd probablemente enfermedad de rifibn crdénica o
proteinuria en los siguientes 5 afios.

Las modalidades adicionales de 1los ensayos de
diagnéstico, métodos, % sistemas relacionados con la
comunicacién de los resultados o diagnosis o ambos a los
técnicos, médicos o pacientes, por ejemplo. En ciertas
modalidades, las computadoras se utilizan para comunicar los
resultados de ensayo o) diagnosis o) ambos a partes
interesadas, por ejemplo, médicos y sus pacientes. En algunas
modalidades, los ensayos se llevan a cabo o los resultados
del ensayo se analizan en un pais o jurisdiccidn que difiere
del pais o Jjurisdiccidédn a lo cual los resultados o

diagndbésticos se comunican, por ejemplo. En algunas
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modalidades, un riesgo de tener enfermedad de rifién crdnica o
proteinuria, basado en los niveles de la proteina ROBO2 en
una muestra Dbioldgica del sujeto se comunica al sujeto
después de que se obtiene los niveles o prognosis. La
prognosis o diagnosis se puede comunicar al sujeto por el
médico que trata al sujeto. Alternativamente, la prognosis o
diagnosis se puede enviar al sujeto por correo electrdnico o
comunicar al sujeto por teléfono. Una computadora se puede
utilizar para comunicar la prognosis o diagnosis por correo
electrdénico o teléfono, o a través del internet utilizando un
servicio de inicio de sesidén de paciente de compuerta de
seguridad. En ciertas modalidades, el mensaje que contienen
los resultados de 1la prognosis o prueba de diagndstico se
pueden generar y enviar automdticamente al sujeto utilizando
una combinacidén de hardware y software de computadora que
sera familiares para los artifices expertos en
telecomunicaciones. En ciertas modalidades de 1los ensayos,
métodos, y sistemas descritos en la presente, todas o algunas
de las etapas del método, incluyendo el ensayo de las
muestras, diagnosis de las enfermedades, y comunicacidén de
los resultados del ensayo o diagnosis, se pueden llevar a
cabo en jurisdicciones diversas (por ejemplo, extranjeras).
En algunas modalidades de los ensayos de
diagndéstico, métodos y sistemas para calificar o evaluar un

riesgo de enfermedad de rifién crébdénica o proteinuria descritas
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en la presente, los ensayos, métodos, o sistemas comprenden
ademas manejar el tratamiento o sujeto Dbasado en la
determinaciédn del riesgo de tener una enfermedad de rifidn
crbnica o proteinuria. Tal manejo incluyen las acciones de
médico o especialista clinico subsecuente a determinar el
riesgo del sujeto de tener enfermedad de rifidén crdénica o
proteinuria, por ejemplo, si un médico hace una diagnosis del
sujeto en riesgo de enfermedad de rifiébn crdénica o
proteinuria, entonces puede seguirse un cierto régimen de
tratamiento. Un régimen adecuado de tratamiento puede
incluir, sin limitacién, un programa de ejercicio
supervisado; control de la presidén arterial, ingesta de
azlcar y/o niveles de 1lipidos; y terapias de féarmacos. En
algunas modalidades, un diagndéstico de un riesgo de tener
enfermedad de rifién crénica o proteinuria probar ademas
determinar si el paciente estd sufriendo de una enfermedad de
rifién crénica, o si el paciente estd sufriendo de una
enfermedad relacionada. También, si la prueba de diagndstico
da un resultado no concluyente en el riesgo de estado de
evento adverso mayor, se pueden solicitar pruebas
adicionales. En algunas modalidades de los ensayos de
diagndéstico, métodos, y sistemas para calificar o evaluar un
riesgo de enfermedad de rifibn crdénica o proteinuria descrita
en la presente, si un médico hace una diagnosis del sujeto

que no estd en riesgo de enfermedad de rifibn crénica o
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proteinuria, entonces no se proporciona tratamiento.

El ensayo y los métodos de deteccidn de ROBO2
descritos en la presente se pueden automatizar utilizando
sistemas robdéticos dirigidos por computadora. Una muestra
biolégica, tal como orina, plasma, o muestra de sangre, se
pueden inyectar en un sistema, tal como un dispositivo
microfluidico que se ejecuta completamente por una estacidn
robdética de entrada de muestra a salida de resultado.

Por consiguiente, también se proporcionan en la
presente, en algunos aspectos sistemas (y medio leible por
computadora para provocar qgue los sistemas de computadora)
lleven a cabo un método para determinar si un individuo tiene
una enfermedad de rifién crdénica o proteinuria o una
predisposicién a una enfermedad de rifibn crdénica o
proteinuria basado en los perfiles de expresidén o informacidn
de secuencia.

En algunos aspectos, se proporcionan en la presente
sistemas para evaluar si un sujeto tiene o estd en riesgo
incrementado de enfermedad de rifiébn crdénica o proteinuria,
los sistemas que comprenden: (a) un méddulo de determinacidn
configurado para recibir por lo menos una muestra bioldgica y
llevar a cabo por 1lo menos un analisis en la muestra
biolégica para medir un nivel de ROBO2 en la muestra
bioldégica o determinar la relacién de expresiédn de ROBO2

relativa con un nivel de referencia predeterminado o de
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umbral y para enviar la relacidén de nivel o expresidn medida;
(b) un dispositivo de almacenamiento configurado para
almacenar informacidén de salida de datos del mdédulo de
determinacién; (c) un médulo de comparacidén adaptado para
recibir la entrada del dispositivo de almacenamiento vy
comparar  1los datos almacenados en el dispositivo de
almacenamiento con por lo menos un nivel de ROBO2 de umbral
de referencia, en donde si el nivel de proteina ROBO2 medido
es por lo menos el mismo o mas alto que el nivel de umbral de
referencia, el mbédulo de comparacidén proporciona informacidn
a un médulo de salida en gque la muestra bioldgica se asocia
con un sujeto que se desvia del nivel de Dbiomarcador de
umbral de referencia; y (d) un médulo de salida para mostrar
la informacidén al usuario.

En todos los aspectos de la invencidn, los métodos
para determinar los niveles de proteina ROB0O2 se pueden
llevar a cabo utilizando una mégquina o sistema automatizado.
Tales mégquinas vy sistemas generan un reporte, tal como
mostrar un reporte en una pantalla visible o un reporte
imprimible que indica los niveles de proteina ROBO2 vy/o
reportan un incremento o de la misma como un nivel de umbral
de referencia para la proteina ROBO2, vy/o si el sujeto del
cual se obtiene la muestra estd en riesgo de enfermedad de
rifién croénica o proteinuria.

Por consiguiente, algunas modalidades descritas en
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la presente también proporcionan una maquina, sistemas de
computadora y medios leibles por computadora para llevar a
cabo las etapas de (i) determinar los niveles de proteina
ROBO2, vy (ii) indicar o reportar si un sujeto estd en riesgo
de tener enfermedad de rifiébn crdénica o proteinuria.

Las modalidades de estos aspectos se describen a
través de médulos funcionales, que se definen por
instrucciones ejecutables por computadora registradas en un
medio leible ©por computadora 'y que provocan dJue una
computadora lleve a cabo etapas de método cuando se ejecutan.
Los médulos se han segregado por funcidén por consideracidén de
claridad. Sin embargo, se debe entender que los médulos
necesarios no corresponden a bloques discretos de cédigos vy
las funciones descritas se pueden 1llevar a cabo por la
ejecucién de varias porciones de cdédigos almacenadas en
varios medios ejecutadas en varios tiempos. Adicionalmente,
se debe apreciar que los mbédulos pueden llevar a cabo otras
funciones, de esta manera los mdédulos no se limitan a tener
ningunas funciones particulares o conjunto de funciones.

El medio leible por computadora puede ser cualquier
medio tangible disponible gque se puede acceder por una
computadora. El medio leible por computadora incluye medios
volatiles vy no voléatiles, removibles Yy no removibles
tangibles implementados en cualquier método o para

almacenamiento de informacidén tal como instrucciones leibles
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por computadora, estructuras de datos, mdédulos de programa u
otros datos. El medio leible por computadora incluye, pero no
se limita a, RAM (memoria de acceso aleatorio), ROM (memoria
solo de lectura), EPROM (memoria solo de lectura programable
borrable), EEPROM (memoria solo de lectura programable
eléctricamente borrable), memoria flash u otra tecnoclogia de
memoria, CD-ROM (memoria solo de lectura de disco compacto),
DVDs (discos versatiles digitales) u otros medios de
almacenamiento o6pticos, casetes magnéticos, cinta magnética,
almacenamiento de disco magnético u otro medio de
almacenamiento magnético, otros tipos de memoria volatil y no
volatil, vy cualgquier otro medio tangible que se puede
utilizar para almacenar la informacidn deseada y que se puede
acceder por una computadora e incluyendo, y cualquier
combinacién adecuados de lo anterior.

Los datos leibles por computadora incorporados en
uno o mas medios leibles por computadora, o medio leible por
computadora, pueden definir instrucciones, por ejemplo, como
parte de uno o méds programas, dque, como resultado de ser
ejecutados por una computadora, indican a la computadora
llevar a cabo una o més de las funciones descritas en la
presente (por ejemplo, en relacidédn a un sistema, o medio
leible por computadora), y/o varias modalidades, variaciones
y combinaciones de los mismos. Tales instrucciones se pueden

escribir en cualgquiera de una pluralidad de lenguajes de
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programacibén, por ejemplo, Java, J#, Visual Basic, C, C#,
C++, Fortran, Pascal, Eiffel, Basic, lenguaje de ensamblaje
COBOL, y similares, o cualquiera de una variedad de
combinaciones de los mismos. El medio leible por computadora
o en el cual tales instrucciones se incorporan pueden recibir
en uno o mas de los componentes de cualquiera del sistema, o
medio leible por computadora descrito en la presente, que se
puede distribuir a través de uno o mas de tales componentes,
y puede estar en transicidén entre los mismos.

E1l medio leible por computadora puede ser
transportable tal que las instrucciones almacenadas en el
mismo se pueden cargar en cualquier ©otra fuente de
computadora para implementar los aspectos de la presente
invencidén descritos en la presente. Ademéds, se debe apreciar
que las instrucciones almacenadas en el medio leible por
computadora, o el medio leible por computadora, descrito en
lo anterior, no se limitan instrucciones incorporadas como
parte de un programa de aplicacién que se ejecuta en una
computadora hospedera. Mas bien, las instrucciones se pueden
incorporar como cualquier tipo de cbdédigo de computadora (por
ejemplo, software o microcddigo) que se puede emplear para
programar una computadora para implementar los aspectos de la
presente invenciédn. Las instrucciones ejecutables por
computadora se pueden escribir en un lenguaje de computadora

adecuado o combinacidén de varios lenguajes. Los métodos de
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biologia computacional basicos son conocidos por aquellas
personas de experiencia ordinaria en la técnica y se
describen en, por ejemplo, Setubal and Meidanis y
colaboradores, Introduction to Computational Biology Methods
(PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles,
Kasif, (Ed.), Computational Methods 1in Molecular Biology,
(Elsevier, Amsterdam, 1998) ; Rashidi and Buehler,
Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and
Medicine (CRC Press, London, 2000) and Ouelette and Bzevanis
Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and
Proteins (Wiley & Sons, Inc., 2% ed., 2001).

Los médulos funcionales de ciertas modalidades de
los aspectos descritos en la presente incluyen un médulo de
determinacidén, un dispositivo de almacenamiento, un médulo de
comparacién y un mbédulo de visualizacién. Los mddulos
funcionales se pueden ejecutar en una, o multiples,
computadoras, o al wutilizar wuna, o multiples, redes de
computadora o sistemas de computadora.

En algunos aspectos, se proporcionan en la presente
sistemas de computadora que se pueden utilizar ©para
determinar si un sujeto es probable que tenga o esté en
riesgo de enfermedad de rifidén crdénica o proteinuria. En
algunas modalidades, un sistema de computadora se conecta a
un médulo de determinacidédn y se configura para obtener los

datos de salida de un médulo de determinacidén con respecto a
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una muestra bioldgica, donde el mbédulo de determinacidn se
configura para detectar los niveles de la proteina ROBO2 en
una muestra bioldgica obtenida del sujeto; y donde el sistema
de computadora comprende (a) un dispositivo de almacenamiento
configurado para almacenar la salida de datos del médulo de
determinacién asi como datos de referencia; donde el
dispositivo de almacenamiento se conecta a (b) un mdédulo de
comparacidén que en algunas modalidades, se adapta para
comparar los datos de salida almacenados en el dispositivo de
almacenamiento con los datos de referencia almacenados, y en
modalidades alternativas, adaptadas para comparar los datos
de salida con las mismas, donde el médulo de comparacidn
produce datos de reporte y se conecta a (c) un médulo de
visualizacidn para mostrar una pagina del contenido
recuperado (es decir, datos de reporte en el mbédulo de
comparacién) para el usuario en una computadora cliente, en
donde el contenido recuperado puede indicar los niveles de
ROBO2, vy/o 1la probabilidad de que el sujete experimente
enfermedad de rifién crdé4nica o proteinuria en el futuro.

En algunas modalidades, el médulo de determinacidn
tiene instrucciones ejecutables por computadora para
proporcionar datos de expresidén, informacidn de secuencia,
informacién relacionada con la informacién de secuencia en
forma leible por computadora. Como se utiliza en la presente,

“informacidén de secuencia” se refiere a cualquier secuencia
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de nucledétidos y/o aminoacidos, incluyendo, pero no limitado
a secuencias de nucledétidos vy/o aminoadcidos de longitud
completa, secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos
parciales, o) secuencias mutadas. Por otra parte, la
informacién “relacionada con” la informacidédn de secuencia
incluye la deteccidén de la presencia o ausencia de una
secuencia (por ejemplo, deteccidén de una mutacidén o
supresidn), determinacidén de la concentracidén de una
secuencia en la muestra (por ejemplo, niveles de expresidn de
secuencia de aminodcidos, o niveles de expresidén de
nucledtidos (RNA o DNA) ), y similares. El término
“informacién de secuencia” se propone para incluir la
presencia o ausencia de modificaciones postraduccionales (por
ejemplo fosforilacién, glicosilacién, sumilacién,
farnesilacidén, y similares).

Como un ejemplo, los médulos de determinacidén para
determinar la secuencia ROBO2 o la informacidén de expresidn
de &cido nucleico pueden incluir sistemas conocidos para el
anadalisis de secuencia automatizado que incluye pero no limita
a Escédneres Fluorescentes Hitachi FMBIO™ y Hitachi FMBIO™ II
(disponibles de Hitachi Genetic Systems, Alameda,
California); Sistemas de Anédlisis Genéticos de Electroforesis
de 96 Capilares Completamente Automatizado SPECTRUMEDIX™ SCE
9610 (disponible de SpectruMedix LLC, State College,

Pennsylvania); Secuenciador ABI PRISM™ 377 DNA, Secuenciador



10

15

20

25

141

ABI"™ 373 DNA, Analizador Genético ABI PRISM™ 310, Analizador
Genético ABI PRISM™ 3100, y Analizador ABI PRISM™ 3700 DNA
(disponible de Applied Biosystems, Foster City, California);
Molecular Dynamics FLUORIMAGER™ 575, Escaneres Fluorescentes
SI, y Escaneres Fluorescentes Molecular Dynamics FLUORIMAGER™
595 (disponibles de Amersham Biosciences UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra); Sistema de
Secuenciacién de DNA GENOMYXSC™ (disponible de Genomyx
Corporation (Foster City, California); y Secuenciador de DNA
PHARMACIA ALF™ y Pharmacia ALFEXPRESS™ (disponibles de
Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Inglaterra).

En algunas modalidades para determinar la
informacién de secuencia o proteina, los médulos de
determinacidén incluyen sistemas para andlisis de proteinas y
DNA. Por ejemplo, los sistemas de espectrometrias de masas y
que 1incluyen sistemas de Ionizacién de Desorcidén de Léser
Asistida por Matriz-Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF); sistemas de
perfilado de arreglo SELDI-TOF-MS ProteinChip, por ejemplo
Maquinas con el software CIPHERGEN PROTEIN BIOLOGY SYSTEM
I1"®; sistemas para analizar los datos de expresién génica
(ver por ejemplo U.S. 2003/0194711); sistemas para el
andlisis de expresidén basado en arreglos, por ejemplo los
sistemas de arreglo HT y los sistemas de arreglo de cartucho

disponibles de Affymetrix (Santa Clara, CA 95051) Autoloader,
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COMPLETE GENECHIP™ Instrument System, Fluidics Station 450,
Kit de Software Hybridization Oven 645, QC Toolbox, Escéner
3000 7G, Escaner 3000 7G mas el Sistema de Genotipificacidn
objetivo, Sistema de Asociacidén de Genoma Completo Escéaner
3000 G, Instrumento GENETITAN'®, Estacidn de Arreglo
GeneChip™, Arreglo HT; un sistema ELISA automatizado (por
ejemplo DSX™ o DS2"™ de Dynax, Chantilly, VA o el ENEASYSTEM
III"™, TRITURUSY™, THE MAGO™ Plus); Densitémetros (por ejemplo
X-Rite-508-Spectro Densitometer™, El densitémetro HYRYS™ 2);
sistemas de hibridacién in situ de fluorescencia
automatizados (ver por ejemplo, la patente de los Estados
Unidos 6,136,540); sistemas de formacién de imagenes en gel
2D acoplados con el software de formacidén de imagenes 2-D;
lectores de microplacas; Clasificadores de células activadas
con florescencia (FACS) (por ejemplo Citémetro de Flujo
FACSVantage SE, Becton Dickinson) ; analizadores de
radioisbétopos (por ejemplo contadores de centelleo), o una
combinacién de los mismos.

En algunas modalidades de este aspecto y todos
estos aspectos de la presente invencidén se pueden utilizar
una variedad de programas y formatos de software para
almacenar la informacidén de nivel de proteina biomarcadora en
el dispositivo de almacenamiento. Cualguier variedad de
formatos de estructuracién de procesador de datos (por

ejemplo, archivo de datos o base de datos) se pueden emplear
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para obtener o crear un medio que tenga registrado en el
mismo la informacidén de secuencia o la informacidén del nivel
de expresidn.

La informacién de la expresiédn de ROBO2 o 1la
informacién relacionada con la informacidén de la expresidn de
ROBO2 determinada en el médulo de determinacidén se puede leer
por el dispositivo de almacenamiento. Como se utiliza en la
presente el “dispositivo de almacenamiento” se propone para
incluir cualquier aparato de computacidédn o procesamiento
adecuado u otro dispositivo configurado o adaptado para
almacenar datos o informacién. Ejemplos del aparato
electrénico adecuado para el uso con la presente invencidn
incluyen aparatos de computacidén independientes, redes de
telecomunicaciones de datos, incluyendo redes de &rea local
(LAN), redes de &4rea amplia (WAN), sistemas de almacenamiento
de nube, Internet, Intranet, vy Extranet, vy sistemas de
procesamiento de computadora locales vy distribuidos. Los
dispositivos de almacenamiento también pueden incluir, pero
no se limitan a: medios de almacenamiento magnéticos, tales
como discos flexibles, medios de almacenamiento de disco
duro, cinta magnética, medio de almacenamiento oéptico, tal
como CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento electrdédnicos tal
como RAM, ROM, EPROM, EEPROM vy similares, sistemas de
almacenamiento de nube, discos duros generales e hibridos de

estas categorias tales como medios de almacenamiento
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bdpticos/magnéticos. E1 dispositivo de almacenamiento se
adapta o se configura para tenerlo registrado sobre la misma
informacidén de secuencia o informacidn de nivel de expresidn.
Tal informacién se puede proporcionar en forma digital que se
puede transmitir vy leer electrdénicamente, por ejemplo a
través del Internet, a través de un sistema de nube, o en un
disco flexible, a través de USB (bus de serie universal), o a
través de cualquier otro modo adecuado de comunicacidn.

Como se utiliza en la presente, “informacidén de
nivel de expresién” se refiere a cualquier informacién de
nivel de expresidn de nucledtidos y/o aminodcidos, incluyendo
pero no limitado a secuencias de nucledtidos y/o aminoacidos
de longitud completa, secuencias de nucledtidos y/o
aminoacidos parciales, o secuencias mutadas. Por otra parte,
la informacidén “relacionada a” la informacidédn de nivel de
expresién incluye deteccidédn de la presencia o ausencia de una
secuencia (por ejemplo, presencia o ausencia de una secuencia
de aminodcidos, secuencia de nucledtidos, o modificacidn
postraduccional), determinacién de la concentracidén de una
secuencia en la muestra (por ejemplo, niveles de secuencia de
aminoacidos, o niveles de expresién de nucledtidos (RNA o
DNA), o nivel de modificacidén postraduccional), y similares.

Como se utiliza en la presente, “almacenado” se
refiere a un proceso para codificar informacidén en el

dispositivo de almacenamiento. Aquellas personas expertas en
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la técnica pueden adoptar féacilmente cualquiera de 1los
métodos actualmente conocidos para grabar informacidn en el
medio conocido para generar fabricaciones que comprenden la
informacién de secuencia o informacidén de nivel de expresiodn.

Una variedad de programas y formatos de software se
pueden utilizar para almacenar la informacidén de secuencia o
informacién de nivel de expresidén en el dispositivo de
almacenamiento. Cualquier variedad de formatos de
estructuracién de procesador de datos (por ejemplo, archivo
de texto o base de datos) se pueden emplear para obtener o
crear un medio que tenga grabado en el mismo la informacién
de secuencia o informacién de nivel de expresidn.

Al proporcionar la informacidén de secuencia o la
informacién de nivel de expresién en la forma leible por
computadora, se puede utilizar la informacién de secuencia o
la informacidén de nivel de expresidén en forma leible en el
médulo de comparacidédn para comparar una secuencia especifica
o perfil de expresidén con los datos de referencia dentro del
dispositivo de almacenamiento. Por ejemplo, los programas de
bisqueda se pueden utilizar para identificar fragmentos o
regiones de las secuencias gue coinciden con una secuencia
particular (datos de referencia, por ejemplo, informacidén de
secuencia obtenida de una muestra de control) o comparacidn
directa del nivel de expresién determinado gque se puede

comparar al nivel de expresidén de datos de referencia (por
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ejemplo, informacidén de nivel de expresidn obtenida de una
muestra de control). La comparacidén hecha en la forma leible
por computadora proporciona un resultado de comparacidn
leible por computadora que se puede procesar por una variedad
de medios. El contenido basado en el resultado de comparacién
se puede recuperar del médulo de comparacidn para indicar una
enfermedad o desorden especifico, tal como enfermedad de
rifiébn crénica o proteinuria.

En algunas modalidades, los datos de referencia
almacenados en el dispositivo de almacenamiento para ser
leidos por el médulo de comparacidédn son la secuencia ROBO2 o
datos de informacidén de expresidédn obtenidos de una muestra
bioldégica de control del mismo tipo como la muestra bioldgica
que se somete a prueba. Alternativamente, los datos de
referencia son una base de datos, por ejemplo, una parte de
la secuencia del genoma completo de un organismo, o familia
de proteinas de secuencias, o un perfil de nivel de expresidn
(RNA, proteina o péptido). En algunas modalidades, los datos
de referencia son informacidén de secuencia o perfiles de
nivel de expresidén que son indicativos de una enfermedad
especifica o desorden, tal como enfermedad de rifiébn crédénica o
proteinuria.

En algunas modalidades, los datos de referencia se
graban electrdénica o digitalmente y se anotan datos de bases

que incluyen, pero no se limitan a proteina de GenBank (NCBI)
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y bases de datos de DNA tales como el genoma, ESTs, SNPS,
Traces, Celara, Lecturas Ventor, lecturas Watson, HGTS, vy
similares; bases de datos Swiss Institute of Bioinformatics,
tal como ENZYME, PROSITE, SWISS-2DPAGE, Swiss—-Prot y bases de
datos TrEMBL; el paquete de software Melanie o el servidor
ExPASy WWW, vy similares; los SWISS-MODEL, Swiss-Shop y otras
herramientas computacionales basadas en red; la base de datos
de Comprehensive Microbial Resource (disponible de The
Institute of Genomic Research). La informacidén resultante se
puede almacenar en una base de datos relacionados gque se
puede emplear para determinar homologias entre los datos de
referencia o genes o proteinas dentro y entre los genomas.

Al proporcionar los niveles de ROBO2 en forma
leible en el médulo de comparacidn, se puede utilizar para
comparar con los niveles de umbral de referencia de ROBOZ2
dentro del dispositivo de almacenamiento. La comparacién
hecha en 1la forma leible por computadora proporciona un
contenido leible por computadora gque se puede procesar por
una variedad de medios.

El “médulo de comparacidédn” puede utilizar una
variedad de programas de software disponibles y formatos para
la comparacidén operativa para comparar la secuencia ROBO2 o
la informacidén de nivel de expresidn determinado en el mdédulo
de determinacién a la secuencia ROBO2 de referencia o 1los

datos de nivel de expresidén. En algunas modalidades, el
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médulo de comparacidn se configura para utilizar las técnicas
de reconocimiento de patrdén para comparar los datos de 1la
secuencia ROBO2 o nivel de expresidén de una o mas entradas a
uno o mas patrones de datos de referencia. E1 mbédulo de
comparacioén se puede configurar utilizando software
comercialmente disponible o libremente disponible existente
para comparar los ©patrones, y se puede utilizar ©para
comparaciones de datos particulares que se conducen. EI1
médulo de comparacidén proporciona informacidén leible por
computadora relacionada con la informacidén de secuencia que
puede incluir, por ejemplo, deteccién de la presencia o
ausencia de una secuencia (por ejemplo, deteccidén de una
mutacién o supresidén (proteina o DNA), informacidn con
respecto a alelos distintos, deteccidén de la modificacidn
pos-traduccional, u omisién o repeticidédn de la secuencia);
determinacién de la concentracidén de una secuencia en la
muestra (por ejemplo, secuencia de aminodcidos/niveles de
expresién de proteinas, o niveles de expresidén de nucledtidos
(RNA o DNA), o niveles de modificacidén pos-traduccional o
modificacidén de un perfil de expresidn.

En algunas modalidades, el mébdulo de comparacidn
permite la comparacidén de los niveles de ROBO2 de los datos
de salida del médulo de determinacidédn con referencia a los
datos de nivel de umbral para cada ROBOZ2.

En algunas modalidades, el mébdulo de comparacidn
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lleva a cabo comparaciones con espectros de espectrometria de
masas, por ejemplo comparaciones de informacidén de secuencia
de fragmentos de péptido que se pueden llevar a cabo
utilizando espectros procesados en MATLB con la escritura
llamada “Qcealign” (ver por ejemplo W02007/022248,
incorporada en la presente a manera de referencia) y “Qpeaks”
(Spectrum Square Associates, Ithaca, NY) , e} software
Ciphergen Peaks 2.1"™. ©Los espectros procesados luego se
pueden alinear utilizando algoritmos de alineacidn que
alinean los datos de la muestra a los datos de control
utilizando el algoritmo de entropia minima al tomar los datos
corregidos de linea base (ver por ejemplo Publicacién WIPO
W02007/022248, incorporada en la ©presente a manera de
referencia). El resultado de comparacidédn se puede procesar
adicionalmente al calcular las relaciones. Los perfiles de
expresién de la proteina se pueden discernir.

Cualquier software de comparacidén disponible se
puede utilizar, incluyendo pero no 1limitado a, el paquete
Ciphergen Express (CE) y Biomarker Patterns Software (BPS),
Ciphergen Biosystems, Inc., CA, EUA. El anadlisis comparativo
se puede hacer con el software del sistema de chip de
proteina (por ejemplo The Proteinchip suite for Bio-Rad
Laboratories).

El médulo de comparacidén, o cualgquier otro modo

descrito en la presente, puede incluir un sistema de
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operacidédn (por ejemplo, UNIX) en el cual se ejecuta un
sistema de manejo de Dbase de datos relacionado, una
aplicacién de la Red Mundial, vy un servidor de la red
mundial. La aplicacién de la red Mundial incluye el cdédigo
ejecutable necesario para la generacidén de declaraciones de
lenguaje de base de datos (por ejemplo, declaraciones
Structured Query Language (SQL) ) . Generalmente, los
ejecutables incluirédn declaraciones SQL incluidas. Ademéas, la
aplicacién de la Red Mundial puede incluir un archivo de
configuracidén gque contiene apuntadores vy direcciones a las
diversas entidades de software que comprenden el servidor asi
como las diversas bases de datos externas e internas que se
deben acceder para dar servicio a las solicitudes de 1los
usuarios. El archivo de configuracidén también dirige las
solicitudes para las fuentes del servidor al hardware
apropiado -- como puede ser necesario el servidor se debe
distribuir sobre dos o méds computadoras separadas. En algunas
modalidades, el servidor de la Red Mundial soporta un
protocolo TCP/IP. Las redes locales tal como esta son algunas
veces referidas como “Intranets”. Una ventaja de tales
Intranets es que permiten una facil comunicacién con las
bases de datos de dominio publico que residen en la Red
Mundial (por ejemplo, el sitio GenBank o Swiss Pro de la Red
Mundial). De esta manera, en algunas modalidades preferidas,

los wusuarios pueden acceder directamente a 1los datos (a
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través de los enlaces Hypertext, por ejemplo) que residen en
las bases de datos de Internet utilizando una interfaz HTML
proporcionada por los buscadores por la Red y servidores de
la Red.

En algunas modalidades, el médulo de comparacidn
compara los perfiles de expresidén génica. Por ejemplo, la
deteccidén de los perfiles de expresidn génica se pueden
determinar wutilizando la versidén de software Affymetrix
Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0) (disponibles de Affymetrix,
Santa Clara, California) para analizar la abundancia relativa
de un gen o genes sobre la base de la intensidad de la sefial
de los conjuntos de sondas, y los archivos de datos MAS 5.0
se pueden transferir en una base de datos y analizar con el
software Microsoft Excel y GeneSpring 6.0 (disponibles de
Agilent Technologies, Santa Clara, California). El algoritmo
de deteccidén del software MAS 5.0 se puede utilizar para
obtener un estudio general compresivo de cbémo se detectan
muchos transcriptos en las muestras dadas vy permite un
anadlisis comparativo de 2 o mas conjunto de datos de
microarreglos.

En algunas modalidades, el médulo de comparacidn
compara los perfiles de expresién de la proteina. Cualguier
software de comparacién disponible se puede utilizar,
incluyendo pero no limitado a, el pagquete Ciphergen Express

(CE) y Biomarker Patterns Software (BPS) (disponibles de
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Ciphergen Biosystems, Inc., Freemont, California). El
analisis comparativo se puede hacer con el software de
sistema de chip de ©proteina (por ejemplo, El1 Paqguete
Proteinchip (disponibles de Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California). Los algoritmos para identificar los perfiles de
expresién pueden incluir el uso de algoritmos de optimizacidn
tal como el algoritmo de varianza media (por ejemplo
algoritmo JMP Genomics disponibles de JMP Software Cary,
North Carolina).

El médulo de comparacidén proporciona el resultado
de comparacién leible por computadora que se puede procesar
en la forma leible por computadora por criterios
predefinidos, o criterios definidos por un wusuario, para
proporcionar un contenido basado en parte en el resultado de
comparacidén que se puede almacenar y enviar como sea
solicitado por un usuario utilizando un médulo de
visualizacidén. E1l mbédulo de visualizacidédn permite la vista de
un contenido basado en parte en el resultado de comparacidn
para el usuario, en donde el <contenido es una seflal
indicativa de una enfermedad de rifibn crénica o proteinuria.
Tal sefial, puede ser por ejemplo, una visualizacidén del
contenido indicativo de 1la presencia o ausencia de una
enfermedad de rifién crdénica o proteinuria en un monitor de
computadora, una pagina impresa del contenido que indica la

presencia o ausencia de una enfermedad de rifiébn crdénica o
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proteinuria de una impresora, o una luz o sonido indicativo
de la presencia o ausencia de una enfermedad de rifién crédnica
o proteinuria.

El contenido basado en el resultado de comparacidn
puede incluir un perfil de expresidédn de una o mas proteinas,
o un perfil de expresiédn de uno o més genes. En algunas
modalidades, el contenido basado en el resultado de
comparacién es simplemente una sefial indicativa de la
presencia o ausencia de una enfermedad de rifiébn crdnica o
proteinuria basado en los niveles de proteina ROBO2.

En algunas modalidades, el contenido basado en el
resultado de comparacién se muestra en un monitor de
computadora. En una modalidad de la invencidén, el contenido
basado en el resultado de comparacidén se muestra a través de
medios imprimibles. En una modalidad de la invencidn, el
contenido basado en el resultado de comparacidén se muestra
como una luz o sonido indicador. El1 médulo de visualizacidn
puede ser cualquier dispositivo adecuado configurado para
recibir de una computadora y mostrar la informacidén leible
por computadora a un usuario. Ejemplos no limitantes
incluyen, por ejemplo, computadoras de propdsito general
tales como aquellas basadas en el procesador de tipo Intel
PENTIUM, dispositivos de computadora 'y tableta Apple,
Motorola PowerPC, Sun UltraSPARC, procesadores Hewlett-

Packard PA-RISC, cualquiera de una variedad de procesadores
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disponibles de Advanced microDevices (AMD) of Sunnyvale,
California, o cualquier otro tipo de procesador, dispositivos
de pantalla wvisual tal como dispositivos de tableta,
dispositivos méviles de teléfonos inteligentes, pantallas de
panel plano, tubos de rayos de catodos y similares, asi como
impresoras de computadora de varios tipos.

En algunas modalidades, un Buscador de la Red
Mundial se utiliza para proporcionar una interfaz de usuario
para mostrar el contenido basado en el resultado de
comparacién. Se debe entender que otros mébdulos de la
invencién se pueden adaptar para tener una interfaz de
buscador de la Red. A través del buscador de la Red, un
usuario puede construir solicitudes para recuperar datos del
médulo de comparacidén. De esta manera, el usuario indicaré
tipicamente vy hard clic a los elementos de interfaz de
usuario tales como botones, menus desplegables, barras de
deslizamiento y similares empleados convencionalmente en las
interfaces de usuario graficas. Las solicitudes formuladas de
esta manera con el servidor de la Red del usuario se
transmiten a una aplicacidén de la red que las formatea para
producir una peticidén que se puede emplear para extraer la
informacién pertinente relacionada con 1la informacién de
secuencia, por ejemplo, visualizacidén de una indicacidén de 1la
presencia o ausencia de mutacidédn o supresidn (DNA o

proteina); visualizacidén de los niveles de expresidn de una
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secuencia de aminoacidos (proteina); visualizacidén de 1los
niveles de expresidn de nucledtidos (RNA o DNA) ;
visualizacidén de la expresidn SNP, o perfiles de mutacidn, o
haplotipos, o visualizacién de informacién basada en 1los
mismos. En una modalidad, la informacidén de secuencia de los
datos de muestra de referencia también se muestra.

En algunas modalidades, el médulo de visualizacidn
muestra el resultado de comparacién y si el resultado de
comparacién es indicativo de una enfermedad, por ejemplo, si
el perfil de expresién del ROBO2 es indicativo de 1la
enfermedad de rifién crénica o proteinuria.

En algunas modalidades, el contenido basado en el
resultado de comparacidédn gue se muestra es una seflal (por
ejemplo sefial positiva o negativa) indicativa de la presencia
o ausencia de una enfermedad de rifidén crdénica o proteinuria,
de esta manera solo una indicacidén positiva o negativa se
puede mostrar.

De esta manera, se proporcionan en la presente
sistemas (y medio leible por computadora para provocar dJue
los sistemas de computadora) lleven a cabo ensayos y métodos
para determinar si un individuo tiene una enfermedad de rifién
crbnica o proteinuria o una pre-disposicidén, para una
enfermedad de rifiébn crdénica o proteinuria basados en 1los
perfiles de expresidén o informacidédn de secuencia.

Los sistemas y el medio leible por computadora, son
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simplemente modalidades ilustrativas de la 1invencidén para
llevar a cabo los ensayos y métodos para determinar si un
individuo tiene una enfermedad o desorden en especifico o una
pre-disposicidén, para una enfermedad o desorden especifico
basado en los perfiles de expresién o informacidén de
secuencia, y no se proponen para limitar el alcance de 1la
invencidén. Las variaciones de los sistemas, y el medio leible
por computadora, son posibles y se proponen para estar dentro
del alcance de la invenciédn.

Los mbédulos del sistema o los utilizados en el
medio leible por computadora, pueden asumir numerosas
configuraciones. Por ejemplo, la funcién se puede
proporcionar en una maquina individual o se puede distribuir
sobre multiples maquinas.

Robo2 es una Proteina de podocitos Localizada en la
Superficie Celular Basal del Podocito de Ratén

Durante el desarrollo del rifién, el mRNA de RoboZ2
se expresa en la mesénguima metanefrica que circunda la yema
ureterica arborizante y después en el extremo prédximo del
cuerpo en forma de S (Piper vy colaboradores, 2000), 1la
ubicacidén de los podocitos primordiales. Para investigar si
el Robo2 también se implica en la maduracidén de podocitos,
ademés de su funcidén en la induccidén de induccidn temprana
del rifidén, los 1inventores llevaron a cabo la hibridacidn 1in

situ y encontraron que el mRNA de RoboZ2 se expresd en la
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etapa del bucle capilar del desarrollo de glomérulos de
embriones de ratdén en el dia embridnico 16.5 (E16.5) (FIGS.
5A y B5B). La proteina Robo2 se volvid detectable por la
tincidén de inmunofluorescencia en el desarrollo de glomérulos
alrededor de E14.5 y alcanzdé la expresién pico a E16.5 (FIGS.
5C-5E). Aunque la expresién disminuydé después de E17.5
durante el desarrollo (FIG. 5F), la expresidén Robo2
especifica se mantuvo en los glomérulos después del
nacimiento y fue detectable en los ratones adultos a las 5
semanas de edad (FIGS. 5G, 5H, 5L-5M).

Para determinar la ubicacidén celular del Robo2 en
el glomérulo en desarrollo, los inventores llevaron a cabo la
inmunohistoquimica de etiqueta doble <con los marcadores
especificos de tipo de célula glomerular. Los inventores
descubrieron que la proteina Robo2 se co-localizd con nefrina
(FIGS. 1lA-1C) vy la podocina (FIGS. 1D-1F), dos proteinas
asociadas a slit-diafragma de podocitos, el robo2 también se
expres6é en los glomérulos con la proteina adaptadora de
interaccién de nefrina en Nck (FIGS. 1G, 1I) y con WT 1, un
constituyente de los nlUcleos de podocitos (FIGS. 5H-5K). E1
etiquetado doble con anticuerpos contra niddégeno, un marcador
de membrana de no basal (FIGS. 1J-1L y IP) vy Pecaml, un
marcador de células endoteliales (FIGS. 1M—10, 5M) mostraron
que el Robo2 se situd adyacente a la superficie externa de la

membrana basal glomerular vy estuvo ausente de células
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endoteliales. La microscopia confocal de alta resolucidn
mostrd ademéds que Robo2 subcelular no fue més abundante en la
superficie basal de los podocitos (FIG. 1Q). La microscopia
electrénica de inmuno-oro de rifiones de ratdn posnatales con
un anticuerpo contra el dominio citoplésmico establecid que
el Robo2 se situdé en los procesos basales de podocitos
cercano a la cara citoplasmica del slit-diafragma (FIG. 1R).
Estos resultados muestras que el robo2 es una proteina de
podocitos y su localizacidén subcelular basal en los procesos
basales indica que desempefia una funcidén en la regulacidén de
la estructura de proceso basal de podocitos.
El Dominio Intracelular Robo2 Interactua Directamente con los
Dominios SH3 de la Proteina Adaptadora Nck

El acoplamiento del dominio extracelular de nefrina
conduce a la fosforilacidén de tirosina de su dominio
intracelular por las Src cinasas y el reclutamiento del
dominio SH2 de 1la proteina adaptadora Nck, que a su vez
induce la polimerizacién de la actina (Jones y colaboradores,
2006; Verma y colaboradores, 2006). E1 Nck lleva un dominio
SH2 en la C-terminal vy tres dominios SH3 cerca de 1la N-
terminal. La polimerizacidén de actina es mediada por los
dominios SH3 de ©Nck (Rivera vy colaboradores, 2004), que
pueden reclutar varios reguladores de citoesqueleto
incluyendo N-WASP y Pak (Jones vy colaboradores, 2006).

Previos estudios han mostrado que los dominios SH3 del
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Dreadlock no homdélogo de Nck de Drosophila  también
interactian directamente con el dominio intracelular de Robo
para inhibir la polimerizacidén de la actina (Fan vy
colaboradores, 2003; Yang and Bashaw, 2006).

Los inventores probaron si el Nck de mamifero
también puede interactuar directamente con el Robo2 en el
podocito para regular el citoesqueleto de la F-actina. Para
contestar esta pregunta, los inventores utilizaron un ensayo
de dos hibridos de levadura para examinar si el Robo?2
interactué con Nck. Puesto que dos Ncks de mamifero (es
decir, Nckl, Nck2) comparten una estructura y funcidén similar
en el desarrollo del rifidén (Jones y colaboradores, 2006), los
inventores utilizaron Nckl en este estudio y observaron dque
el dominio intracelular de Robo2 interactud directamente con
Nckl (FIGS. 2A-2C). El mapeo de sitio de enlace en Robo2 para
Nckl mostrdé que la secuencia de aminodcidos 1085 a 1301, que
contiene 4 motivos ricos en prolina, fue crucial para la
interaccién (FIGS. 2A y 2C). La ausencia de esta regidén rica
en prolina previno su interaccién con Nckl (FIG. 2A). E1
mapeo de sitio de enlace en Nckl para Robo2 mostrd que los
primeros dos dominios SH3 se requirieron para su interaccidn
con el Robo2 debido a gque la supresidén de cualquiera o ambos
de ellos anuldé la interaccidén (FIG. 2B). De esta manera la
interaccidén de Robo2 y Nckl fue mediada por dos dominios de

proteinas bien caracterizados, los dominios SH3 y los motivos
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ricos en prolina (FIG. 2C). CD2AP, otra proteina adaptadora
de podocitos, también lleva tres dominios SH3 en su N-
terminal (Shih y colaboradores, 2001), pero no detectd
ninguna interaccién entre CD2AP y Robo2 en cualquiera de los
ensayos de dos hibridos o co-precipitacién de levadura. Estas
observaciones indican que la ligacidén entre Robo2 y Nckl en
el podocito es una interaccidén especifica.
El Robo2 de Longitud Completa Forma un Complejo con Nefrina a
través de Nck

Los inventores confirmaron la interaccidén entre
Robo2 y Nck por ensayos de extraccidén y co-precipitacidn. E1
robo2 de longitud completa humana etiquetada con His y myc
(His-myc-Robo2) o el robo2 humana etiquetada con His y myc
con una supresidén del dominio de enlace a Nckl (His-myc-
Robo2-ANBD) se expresaron en las células HEK. Las células HEK
transfectadas se estimularon con medio acondicionado con
S1it2 (preparado de células establemente transfectadas S1it2)
para activar el robo2 e incrementar el enlace Nck (Fan vy
colaboradores, 2003). El Nck se extrajo con His-mycRobo2 de
los lisados de células HEK utilizando cuentas de Ni-NTA pero
no con His-myc-Robo2-ANBD (FIG. 2D). Puesto que el dominio
SH2 de Nck interactta con las fosfotirosinas en el dominio
citoplasmico de nefrina (NCD) (Jones y colaboradores, 2006;
Verma y colaboradores, 2006), los inventores examinaron si el

robo2 formdé un complejo con nefrina a través del Nck
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utilizando un ensayo de co-precipitacidén. Para establecer la
prueba del principio, los inventores co-expresaron el robo2 y
la nefrina en célula HEK con Fyn sinasa para incrementar la
fosforilacién de nefrina (Verma y colaboradores, 2006). La
extraccién de His-myc-Robo2 de los lisados de células HEK con
cuentas de Ni-NTA co-precipitdé el Nck y la nefrina cuando el
Fyn se expresd (FIG. 2E). En el orden inverso, la extraccidn
de la His-myc-nefrina co-precipitd el Nck y Robo2 cuando la
Fyn cinasa se expresd (FIG. 2F). Adicionalmente, los
precipitados preparados con el anticuerpo anti-Nck
contuvieron tanto Robo2 como nefrina cuando el Fyn se sobre
expresd (FIG. 6A). Estos datos indican que la nefrina, Nck, vy
Robo2 forman un complejo in vitro. Para variedad de estos
descubrimientos in vivo, los inventores inmunoprecipitaron el
robo2 de lisados de rifién de ratdn recién nacido vy
descubrieron que el Nck y la nefrina se co-precipitaron (FIG.
2G). A la inversa, los precipitados preparados con el
anticuerpo anti-nefrina también contuvieron Nck y Robo2 (FIG.
2H) . Puesto que la nefrina se expresa de manera uUnica en los
podocitos, y Nck y Robo2 también se sitian en estas células
en el rifidén, estos resultados indican que la nefrina, Nck, vy
Robo2 son capaces de formar un complejo en los podocitos.
Para determinar la funcién de S1it2 en la formacidn
del complejo de proteina Robo2-Nck-nefrina, la His-myc-Robo2,

nefrina, vy Fyn se co-expresaron en células HEK que se
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estimularon con un medio acondicionado con Sl1it2 o un medio
acondicionado de control sin Sl1it2 antes de la co-
precipitacidén (FIG. 21). Los inventores observaron que la
estimulacién de S1it2 incremento el robo2 que se enlaza a Nck
y la formacién del complejo con nefrina. Ambas relaciones de
Nckl +versus Robo2 vy nefrina versus Robo2 se incrementd
después de la estimulacidén con S1lit2 (FIG. 2J). Consistente
con este descubrimiento, los 1inventores observaron gque la
S1it2 se expresd en gran medida en los glomérulos de ratdn
recién nacidos (FIGS. 6B, 6C).
La Sefilalizacién Sl1lit2-Robo2 Inhibe la Polimerizacién de
Actina Inducida por Nefrina

Puesto que Slit se enlaza a Robo para reclutar Dock
y srGAPs para inhibir la polimerizacidén de la actina (Fan vy
colaboradores, 2003), los inventores desean probar si RoboZ2
también recluta Nck para inhibir la polimerizacidén de actina
en células de mamifero, una funcidén opuesta a la nefrina que
promueve la polimerizacién de actina. Para tratar esta
pregunta, los 1inventores estudiaron la polimerizacidén de
actina al analizar las colas de F-actina en las células que
expresan la proteina quimérica CD16/7-NCD como se describe
previamente (Jones % colaboradores, 2006; Verma %
colaboradores, 2006) . Este modelo utiliza los dominios
extracelulares vy transmembrana de los receptores Fc de

inmunoglobulina humana CD16 vy CD7 fusionados al dominio
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citopléasmico de nefrina (NCD). CD 16/7-HA, en la cual NCD se
reemplaza por una etiqueta HA, se utilizd como un control
negativo. Estas proteinas quiméricas se co-expresaron con
Robo2 en células HEK y se agruparon por el tratamiento con el
anticuerpo anti-CD16 y un anticuerpo secundario conjugado a
rodamina. Los inventores primero examinaron si el
agrupamiento de dominio citoplasmico de nefrina podria
reclutar Robo2. Los inventores observaron que el acoplamiento
de CD16/7-NCD 1llevé Robo2 en las agrupaciones puesto que la
mayoria de el robo2 se co-localizé6 con las agrupaciones
CD16/7-NCD (FIGS. 6D-6F) . Sin embargo, ninguna co-
localizacién de el robo2 se observdé ya sea con el control
CDl6/7-HA (FIG. 6D') o con el constructo Robo2-ANBD (FIG.
6E'), en el cual el dominio de enlace Robo2 Nck (NBD) se
suprimié. Interesantemente, en ausencia de S1it2, la co-
localizacién de CD16/7-NCD v Robo2 se redujo
significativamente (FIG. 6F'). Estos datos proporcionan
evidencia adicional de que el dominio citoplésmico de nefrina
es capaz de formarse en complejo con el dominio intracelular
Robo2 en presencia de Slit2 vy wvalida el modelo para
determinar si la formacién de wun complejo de Robo2-Nck-
nefrina afecta la polimerizacidén de actina.

Las células HEK que expresan CD16/7-NCD y Robo2 se
estimularon con Slit2 o el medio acondicionado de control sin

S1it2 mientras que se agrupd por el anticuerpo anti-CDl6. La
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polimerizacidén de actina se evalud al cuantificar el numero
de células HEK con colas de F-actina visibles (Rivera vy
colaboradores, 2004). Los inventores observaron que ~80% de
células agrupadas CD16/7-NCD formaron colas de F-actina que
se podrian revelar por la tincién de faloidina como se
reportd previamente (Jones vy colaboradores, 2006; Verma vy
colaboradores, 2006). En la estimulacién de Slit2, sin
embargo, el numero de células con colas de F-actina se redujo
significativamente a aproximadamente 40% (FIGS. 3A y 3C).
Solo algunas células se observaron que contienen colas de F-
actina mas cortas cuando las proteinas CD16/7-HA de control
se agruparon (FIGS. 3B y 3C). Para investigar ademéds si esta
inhibicién de la polimerizacidén de actina requirid Nck, 1los
inventores repitieron este ensayo utilizando Robo2 sin el
dominio de enlace Nck (Robo2-ANBD) para determinar si el
bloqueo de Nck que se enlaza a Robo2 previno la inhibicidén de
S1it2-Robo2 en la polimerizacidén de actina inducida por
nefrina. CD16/7-NCD se co-expreso con vya sea Robo2 de
longitud completa (FIG. 7A) o Robo2-ANBD (FIG. 7B) en células
HEK. Los inventores observaron que la supresidén del dominio
de enlace Nck en Robo2 comprometid significativamente la
inhibicién de Slit2-Robo2 en la polimerizacién de actina
inducida por nefrina (FIG. 7C).

El estudio previo ha mostrado que la nefrina se

enlaza al citoesqueleto de F-actina (Yuan y colaboradores,
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2002) . Para determinar si la seflalizacidén Slit2-Robo2 podria
inhibir 1la F-actina asociada a nefrina, los inventores
inmunoprecipitaron CD16/7-NCD y CDl6/7-HA con el anticuerpo
anti-CDl6 vy examinaron la cantidad de F-actina en 1los
precipitados por el tincién de Western. Los inventores
observaron que la abundancia de 1la F-actina asociada con
nefrina se redujo significativamente en la estimulacidn de
S1it2 (FIGS. 3D y 3E). A la inversa, el ensayo de
inmunoprecipitacién in wvivo mostrd que la F-actina asociada
con nefrina se inmunoprecipitdé por un anticuerpo anti-nefrina
de rifiones de ratones nulos recién nacidos RoboZ2 fue
significativamente incrementado comparado con aquella de
rifiones de ratdn heterocigotos de tipo silvestre RoboZ (FIGS.
3F y 3G). Tomados conjuntamente, estos resultados indican que
la seflalizacidén Slit2-Robo2 inhibe la polimerizacidén de
actina inducida por nefrina.
La pérdida de Robo2 en los Podocitos Provoca una Estructura
de Proceso Basal Alterada en los Ratones

Los inventores y otros han mostrado previamente que
casi todos los ratones nulos homocigotos Robo2 en el
antecedente genético mezclado murieron poco después del
nacimiento debido a un fenotipo CAKUT grave (Grieshammer vy
colaboradores, 2004; Lu vy colaboradores, 2007; Wang vy
colaboradores, 2011). Después de criar ratones con el alelo

mutante Robo2%'® durante cinco generaciones en el antecedente
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genético C57BL/6, el acoplamiento de padres heterocigotos
Robo2%'%/* reveld tres ratones nulos homocigotos Robo29et®/dels
que sobrevivieron durante 3 semanas (entre un total de 160
ratones analizados en el destete). Para determinar si el
Robo2 se requirié para la formacién de proceso basal de
podocitos durante el desarrollo, los inventores examinaron la
ultra estructura de los glomérulos en ratones nulos Robo2 en
el nacimiento y 3 semanas de edad. Aunque el cuerpo de
podocitos, procesos basales y slit-diafragma se formaron en
nacimiento, la microscopia electrdénica de transmisidn mostrd
el Dborramiento de proceso basal focal en ratones nulos
homocigotos Robo2%'%/9€1% recién nacidos (FIGS. 8A-8F). Por la
microscopia electrédnica de exploracidn, los inventores
observaron los procesos basales de interdigitalizacién
irregulares en ratones nulos homocigotos Robo29et3/de15 an a1
nacimiento vy 3 semanas de edad (FIGS. 4A-4H). Estos
descubrimientos indican que el Robo2 es requerido para el
patrén de procesamiento de Dbasal de podocitos normales
durante el desarrollo del rifidn.

Par examinar la funcidén de RoboZ2 y el mantenimiento
de la estructura de proceso basal en glomérulos maduros, los
inventores generaron ratones inactivados robo2 especificos de
podocitos al cruzar ratones Robo2fle¥/f1ox condicionales con
ratones heterocigotos Robo2%t®/*;  rgPhs2=tre/t que  llevan un

transgen de podocina-Cre. Veinte ratones mutantes RoboZ2
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especificos de ©podocitos con el genotipo Robp2dets/flox,

Nphs2Cre/+ 20

Tg vy ratones de control de la misma camada se

analizaron hasta un afio de edad. Ratones inactivados Robo2
especifico de podocitos fueron viables vy fértiles. Sin
embargo, mostraron procesos basales de podocitos inusualmente
amplios y borramiento de proceso basal segmentario focal en
un mes (FIGS. 4I-4M). A las 6 semanas de edad los ratones
mutantes desarrollaron microalbuminuria significativa, que se
detectd por ambos analisis ELISA y Western (FIGS. 4N y 40).
Ademds, la microscopia electrénica de exploracidn reveld
defectos de patrdédn de procesos basales en ratones inactivados
especificos de podocitos Robo2. En lugar de los procesos
basales secundarios de interdigitalizacidédn similares a
cremallera ordenados en ratones inactivados especificos de
podocitos de Robo2, de tipo silvestre mostraron patrdn de
interdigitalizacién de proceso basal irreqular %
desorganizado en un mes (FIGS. 8G-8J). Estos defectos fueron
més obvios a través del tiempo. A los siete meses de edad,
los procesos basales abiertamente desorganizados, mas cortos
y divagantes se observaron en ratones inactivados especificos
de podocitos Robo2 (FIGS. 8K-8N), que fueron similares al
fenotipo de ratones nulos RoboZ2 de tres semanas de edad.
Aunque los ratones inactivados especificos de podocitos RoboZ2
mostraron un numero de podocitos normal, la deposicidén de

matriz se incrementdé significativamente en los glomérulos
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(FIGS. 80-8T, Tablas 1 y 2). Estos cambios morfoldgicos
indican que el Robo2 desempefia una funcidédn en la regulacidén y
mantenimiento de la estructura de proceso basal de podocitos
glomerular.
La Pérdida de Robo2 Alivia el Defecto Estructural de los
Podocitos en Ratones Nulos de Nefrina

Ratones homocigotos de nefrina desarrollan un
fenotipo caracteristico con dilatacidédn del espacio de Bowman,
procesos basales anormalmente amplios, ausencia de slit-
diafragma glomerulares, y proteinuria significativa (Done vy
colaboradores, 2008; Hamano y colaboradores, 2002). Puesto
que Robo2 formé un complejo con nefrina, y la sefializacién
Slit2-Robo2 inhibidé la polimerizacidén de actina inducida por
nefrina, los inventores quisieron saber si la pérdida de
Robo2 modificaria el fenotipo de podocitos en ratones nulos
de nefrina. Para probar esta hipbdtesis de una posible
interaccién genética entre Robo2 y nefrina, los inventores
generaron ratones inactivados doblemente de Robo2-nefrina vy
Robo2™ '~ Nphsl™ '~ Robo2ftex/flox.  pglehsz-Cre/t.  nphg17/" de linea
germinal vy especificos de podocitos. Como el homocigoto
individual Nphsl”", los ratones doblemente inactivados
' single homozygote, Robo2”/", Nphsl/~ (4/4, 100%) vy
Robo2ftox/tlox,  polphs=Cre/+. nphg1™/~ (3/3, 100%) murieron dentro
de 10 horas después del nacimiento, el andlisis histoldgico,

sin embargo, reveld que la morfologia de los glomérulos en
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los ratones doblemente homocigotos Robo2™/~ NphsJ_ parecieron
relativamente normales comparados con el fenotipo en ratones
homocigotos de nefrina individuales A@hle_ que tuvieron un
espacio de Bowman dilatado (FIGS. 8U-8X). El1 nUmero de
glomérulos con el espacio de Bowman dilatado se redujo
significativamente en ratones homocigotos dobles Robo2™/~
Nphsl_ﬁ' (2/55, 3.60%) comparados con los ratones nulos
individuales de nefrina (31/122, 25.4%) (FIGS. 8Y y Tabla 3).
Ademas, el andlisis de la ultra estructura glomerular por la
microscopia electrdénica de exploracidédn mostrd gue la
estructura del proceso basal de podocitos de
interdigitalizacién se observdé en solamente 1 (6.67%) de 150
glomérulos de ratones homocigotos individuales de nefrina
(FIGS. 4P y 4Q) comparados con homocigotos individuales con
100% en Robo2™/” (FIGS. 4T y 4U) y controles de tipo silvestre
(FIG. 4V y 4W). Notablemente el patrédn de interdigitalizaciédn
de nulos procesos basales de podocitos se restaurd en 12
(75%) de 16 glomérulos de rifiones de ratdén recién nacido
homocigotos dobles Robo24_; Nphlr#_ (FIGS. 4R y 4S, Tabla 4),
indicando que una pérdida concomitante de Robo2 y nefrina
alividé el fenotipo estructural del proceso basal de podocitos
en estos ratones. Estos descubrimientos indican dque las
interacciones fisicas de Robo2-Nck-nefrina descritas en 1lo
anterior tienen un efecto sustancial en 1la morfologia de

proceso basal de podocitos in wvivo cuando los niveles de



10

15

20

25

170

expresidédn de RoboZ y nefrina se alteran genéticamente.

Los podocitos muestran un grado notable de
plasticidad. Durante el desarrollo se diferencian de células
epiteliales cuboidales simples en las células gque 1llevan
proceso elaborado que los inventores reconocen como podocitos
maduros (Reeves y colaboradores, 1978). Esta plasticidad se
retiene después de la maduracidn. Se observa mas graficamente
como borramiento de proceso basal reversible después de la
neutralizacidén de carga superficial experimental con sulfato
de protamina y restauracidn con heparina (Seiler %
colaboradores, 1975) y durante la recaida y remisién de la
proteinuria en nifios con enfermedad de intercambio minimo
(Nachman y colaboradores, 2008). Los cambios mas sutiles en
los procesos basales se presentan probablemente bajo
condiciones fisioldgicas en respuesta a seflales positivas vy
negativas en la forma de estimulos hemodinédmicos, hormonales
o0 paracrinos. Dada la abundancia de la F-actina en 1los
procesos basales, es probablemente, sin gque se desee ser
limitado por la teoria, que tales estimulos llevan a cabo
estos cambios sutiles en respuesta a las sefiales positivas vy
negativas transducidas al citoesqueleto de F-actina. Las
seflales positivas demasiadas o no balanceadas pueden conducir
a un fenotipo de enfermedad. De hecho, aunque un ligando
fisioldgico todavia no se ha identificado, es claro que 1la

agrupacién y  fosforilaciédn de la nefrina induce la
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polimerizacidén de actina al reclutar en Nck, un mecanismo que
se puede implicar en la proteinuria inducida en 1 ratas por
un anticuerpo monoclonal nefritogénico al dominio
extracelular de nefrina (Topham y colaboradores, 1999) vy en
casos de sindrome nefrético congénito que desarrolla a 1los
anticuerpos anti-nefrina después del trasplante renal
(Patrakka y colaboradores, 2002).

Los estudios de 1los inventores descritos en la
presente revelan otro nivel de regulacidén negativa de 1la
polimerizaciédn de actina de podocitos en 1la cual Robo2,
cuando se enlaza por Slit, inhibe la polimerizacidén de actina
inducida por nefrina. Los inventores proponen, sin que se
desee ligado o limitado por la teoria, que la sefializacidén de
SLIT-ROBO2 puede inhibir la polimerizacidédn de actina inducida
por nefrina para mantener la estructura del proceso basal de
podocitos normal como sigue: bajo condiciones fisioldgicas
(por ejemplo, durante el desarrollo del proceso basal), el
acoplamiento de nefrina conduce a la fosforilacién del Y1
191/1208/1232 dintracelular al cual el dominio Nck SH2 se
enlaza (Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores,
2006) . Nck a su vez recluta reguladores de citoesqueleto tal
como N-WASP a través de sus dominios SH3 para promover la
polimerizacidén de actina para la extensidén del proceso basal
de podocitos o propagacidén (FIG. 8Z). La secrecidn local y el

enlace de Slit incrementa la interaccidén de Robo2 con Nck a
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través de su regidén rica en prolina y los primeros dos
dominios SH3 de Nck. El1 secuestro de 1los primeros dos
dominios SH3 de Nck por Robo2 inhibiria la polimerizacidn de
actina mediada por nefrina Nck vy disminuiria 1la F-actina
asociada con la nefrina para mantener un citoesqueleto de F-
actina dindmico y balanceado la estructura del proceso basal
de podocitos normal (FIG. 8Z). Ademads de dirigir la
inhibicién de 1la polimerizacién de activa inducida por
nefrina a través de Nck, la sefializacidén de SLIT-ROBO2 puede
inactivar 1la polimerizacién de actina a través de otras
rutas, tal como reclutamiento de Ena, Abl, srGAPs para
regular negativamente el citoesqueleto de F-actina como se
reporta previamente (Bashaw y colaboradores, 2000; Wong vy
colaboradores, 2001). En ausencia de la sefializacidén Slit2-
Robo2 (por ejemplo, cuando RoboZ2 se inactiva), los efectos
inhibidores de Robo2 en la polimerizacién inducida por
nefrina se pierden. Los dominios SH3 de Nck son capaces de
interactuar con reguladores de citoesqueleto corriente abajo
para incrementar la polimerizacidén de actina (FIG. 82), 1lo
cual puede explicar 1la estructura del proceso basal de
podocitos alterada identificada en los ratones mutantes
Robo2. Los resultados de los inventores descritos en la
presente soportan de esta manera un mecanismo mediante el
cual la sefializacidn de SLIT-ROBO puede regular la

plasticidad de podocitos al regular negativamente el
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citoesqueleto de F-actina, que es similar a la funcidén de la
sefializacién de SLIT-ROBO en la orientacidén de conos
desarrollados de axones (Guan y Rao, 2003). El descubrimiento
patolégico de la deposicién de matriz incrementada en 1los
glomérulos de ratdé4n mutante Robo2 representa probablemente
una respuesta secundaria.

Aunque es claro de los estudios de los inventores
descritos en la presente que Robo2 se sitlla en la superficie
basal de los podocitos y forman complejo con otras proteinas
slit-diafragma de proceso basal establecido a través de su
dominio extracelular, permanece incierto si actualmente forma
parte del slit-diafragma mismo. Interesantemente, el dominio
extracelular de Robo2 se asemeja a aquel de la nefrina que
tiene ocho motivos similares a inmunoglobulina (Ig) vy un
dominio de fibronectina mientras que Robo2 tiene <cinco
motivos similares a Ig y tres dominios de fibronectina (FIG.
8Z) (Tryggvason y colaboradores, 2006). Los inventores han
probado la interaccidén entre el dominio intracelular de Robo2
y el dominio citopldsmico de nefrina en el ensayo de dos
hibridos de levadura. Los datos bioquimicos de los inventores
(FIGS. 2E y 2F) tampoco soportaron una interaccidn directa
entre estos dos receptores in vitro. Sin embargo, es posible
que el dominio extracelular de Robo2 pueda asociarse con el
dominio extracelular de nefrina in vivo en las membranas

celulares de los procesos basales adyacentes a través de una
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trans-interaccidén en el slit-diafragma.

Los inventores descubrieron que ratones inactivados
nulos homocigotos Robo?2 y especificos de podocitos
desarrollaron un patrdédn de interdigitalizacidén de proceso
basal alterado, un fenotipo que es diferente de aquel de los
ratones nulos de nefrina (Hamano y colaboradores, 2002; Done,
2008) . Esto no es sorprendente puesto que la nefrina y Robo2
desempefian funciones opuestas en la regulacién de
citoesqueleto de F-actina de podocitos. Mientras dque la
sefializacién de nefrina induce la polimerizacién de actina
localizada, la sefializacién Slit2-Robo2 acttia como un
regulador negativo en la polimerizacién de actina para
mantener la plasticidad y dinadmica del proceso basal de
podocitos. Hay que destacar que un defecto de organizacidn de
proceso basal similar se observa en los ratones en los cuales
el factor de despolimerizacidédn de actina Cofilin-1, otro
regulador negativo del citoesqueleto de F-actina en 1los
podocitos, se 1inactiva (Garg y colaboradores, 2010). Esto
indica que la ausencia de ya sea un factor de promocidn de
polimerizacidén de actina tal como seflalizacién de nefrina o
un factor inhibidor de tal como sefializacidén Robo2 afectara
la estructura normal de los podocitos. De esta manera el
balance entre los reguladores de citoesqueleto de F-actina
positivo y negativo en los podocitos es importante para

mantener la estructura de proceso basal normal. La
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recuperacién de este equilibrio al desactivar tantas seflales
positivas (nefrina) como negativas (Robo2) puede explicar la
restauracidén de la irrigacidén del proceso basal de podocitos
y el fenotipo glomerular mas leve en ratones inactivados
dobles Robo2-nefrina. Los estudios de los inventores
descritos en la presente mostraron que las funciones dobles
de la nefrina como un componente esencial de slit-diafragma
para controlar la selectividad glomerular que por otra parte
(Tryggvason y colaboradores, 2006) tiene un regulador de la
morfologia del proceso basal a través de su interaccidédn con
el citoesqueleto de actina (Jones vy colaboradores, 2006;
Verma vy colaboradores, 2006) por la otra. Mientras que la
seflalizacién Robo2 contrarresta claramente los efectos de
seflalizacidén positivos de la nefrina en los procesos basales,
permanece para ser determinados si también afecta 1la
integridad de slit-diafragma.

Por consiguiente, como se describe en la presente,
los inventores han identificado Robo2 como un  nuevo
componente de la unidén intercelular de podocitos en el rifidn.
Los 1inventores han mostrado interacciones entre Robo2 vy
nefrina wutilizando técnicas biogquimicas, funcionales 'y
genéticas y han mostrado que la sefializacién Slit2-Robo?2
inhibe la dindmica de la actina inducida por nefrina. Los
resultados de los inventores indican que la sefializacidn

Robo2 acttia como un regulador negativo en la nefrina para
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modular la arquitectura del proceso basal de podocitos. Este
estudio extiende el entendimiento de los inventores de la
funcidén de la sefializacidén de SLIT-ROBO e identifica un
mecanismo de interferencia novedoso por el cual el receptor
de seflal guia Robo podria influir en la dindmica del
citoesqueleto de F-actina.

A menos que se defina de otra manera en la
presente, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relacidén con la presente solicitud tendran los significados
que se entienden comUnmente por aquellas ©personas de
experiencia ordinaria en la técnica la cual esta descripcidn
pertenece. Se debe entender que esta invencidén no se limita a
la metodologia particular, protocolos, vy reactivos, etc.,
descritos en la presente y como tal deben variar. La
terminologia utilizada en la presente es para el propdsito de
describir modalidades particulares solamente, y no se propone
para limitar el alcance de la presente invencidn, dgue se
define solamente por las reivindicaciones. Las definiciones
de los términos comunes en la inmunologia, y la Dbiologia
molecular se pueden encontrar en Merck Manual of Diagnosis
and Therapy, 18th Edition, publicada por Merck Research
Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-18-2); Robert S. Porter vy
colaboradores (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-

9); y  Robert A. Mevyers (ed.), Molecular Biology vy
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Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicada por
VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8); Immunology
by Werner Luttmann, publicada ©por Elsevier, 2006. Las
definiciones de los términos comunes en la biologia molecular
se encuentran en Benjamin Lewin, Genes IX, publicada por
Jones & Bartlett Publishing, 2007 (ISBN-13: 9780763740634);
Kendrew y colaboradores (eds.), The Encyclopedia of Molecular
Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN O-
632-02182-9) ; y  Robert A. Meyers (ed.), Maniatis y
colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., USA
(1982) ; Sambrook 'y colaboradores, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., USA (1989); Davis vy
colaboradores, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier
Science Publishing, Inc., New York, USA (1986); or Methods in
Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S.
L. Berger and A. R. Kimmerl Eds., Academic Press Inc., San
Diego, USA (1987); Current Protocols in Molecular Biology
(CPMB) (Fred M. Ausubel, y colaboradores ed., John Wiley and
Sons, Inc.), Current Protocols 1in Protein Science (CPPS)
(John E. Coligan, y colaboradores, ed., John Wiley y Sons,
Inc.) and Current Protocols in Immunology (CPI) (John E.
Coligan, y colaboradores, ed. John Wiley y Sons, Inc.), las

cuales se incorporan a manera de referencia en sus
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totalidades.

A\Y

Como se utiliza en la presente, el término “que
comprende” significa que otros elementos también pueden estar
presentes ademds de los elementos definidos presentados. E1

AN

uso de que comprende” indica la inclusidén antes que
limitacién.

A\Y

Como se wutiliza en la presente el término que
consiste esencialmente de” se refiere a aquellos elementos
requeridos para una modalidad dada. El1 término permite la
presencia de elementos adicionales que no afectan
materialmente la caracteristical(s) badsica y novedosa o
funcional de esa modalidad de la invencidn.

AN}

El término que consiste de” se refiere a
composiciones, métodos, y componentes respectivos de 1los
mismos como se describe en la presente, que son exclusivos de
cualquier elemento no citado y en esta descripcién de 1la
modalidad.

Ademés, a menos que se requiera de otra manera por
el contexto, los términos singulares incluiran pluralidades y

los términos plurales incluiran el singular. Como se utiliza

en esta especificacidén y las reivindicaciones adjuntas, las

A\Y ” A\Y

un”, uno

”

formas singulares y “el” incluyen referencias
plurales a menos que el contexto lo indique claramente de
otra manera. De esta manera, por ejemplo, las referencias al

“métodos” incluyen uno o méds métodos, y/o etapas del tipo
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descrito en la presente y/o que seran evidentes para aquellas
personas expertas en la técnica en la lectura de esta
descripcidén y asi sucesivamente.

Diferente en los ejemplos de operacidén, o donde se
indique de otra manera, todos los numeros gque expresan
cantidades de ingredientes o) condiciones de reaccién
utilizados en la ©presente se debe de entender como
modificados en todos los casos por el término
“aproximadamente.” El término ‘“aproximadamente” cuando se
utiliza en relacidén con los porcentajes puede significar £1%.

Se debe entender que esta invencidén no se limita a
la metodologia particular, protocolos, vy reactivos, etc.,
descritos en la presente y como tal pueden variar. La
terminologia utilizada en la presente es para el propdsito de
describir modalidades ©particulares solamente, y no se
proponen para limitar el alcance de la presente invenciodn,
que se define solamente por las reivindicaciones.

Todas las patentes y otras publicaciones
identificadas se 1incorporan expresamente en la presente a
manera de referencia para el propdsito de describir vy
divulgar, por ejemplo, las metodologias descritas en tales
publicaciones que se pueden utilizar en relacidén con la
presente invencidén. Estas publicaciones se proporcionan
solamente para su descripcidédn antes de la fecha de

presentacién de la presente solicitud. Nada en este aspecto
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se debe considerar como una admisidén de que los inventores no
tienen derecho a anteceder tal descripcidén en virtud de la
técnica previa o por cualquier otra razdédn. Todas las
declaraciones en cuanto a la fecha o representacién a 1los
contenidos de estos documentos se basa en informacién
disponible a los solicitantes vy no constituye ninguna
admisidén en la exactitud de las fechas o contenidos de estos
documentos.

Las modalidades de los diversos aspectos descritos
en la presente se pueden ilustrar por los siguientes parrafos
numerados:

2. Un método para el tratamiento de enfermedad de rifidén
crbébnica en un sujeto en necesidad del mismo, que
comprende administrar a un sujeto que tiene o estd en
riesgo de una enfermedad de rifiébn crénica una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién que
comprende un inhibidor de ROBOZ2.

3. Un método para la reduccidén de proteinuria en un
sujeto en necesidad del mismo, que comprende administrar
a un sujeto que tiene o estd en riesgo de proteinuria
una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicién que comprende un inhibidor de ROBO2.

4. E1l método de cualquiera de los parrafos 1 o 2, en
donde el inhibidor de ROBOZ2 es un anticuerpo de bloqueo

o un fragmento de enlace a antigeno del mismo especifico
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para ROBO2, una molécula anti-sentido especifica para
ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA) especifico
para ROBO2, un inhibidor de molécula pequefia de ROBO2,
un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un analogo
estructural ROBOZ2.

5. E1l método de cualquiera de los parrafos 1-3, en donde
el 1inhibidor de ROBO2 Dbloquea o reduce el enlace de
ROBO2 a SLIT, Nck, o a ambos.

6. El método de cualquiera de los parrafos 1-4, en donde
el inhibidor de ROBO2 es especifico para el dominio de
enlace Igl SLIT, los dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT,
el dominio de enlace intracelular ©Nck o cualquier
combinacién de los mismos.

7. El1 método del parrafo 3, en donde el polipéptido
inhibidor de ROBO2 es una proteina de fusidén ROBO2
negativa dominante, un polipéptido gque comprende un
dominio extracelular ROBO2 sin el dominio intracelular,
o0 un polipéptido que comprende un domino intracelular
ROBO2 sin el dominio extracelular.

8. El método de cualquiera de los parrafos 1-6, en donde
el sujeto que tiene o estd en riesgo de una enfermedad
de rifndén croénica tiene nefropatia diabética o presidn
arterial alta.

9. El1 método de cualquiera de 1los péarrafos 1-7, que

comprende ademds administrar al sujeto un agente
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terapéutico adicional.
10. El1 método del parrafo 8, en donde el agente
terapéutico adicional es un inhibidor de enzima
convertidora de angiotensina (ACE) o un Dbloqueador de
receptor de angiotensina II (ARB).
11. Un método gque comprende:
a. someter a ensayo una muestra de prueba bioldgica
de un sujeto para determinar un nivel de expresidn
del polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un
polipéptido ROBO2;
b. determinar el nivel de expresidédn del polipéptido
ROBO2 o del nivel de expresidén del RNA que codifica
un polipéptido ROBO2 en la prueba de bioldbgica esta
por arriba de un nivel de umbral de referencia; y
c. diagnosticar al sujeto como en necesidad de
tratamiento o terapia para la enfermedad de rifndn
crbénica
12. E1 método del péarrafo 10, en donde el ensayo de
nivel de expresidén del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo
utilizando un anticuerpo o un fragmento de enlace a
antigeno del mismo especifico para el polipéptido ROBOZ2.
13. E1 método del péarrafo 10, en donde el ensayo de
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 se 1lleva a cabo utilizando PCR o un ensayo de

hibridacidn
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14. El1 método de cualquiera de los parrafos 10-12, en
donde la muestra de prueba bioldgica es una biopsia de
rindén, muestra de orina, sangre, suero, o células
formadas en pelotillas de una muestra de orina.
15. El método de cualquiera de 1los parrafos 10-13 en
donde el nivel de expresién del polipéptido ROBO2 o el
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel de umbral
de referencia.
16. E1 método de cualquiera de los péarrafos 10-13, en
donde el nivel de expresibén del polipéptido ROBO2 r el
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estandares por
arriba del nivel de umbral de referencia.
17. Un ensayo que comprende:
a. poner en contacto una muestra de prueba bildgica
aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el
polipéptido ROBO2 o un RNA que <codifica un
polipéptido ROBO2; vy
b. medir el nivel del polipéptido ROBO2 o un RNA
que codifica un polipéptido ROBO2,
c. en donde un nivel incrementado del polipéptido
ROBO2 o un RNA que codifica un polipéptido ROBO2,
relativo con una muestra bioldégica normal,

identifica un sujeto que tiene enfermedad de rifdn
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crénica y/o progresién de la enfermedad de rifién

crbnica o proteinuria.
18. El1 ensayo del péarrafo 16, en donde la deteccidn de
nivel de expresidén del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo
utilizando un anticuerpo o fragmento de enlace a
antigeno del mismo especifico para el polipéptido ROBOZ2.
19. E1 ensayo del parrafo 16, en donde la deteccidédn del
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 se lleva a cabo utilizando PCR o un ensayo de
hibridacién.
20. El1 ensayo de cualquiera de los péarrafos 16-18, en
donde la muestra de prueba bioldgica es una biopsia de
rifién, muestra de orina, sangre, suero, o células
formadas en pelotillas de una muestra de orina.
21. El ensayo de cualquiera de los péarrafos 16-19, en
donde el nivel de expresidén del polipéptido ROBO2 o el
nivel de expresidén del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel de umbral
de referencia.
22. El1 ensayo de cualquiera de los péarrafos 16-19, en
donde el nivel de expresidén del polipéptido ROBO2 o el
nivel de expresién del RNA que codifica un polipéptido
ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estandares por
arriba del nivel de umbral de referencia.

23. El1 ensayo de cualquiera de los péarrafos 16-21, en
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donde el sujeto se ha diagnosticado con diabetes o

presidn arterial alta.

24. Un sistema para determinar si un sujeto estd en

riesgo de una enfermedad de rifibn crénica o proteinuria,

o tiene una enfermedad de rifdén crdénica que comprende:
a. un médulo de medicidén configurado para
determinar el nivel de expresidén del polipéptido
ROBO2 o el nivel de expresidédn del RNA que codifica
un polipéptido ROBO2 en wuna muestra bioldgica
obtenida de un sujeto;
b. un médulo de comparacién configurado para
recibir el nivel de expresién del polipéptido ROBO2
o0 el nivel de expresidén del RNA que codifica un
polipéptido ROBO2 determinado por el mdébdulo de
medicidén y llevar a cabo por lo menos un analisis
para determinar si el nivel de expresidén del ROBO2
o el nivel de expresién del RNA que codifica un
polipéptido ROBO2 es mayor gque un nivel de
referencia pre-determinado o relaciédn, y para
proporcionar un contenido recuperado; y
c. un mbdédulo de visualizacidén para mostrar un
contenido basado en la salida de datos del médulo
de comparacidén, en donde el contenido comprende una
sefial indicativa de que el nivel de expresidén o la

relacién del ROBO2 o RNA es mayor que el nivel de
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referencia predeterminado o relacidén, o una seflal
indicativa que el nivel o relacidén de expresidn de
ROBO2 no es mayor que el nivel de referencia o
relacibén predeterminada.
25. El1 sistema del péarrafo 23, en donde el contenido
mostrado en el médulo de visualizacidn comprende ademés
una seflal 1indicativa de que el sujeto estd siendo
recomendado para recibir un régimen de tratamiento
particular.
26. Un sistema para determinar si un sujeto estd en
riesgo de una enfermedad de rifién crénica o proteinuria,
o0 tiene una enfermedad de rifidén crdénica que comprende:
a. un médulo de determinacidén configurado para
recibir por lo menos una muestra de prueba
obtenida de un sujeto y llevar a cabo por 1lo
menos un andlisis en la por lo menos una muestra
de prueba para determinar la presencia o ausencia
de cualgquiera de las siguientes condiciones:
i. una relacidén de expresidn de ROBO2
mayor que una relacidn predeterminada, o
ii. un nivel de expresidén de ROBO2 mayor
que un nivel predeterminado
b. un dispositivo de almacenamiento configurado
para almacenar la salida de datos del médulo de

determinacién; vy
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c. un mébdulo de visualizacidén para mostrar un
contenido basado en la salida de datos del mdédulo
de determinacién, en donde el contenido comprende
una sefial indicativa de que la relacién de
expresién de ROBO2 es mayor que la relacidn
predeterminada o nivel de ROBO2 gque un nivel
predeterminado, o una sefial indicativa de que la
relacidén de expresidn de ROBO2 no es mayor que la
relacién predeterminada o no mayor que un nivel
predeterminado.
27. El1 sistema del parrafo 25, en donde el contenido
mostrado en el médulo de visualizacidn comprende ademés
una seflal indicativa del sujeto que estd siendo
recomendado para recibir un régimen de tratamiento
particular.
28. Un método para tratar un sujeto humano con un riesgo
de una enfermedad de rifién crénica o proteinuria, que
comprende administrar un tratamiento o terapia para
prevenir la ocurrencia de la enfermedad de rifiébn crdénica
0 proteinuria a un sujeto humano quien se determina que
tiene un nivel de proteina ROBO2 por arriba del nivel de
umbral de referencia.
29. El1 método del péarrafo 27, en donde el nivel de
proteina ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel

de referencia.
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30. E1 método del parrafo 27, en donde el nivel de 1la
proteina ROBO2 es por lo menos dos desviaciones
estadndares por arriba del nivel de referencia.

31. El1 método de cualquiera de los parrafos 27-29, en
donde el tratamiento o terapia para ©prevenir la
ocurrencia de la enfermedad de rifibn crdénica o
proteinuria comprende un inhibidor de ROBOZ2.

32. E1 método del péarrafo 30, en donde el inhibidor de
ROBO2 es un anticuerpo de bloqueo o fragmento de enlace
a antigeno del mismo especifico para ROBO2, una molécula
anti-sentido especifica para ROBO2Z, un RNA de
interferencia corto (siRNA) especifico para ROBOZ2, un
inhibidor de molécula pequefia de ROBO2, un polipéptido
inhibidor de ROBO2, o un andlogo estructural ROBRO2.

33. El1 método de cualquiera de los péarrafos 30-31, en
donde el inhibidor de ROBO2 boguea o reduce el enlace de
SLIT, a Nck, o ambos.

34. El1 método de cualquiera de los parrafos 30-32, en
donde el inhibidor de ROBO2 es especifico para el
dominio de enlace Igl SLIT, los dominios de enlace Igl e
Ig2 SLIT, el dominio de enlace intracelular Nck, o
cualquier combinacidén de los mismos.

35. El1 método del parrafo 31, en donde el polipéptido
inhibidor de ROBO2 es wuna proteina de fusidén ROBO2

negativa dominante, un polipéptido que comprende un
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dominio extracelular ROBO2 sin el dominio intracelular,
o0 un polipéptido que comprende un domino intracelular
ROBO2 sin el dominio extracelular.

36. Un inhibidor de ROBO2 para el uso en el tratamiento
de una enfermedad de rifiébn crénica.

37. Un inhibidor de ROBO2 para el uso en el tratamiento
de proteinuria.

38. E1 uso de cualquiera de los parrafos 35 o 36, en
donde el inhibidor de ROBO2Z2 es un anticuerpo de bloqueo
o un fragmento de enlace a antigeno del mismo especifico
para ROBO2, una molécula anti-sentido especifica para
ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA) especifico
para ROBO2, un inhibidor de molécula pequefia de ROBRO2,
un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un analogo
estructural ROBOZ2.

39. El1 uso de cualquiera de los parrafos 35-37, en donde
el inhibidor de ROBO2 bloquea o reduce el enlace de
ROBO2 a SLIT, a Nck, o ambos.

40. E1 uso de cualquiera de los parrafos 35-38, en donde
inhibidor de ROBO2 es especifico para el dominio de
enlace Igl SLIT, los dominios de enlace Igl e Ig2 SLIT,
el dominio de enlace intracelular Nck, o cualquier
combinacidén de los mismos.

41. El1 uso del parrafo 37, en donde el polipéptido

inhibidor de ROBO2 es una proteina de fusidén ROBO2
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negativa dominante, un polipéptido que comprende un
dominio extracelular ROBO2 sin el dominio intracelular,
0 un polipéptido que comprende un dominio intracelular
ROBO2 sin el dominio extracelular.

42. E1 uso de cualquiera de los parrafos 35-40, en donde
la enfermedad de rifidn crénica o proteinuria es
provocada por nefropatia diabética o presidén arterial
alta.

Esta invencidén se ilustra adicionalmente por 1los
siguientes ejemplos gque no se deben considerar como
limitantes.

EJEMPLOS
Hibridacién In Situ de Tejido, Inmunohistoquimica, 'y
Microscopia Electrénica de Inmuno-oro

El andlisis de hibridacidén in situ se llevd a cabo
con ribosondas Robo2 etiquetadas con digoxigenina como se
describe previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). La
inmunohistoquimica se 1llevé a cabo en tejidos de rifdn
embriénicos de ratdn fijados en 4% de paraformaldehido y en
tejidos de rifibn de ratones adultos fijados en metanol. Para
la microscopia electrdénica de inmuno-oro, los rifiones de
ratones de tipo silvestre se disecaron y se fijaron en
paraformaldehido-lisina-periodato (PLP). Las secciones ultra
delgadas del rifién de ratdn se prepararon y se incubaron con

anticuerpo anti-Robo2 de cabra (DAKO Corporation) vy un
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anticuerpo secundario acoplado a 10 nm de oro coloidal (Ted
Pella).
Ensayos de Dos Hibridos de Levadura, Co-Precipitacién y
Polimerizacién de Actina.

El sistema de dos hibridos de levadura DUPLEX-A™
(OriGene Tech) se utilizd para caracterizar la interaccidén de
Robo2 y Nckl de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El cultivo celular, 1la co-precipitaciédn de la proteina
etiquetada con His, y la inmunoprecipitacién se llevaron a
cabo como se reporta previamente (Fan y colaboradores, 2003).
Para la inmunoprecipitacién enddbgena, se utilizaron rifiones
de ratones recién nacidos. La reticulacién mediada por
anticuerpos CD16 de las proteinas de fusidén CD16/7 y el
ensayo de polimerizacidén de actina se llevaron a cabo como se
describe previamente (Jones y colaboradores, 2006; Rivera vy
colaboradores, 2004; Verma y colaboradores, 2006).
Estudio de Ratén Inactivado, Microscopia Electrénica de
Transmisién y Exploracién y Analisis Glomerular de Rifién

Los protocolos de ratones se aprobaron por the
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) at Boston
University Medical Center (#14388) . La generacidn y
generacién y genotipificacién del alelo condicional Robo2f'o%,
el alelo mutante de linea germinal Robo2%*® (también 1llamado
RoboZ2” intercambiablemente en este documento), y el alelo de

tipo silvestre Robo2"~ se describieron previamente (Lu vy
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colaboradores, 2007; Wang 'y colaboradores, 2011) . Para
generar ratones inactivados dobles Robo2-nefrina, los ratones
Robo2' ™ se cruzaron con ratones Nphsl”L gque se generaron
previamente (Hamano % colaboradores, 2002) . Para la
microscopia electrbénica de transmisidén, los rifiones se
fijaron, se incubaron en 2% de glutaraldehido en cacodilato
de sodio 0.15 M, se deshidrataron en etanol graduado, se
incrustaron en Epon, se seccionaron y se tifieron con acetato
de wuranilo vy citrato de plomo. Las secciones de rifidn
ultradelgadas se examinaron utilizando un microscopio
electrénico JEM-1011. Para 1la microscopia electrdnica de
exploracidén, los rifiones se prepararon siguiendo el protocolo
estadndar. Para los estudios patoldgicos de rifién, los rifiones
se fijaron en 4% de paraformaldehido, se incrustaron en
parafina, se seccionaron, y se tifleron utilizando métodos de
dcido peridédico de Schiff (PAS) o eosina-hematoxilina (H&E)
estidndares. Para la cuantificacién del numero de podocitos,
se utilizé WT1 como un marcador nuclear de podocitos y la
tincién de inmunoperoxidasa se llevd a cabo en las secciones
de rifibn siguiendo el protocolo estandar. Los nucleos de
podocitos positivos WT1l en cada seccidédn cruzada glomerular se
contaron. Para el andlisis de proteinuria, especimenes de
orina “mancha” de ratones de 6 semanas de edad se examinaron
utilizando un equipo de cuantificacién ELISA de albuminuria

de murino (Exocell) de acuerdo con la instruccidén del
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fabricante y una tira reactiva de orina (Multistix, Bayer,
IN) como un método de clasificaciédn.
Hibridacién e Inmunohistoquimica In Situ de Tejido

El andlisis de hibridacidén in situ se llevd a cabo
con ribosondas RoboZ2 etiquetadas con digoxigenina como se
describe previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). E1
cDNA de Robo2 se linealizd con Notl y las sondas se generaron
utilizando el equipo de etiquetado y deteccidén DIG DNA (Roche
Applied Science). La hibridacién se llevd a cabo en secciones
congeladas de rifidén embridnico de ratdn incrustadas en OCT
fijadas en 4% de paraformaldehido. La inmunohistoquimica se
llevé a cabo en los tejidos de rifidén embridnicos de ratdn
fijados en 4% de paraformaldehido seguido por 30% de
crioproteccidén de sacarosa (Mugford y colaboradores, 2008) vy
en tejidos de rifién de ratones adultos fijados en metanol.
Los rifiones de ratdén incrustados en el compuesto OCT se
congelaron y se seccionaron utilizando Cryostat a 8-10 um.
Las secciones se tifieron con anticuerpos primarios vy se
siguieron por anticuerpos secundarios conjugados con FITC o
Cy3 apropiados. Los anticuerpos primarios utilizados en este
estudio incluyen los que estdn en contra de ROBO2 (R&D
System, Abnova, Santa Cruz Biotechnology), nefrina
(sintetizada personalizada) (Topham y colaboradores, 1999),
Nck (Upstate/Millipore), podocina (Sigma), niddégeno (Santa

Cruz Biotechnology), Pecaml (BD Biosciences), WT1l (Santa Cruz
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Biotechnology), SLIT2 (Santa Cruz Biotechnology), PDGFR beta
(Cell Signaling), Sinaptopodina (Santa Cruz Biotechnology).
Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal
de exploracién de 1léser de disco giratorio de maltiples
puntos Perkin Elmer UltraView LCI vy un microscopio de
exploracién de léaser confocal Zeiss LSM 510 con un objetivo
de inmersidén en aceite de 60x.
Microscopia Electrénica de Inmuno-oro

Rifiones de ratdn de tipo silvestre se diseccionaron
y se fijaron para paraformaldehido (PLP) a 4°C durante la
noche. El1 tejido se lavd en 1x PBS y se deshidratdé en etanol
graduado vy se incrustdé en resina Dblanca LR (Electron
Microscopy Sciences). Las secciones ultradelgadas del rifidn
de ratdén se prepararon y se transfectaron a rejillas de oro
recubiertas con Formvar, y se Dbloquearon con albumina de
suero bovino al 1% y 5% de suero de cabra normal en 1x PBS.
Las secciones luego se incubaron con anticuerpo anti-Robo2 de
cabra con una dilucidén de 1:50 en DAKO (DAKO Corporation) a
4°C durante la noche. El suero no inmune se utilizé como un
control. Después de tres lavadas con 1lx PBS, las secciones se
incubaron con un anticuerpo secundario IgG acoplado a 10 nm
de oro coloidal (Ted Pella) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Las secciones se pos-fijaron finalmente con 1% de
glutaraldehido y se contrastaron con acetato de uranilo. Las

secciones se examinaron con un microscopio electrédénico de
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transmisié4n JEM-1011 (JEOL, Tokio, Japdédn) a 80kV, vy las
imadgenes se adgquirieron utilizando un sistema de formacidén de
imé&genes digital AMT (Advanced Microscopy Techniques,
Danvers, MA.) y se importaron en Adobe Photoshop. La
localizacién subcelular del Robo2 tefiido con particulas de
oro en los glomérulos se reconocidé en las micrografias
electrbébnicas digitales en comparacidén con las micrografias de
control tefiidas con suero no inmune.
Ensayo de Dos Hibridos de Levadura

El sistema de dos hibridos de levadura DUPLEX-A"™
(OriGene Tech, Rockville, MD) se utilizd para caracterizar la
interaccién de Robo2 vy Nckl. Los cDNAs que codifican el
dominio intracelular de Robo2 humano y sus formas truncadas
se clonaron en el vector pJdG4-5 en sitios EcoRI/XhoI,
fusionandolas al dominio de activacidén de transcripcidn de
B42. Los cDNAs del Nckl humano y sus formas truncadas se
clonaron en el vector pEG202 en EcoRI/Xhol para fusionarlas
al DNA gque enlaza el dominio de LexA. El gen lIacZ en el
constructo pSH18-34 y el gen LEUZ en el genoma de levadura de
cepa EGY48 se utilizaron como genes reportadores. Los
constructos pEG202, pSH18-34, y pJdG4-5 se co-transfectaron en
células EGY48 de levadura. La interaccidén se considerd
positiva si las células de levadura se volvieron azules en
presencia de X-gal y se desarrollaron en ausencia de leucina.

Cultivo Celular, Constructos de DNA, Transfecciébn, Co-
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Precipitacién y Tincién Western

Las células HEK (293T) se transfectaron a 60% de
confluencia utilizando la transfeccidén de fosfato de calcio.
Para hacer las proteinas de fusidén etiquetadas con his- y myc
C-terminales, la nefrina y Robo2 humanos de longitud completa
se clonaron en el vector pSecTag B (Invitrogen) en los sitios
de restriccidén Hind III/EcoRl y EcoRl/Xhol respectivamente.
E1l Robo2-ANBD se obtuvo al suprimir el dominio de enlace Nck
(FIG. 2C) wutilizando el equipo de mutagénesis dirigida al
sitio QUIKCHANGE (Strategene) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El Robo2 y Nckl no etiquetados
se clonaron en el vector pCS2 (Addgene) en los sitios
EcoRl1/Xhol, la nefrina en los sitios HindIII/EcoRl. Los
constructos S1it2 etiquetados con Fyn y myc humanos se han
reportado previamente (Li vy colaboradores, 2008; Wong vy
colaboradores, 2001). Los constructos CD16/7-NCD y CD16/7-HA
también se reportaron previamente (Verma vy colaboradores,
2006) . Para detectar la interaccidén de Robo2 y Nckl, el Robo?2
0 Robo2-ANBD humanos etiquetados con His y myc C-terminales
se expresaron en células HEK. Cuarenta y ocho horas pos-
transfeccidn, las células se lisaron en la solucidén
amortiguadora de lisis (NaH,PO,; 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol
10 mM, 0.5% de TX100, 1x de inhibidor de proteasa [pH 8.0]).
Los lisados celulares se centrifugaron durante 10 min a 4°C;

los sobrenadantes se incubaron con resina Ni-NTA (Qiagen) a
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4°C durante 2 horas para precipitar el His-Robo2, la resina
NTA sin Ni se utilizdé como un control. La resina se lavd tres
veces con solucidén amortiguadora de lavado (NaH,PO; 50 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, 0.5% de TX100 [pH 8.0]) vy se
calenté a 95°C durante 10 min. Los precipitados se
resolvieron en geles SDS-PAGE y se tifieron con anticuerpos
anti-Nckl monoclonales de conejo, anti-myc de conejo (Cell
Signaling) en wuna dilucidén de 1:1000. Para examinar la
interaccidén triple entre Robo2, Nckl, vy nefrina, His-myc-
Robo2 o His-myc-Robo2-ANBD se co-expresaron en células HEK
con nefrina humana vy Fyn humana. El His-myc-Robo2 se
precipité con cuentas de Ni-NTA como se describe en 1o
anterior. Para confirmar la triple interaccidén, la His-myc-
nefrina se co-expresd con Robo2, y Fyn en las células HEK vy
la His-myc-nefrina se extrajo en cuentas de Ni-NTA. Los
precipitados se tifieron con anticuerpos anti-myc policlonales
de conejo, anti-Nckl monoclonales de conejo, anti-nefrina
monoclonales de conejo, anti-Robo2 monoclonal de ratdn (R&D
systems), y anti-Fyn policlonal de conejo (Santa Cruz
Biotechnology) en una dilucién de 1:1000. Para la co-
inmunoprecipitacidén de las proteinas enddgenas, los rifiones
de ratones recién nacidos se homogenizaron en la soluciédn
amortiguadora RIPA (Tris 50 mM [pH 7.4], NaCl 150 mM, 0.1% de
SDS, 1% de NP-40, 0.5% de desoxicolato de sodio, NasVO; 1 mM,

NaF 1 mM, 1x de inhibidor de proteasa) sobre hielo. Las
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muestras se centrifugaron durante 10 min a 4°C vy el
sobrenadante se incubd con 1 ug de anticuerpo anti-Robo2
monoclonal de ratén (R&D Systems) durante 1 hora a 4°C. E1
IgG de cabra de control (Santa Cruz Biotechnology) se utilizod
como un control. Las muestras luego se mezclaron con 30 ul de
suspensidén de cuentas de proteina A/G mads agarosa (Santa Cruz
Biotechnology) y se incubaron adicionalmente durante 12 horas
a 4°C. Las cuentas luego se lavaron tres veces en la solucidn
amortiguadora RIPA y las proteinas se eluyeron en 1x de
solucidén amortiguadora de carga de proteina al calentar a
95°C durante 10 min. Los precipitados se resolvieron en geles
de SDS-PAGE y se tifieron con anticuerpos anti-Robo2 de ratén,
anti-nefrina de conejo, y anti-Nckl de <conejo como se
describe en lo anterior. La actina se tifié con anticuerpo de
ratdén anti-beta-actina de Sigma. La intensidad de las bandas
se midié utilizando el ImagedJ. Para la deteccidén de
proteinuria, las muestras de orinad de ratones se
recolectaron y se diluyeron con 1x de solucidén amortiguadora
de carga de proteina a una dilucidén de 1:100. Las proteinas
de orina luego se resolvieron en geles de SDS-PAGE vy la
albuimina purificada se utilizd como  un control (MP
Biomedicals). Los geles se tifieron con anticuerpo policlonal
anti-albUmina de conejo (MP Biomedicals).

Reticulacién de CD16/7-NCD y Ensayo de Polimerizacién de

Actina
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La reticulacidén mediada por anticuerpo CD16 de las
proteinas de fusién CD16/7 se han descrito previamente (Jones
y colaboradores, 2006; Rivera y colaboradores, 2004; Verma vy
colaboradores, 2006). Brevemente, CD16/7-NCD o CDl16/7-HA se
co-expresaron en células HEK con Robo2. Después de 24 horas,
las células se transfirieron y se sembraron en cubreobjetos
de vidrio recubiertos con polilisina durante otras 24 horas.
Las células 1luego se incubaron con 1 ug/ml de anti-CD16
monoclonal de ratén (Beckman Coulter) durante 30 min a 37°C,
se lavaron una vez con DMEM, se incubaron con anticuerpo
secundario conjugado con rodamina (Thermo Scientific) se
diluyeron en el medio acondicionado <con Slit2 (Wong vy
colaboradores, 2001) o el medio acondicionado de control
durante 30 min y se fijaron en 4% de paraformaldehido en 1x
PBS. La F-actina se tifié utilizando faloidina conjugada con
FITC (Invitrogen) de acuerdo con la instruccidén del
fabricante. Los atados de F-actina recientemente formados se
adhieren a la nefrina agrupada (CD16/7-NCD) y parece colas de
cometa (es decir las <colas de actina en el texto de
principal) bajo microscopio de fluorescencia. En este
experimento, los inventores analizaron solo los atados de F-
actina formados por el agrupamiento del CD16/7-NCD y unido a
los agrupamientos. Las células con las colas de F-actina se
contaron y se compararon a las células transfectadas CD16/7-

o)

NCD totales. La férmula de cuantificacidén es: Porcentaje % =



10

15

20

25

200

(ntmero de células transfectadas con colas de F-actina/numero
total de células transfectadas) x 100. Las 1imagenes se
obtuvieron utilizando un microscopio confocal LSM510 con un
objetivo de inmersidén en aceite 60x.
Generacién y Caracterizacién de Ratones Inactivados
Especificos de podocitos de Robo2 y Ratones Desactivados
dobles Robo2-Nefrina

La generacidn y genotipificacidn del alelo
condicional Robo2™°*, el alelo mutante de linea germinal
Robo2%*® (también llamado Robo2~ intercambiablemente en este
documento), % el alelo de tipo silvestre Robo2" se
describieron previamente (Lu y colaboradores, 2007; Wang vy
colaboradores, 2011). El1 esquema de reproduccidn estandar se

siguidé para generar ratones desactivados Robo2detd/flox, pyliphs2-

Cre/+ especificos de podocitos RoboZ2, que 1llevan un alelo

Robo2% y un alelo Robo2f°*. En este mutante compuesto, la
Cre recombinasa especifica de podocitos conducida por el
promotor de podocina suprime solo el alelo Robo2f'* para
facilitar la penetracidén de un fenotipo debido a que el otro
alelo, Robo2%', se ha suprimido ubicuamente de la expresién

de linea germinal. La autenticidad de los ratones

Robp2dets/tlox  mghphs2-Cre/+ oo dotermind por la genotipificacién de

DNA de <cola para la presencia de 1los alelos Robo2%et? y

Nphs2-Cre 2flox/+

Robo2™°* asi como el transgen Tg Los ratones Robo

1
2de 5

de crias de camadas F2 sin el alelo Robo y el transgen
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Nphs2= Cre se  utilizaron como controles. Para generar 1os

Tg
ratones inactivados dobles RoboZ2-nefrina, los ratones
heterocigotos Robo2"” se cruzaron con ratones heterocigotos
Nphsl”_ que se generaron previamente (Hamano y colaboradores,
2002) . Después de 1la generacidén de ratones heterocigotos
dobles Robo2”_;Nph51”_, la cruza de los ratones heterocigotos
dobles se 1llevd a cabo para generar ratones homocigotos
dobles RoboZJ_;Nphsl_F, asi como homocigotos individuales
Nphs1'/”, homocigotos individuales Robo2™/~ y controles de tipo
silvestre Robo2'*;Nphsl'/*. Los protocolos de ratédn se
probaron por the Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) at Boston University Medical Center (#14388).
Microscopia Electrénica de Transmisién y Exploracién

Para la microscopia electrdnica de transmisidn, 1los
rifiones se disecaron de ratones nudos homocigotos RoboZ vy
ratones inactivados especificos de podocitos se fijaron en
PLP a 4°C durante la noche, y luego se incubaron en 2% de
glutaraldehido en cacodilato de sodio de 0.15 M durante 6
horas. Después del lavado en 1lx PBS, los rifiones fijos se
deshidrataron en etanol graduado, se incrustaron en Epon, se
seccionaron y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Las secciones de rifién ultradelgadas se prepararon y
se examinaron utilizando un microscopio electrdénico JEM-
1011. Las crias de camadas de tipo silvestre se utilizaron

como controles. Para la microscopia electrénica de
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exploracidén, las muestras de rifibn de los ratones nulos
homocigotos Robo2, ratones inactivados especificos de
podocitos, ratones nulos homocigotos de nefrina, y ratones
homocigotos dobles de RoboZ-nefrina se prepararon siguiendo
el protocolo descrito previamente (Friedman y Ellisman, 1981)
con menores modificaciones. Brevemente, el rifién se
perfusiondé con solucidén de 2.5% de glutaraldehido y 2% de
paraformaldehido en solucidén amortiguadora de cacodilato 0.1M
(Karnovsky's fixative, Electron Microscopy Sciences), y se
fijaron subsecuentemente en fijador de Karnovsky durante 24
hrs seguido por pos-fijacidén en 2% de solucidén de tetradxido
de osmio (Electron Microscopy Sciences). Las muestras de
rifiébn se crio-fracturaron, se deshidrataron y se secaron
utilizando hexametildisilazano (Electron Microscopy
Sciences). Las muestras de rifidn se formaron en imagenes
utilizando microscopios electrdénicos de exploracidédn Amray
1000A y Jeol 6340F. Tres glomérulos de <cada animal se
examinaron para proporcionar imadgenes representativas.
Estudios de Patologia de Rifibn de Ratones, Cuantificacién de
Numero de podocitos, y Analisis de Proteinuria

Para estudios patoldgicos de rifidén, los rifiones se
disecaron y se fijaron en 4% de paraformaldehido durante 1la
noche, y luego se trataron una serie de etanol graduado para
la incrustacidén en parafina. Los blogques de parafina de rifién

se seccionaron a 4 pym utilizando un microtomo MT-920 (MICROM)
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y se tifileron utilizando métodos de &cido Periddico de Schiff
(PAS) o eosina-hematoxilina (H&E) estandares. Los glomérulos
se examinaron y se evaluaron para la deposicidén de matriz,
glomérulosclerosis segmentaria, y dilataciones del espacio de
Bowman utilizando un microscopio de 1luz Olympus BHT equipado
con un sistema de camara digital SPOT. Para la cuantificacién
del numero de podocitos, se utilizd el WT1 como un marcador
nuclear de podocitos y la tincidén de inmunoperoxidasa se
llevd a cabo en las secciones de rifiébn siguiendo el protocolo
descrito previamente (Sanden \ colaboradores, 2003) .

Brevemente, las secciones de rifibn incrustadas en parafina en

2del5/flox; T Nphs2-

ratones inactivos especificos de podocitos Robo g
cze/* de 4 afios de edad y 4 ratones de control de tipo
silvestre de edad de concordancia se seccionaron a 4 um y se
tifleron con anticuerpo WT1l (Santa Cruz Biotechnology) después
de la recuperacidén del antigeno por microondas. El anticuerpo
secundario biotinilado y el equipo Vectastain ABC (Vector
Laboratories) se utilizaron para detectar la sefial WT1. Los
nucleos de podocitos positivos WT1 en cada seccidn
transversal glomerular se contaron en 165 glomérulos totales
de cuatro ratones mutantes y 166 glomérulos de cuatro ratones
de control. Para el anédlisis de proteinuria, especimenes de
“muestra” de orina de ratones de 6 semanas de edad se

examinaron utilizando un equipo de cuantificacidén ELISA de

albimina de murino sensible (Exocell) de acuerdo con la
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instruccién del fabricante y una tira reactiva de orina
(Multistix de Bayer, IN) como un método de clasificacidén. La
albimina de suero se normalizdé con creatinina para
proporcionar una relacién de albumina/creatinina. La
creatinina en la orina se determindé utilizando el equipo de
deteccidén de creatinina (Sigma) de acuerdo con la instruccidn
del fabricante. La albUlmina de orina también se examind por
12% de SDS-PAGE y se tifid con anticuerpo de anti-albumina (MP
Biomedicals). Los datos de los mutantes y los controles se
analizaron utilizando la prueba t de Student, ANOVA de una
via, y la prueba de Chi-al cuadrado.

Tabla 1. Andlisis Cuantitativo de Glomérulos con Expansidén de
Matriz Incrementada en Ratones Inactivados Especificos de
podocitos de Robo2 de 2 a 9 Meses de Edad (Mutantes)

Comparados con los Controles (Tipo silvestre)

Genotipo Ratén Edad Glomérulos | Glomérulos con | % de Glomérulos
ID# (meses) totales expansién de con expansién de
contados |matriz mesangial|matriz mesangial*
Mutante 4048 2 96 13 12.35%
Mutante 1721 3 107 18 16.82%
Mutante 4005 6 103 17 16.51%
Mutante 1190 7 102 20 19.61%
Mutante 2396 9 80 14 17.50%
Total de 488 82 16.80%
Mutantes
Tipo 4058 2 90 4 4.44%
silvestre
Tipo 4052 3 105 6 5.71%
silvestre
Tipo 3919 6 107 4 3.74%
silvestre
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Tipo 1191 7 103 5 4.85%
silvestre

Tipo 2385 9 106 5 4.72%
silvestre

Total de 511 24 4.70%
tipo
silvestre

*o < 0.01, n=5, t-test.

Tabla 2. Andlisis Cuantitativo de Glomérulos con Expansidén de
Matriz Incrementada en Ratones Inactivados Especificos de
podocitos de Robo2 de 12 Meses de Edad (Mutantes) Comparados

con los Controles (Tipo silvestre)

Genotipo | Ratén Edad Glomérulos| Glomérulos con| $ de Glomérulos
ID# (meses) totales expansién de |con expansién de
contados matriz matriz
mesangial mesangial¥

Mutante 1844 12 136 17 12.50%
Mutante 1847 12 125 18 14.40%
Mutante 1877 12 127 11 8.66%
Mutante 1878 12 132 20 15.15%
Mutante 1948 12 142 28 19.72%
Total de 662 94 14.20%
Mutantes

Tipo 1901 12 125 5 4.00%
silvestre

Tipo 2429 12 179 8 4.47%
silvestre

Tipo 2834 12 154 9 5.84%
silvestre

Tipo 2836 12 159 7 4.40%
silvestre

Tipo 2837 12 124 5 4.03%
silvestre
Total de 741 34 4.59%

tipo
silvestre

*o < 0.01, n=5, t-test.
Tabla 3. Anadlisis de Morfologia de Glomérulos con Espacio de

Bowman Dilatado en Ratones Homocigotos Individuales Nphsl#_,
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con los

Recién

Nacidos

Homocigotos Dobles RObOZJ_;NphSl#_ por Histologia

Genotipo

Glomérulos totales

Glomérulos con espacio de

% de Glomérulos

contados Bowman dilatado con espacio de

Bowman dilatado
Robo2"'~\Nphsr'~ 122 31 25.4%
Robo2~’~\Nphsl'!" 55 2 3.6%
Robo2'!'"\Nphs1*" 158 3 1.9%
Robo2*"*; Nphs1™* 271 1 0.4%

Nota:

El glomérulo se registrdé como positivo con el espacio

de Bowman dilatado si el glomérulo mostrd fenotipo similar

como se muestra en la Fig.

si el glomérulo similar como se muestra en la FIG.

observd.

homocigoto individual Robo2/” (Robo2™'”; Nphsl''™)

Tres ratones de

s4U,

y se registrd como negativo
8V-8X se
cada genotipo se analizaron. EI1

y el de tipo

silvestre (Robo2'*;Nphs1'/*) se utilizaron como controles.

Tabla 4. Andlisis de Morfologia de Fenotipo del Proceso Basal

(FP) de Interdigitalizacién de podocitos Glomerular en
Ratones Recién Nacidos Homocigotos individuales Nphsl”‘
(Robo2”_;Nph514_) Comparados con los Homocigotos Dobles

Robo24_;Nphsl_F por Microscopia Electrdénica de Exploracidn

Genotipo

Glomérulos totales

contados

Glomérulos con estructura
FP de

interdigitalizacién

% de Glomérulos con
estructura FP de

interdigitalizacién

Robo2*'~\Nphsl~'~ 15 1 6.67%
Robo2~'~\Nphsl'"' 16 12 75%
Robo2''"\Nphsl™' 13 13 100%
Robo2**; Nphs1'* 13 13 100%
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporcionan en la presente métodos para el
tratamiento de enfermedad de rifién crdénica y proteinuria vy
para la diagnosis de enfermedad de rifién crdénica y monitoreo
de los efectos del tratamiento en la progresidén de 1la
enfermedad de rifiébn crénica y proteinuria en base a funciones
inesperadas para la ruta de sefializacidén de SLIT-ROBO en la
regulacién del citoesqueleto de F-actina de podocito y la

estructura de proceso basal en el rifién.
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DISEASE

with domicile at 91 Oakmere Street West
Roxbury, MA 02132, USA; 57 Sherbrooke
Avenue Braintree, MA 02184, USA, and 161
Allerton Road Newton, MA 02461, USA,
respectively; hereby declare that he (she, they)
assigns (assign) all rights of ownership as well
as all rights and privileges relating thereto
without exception over the following patent
application in Colombia:

National Phase of International Application No.
PCT/US2013/020280

Titled: SLIT-ROBO SIGNALING FOR
DIAGNOSIS AND TREATMENT OF KIDNEY
DIEASE

to

BOSTON MEDICAL CENTER
CORPORATION

domiciled at One Boston Medical Center Place,
Boston, MA 02118, USA

The assignor and the assignee sign this
document as proof of their acceptance of the
assignment.

Given and signed on the
of 20

day of

Signature of Assignor
Weining Lu

Signature of Assignor
Xueping Fan

Signature of Assignor
Dav',d J. Sajant

S;é Ure/of Assignee
BOSTION MEDICAL CENTER
CORPORATION

DOCUMENTO DE TRASPASO DE
SOLICITUD DE PATENTE

CESION

El (Los) Suscrito(s) Weining Lu, Xueping Fan
y David J. Salant en calidad de inventor(es) de
la solicitud de patente en Colombia
correspondiente a la Fase Nacional de la
Solicitud Internacional No.
PCT/US2013/020280

Titulada:

con domicilio en 91 Oakmere Street West
Roxbury, MA 02132, EEUU; 57 Sherbrooke
Avenue Braintree, MA 02184, EEUU, y 161
Allerton Road Newton, MA 02461, EEUU,
respectivamente; declara(n) por el presente
documento que cede(n) todos los derechos de
propiedad que le correspondan, asi como las
prerrogativas, sin excepcién alguna, sobre la
siguiente solicitud de patente en Colombia:

Fase Nacional de la Solicitud internacional No.

PCT/US2013/020280

Titulada:

a BOSTON MEDICAL CENTER
CORPORATION, domiciliada en One Boston
Medical Center Corporation, Boston, MA
02118, EEUU

El cedente y el cesionario firman este
documento como prueba de su aceptacion de
la cesion.

Dado y firmado a los dias del mes
de de 20_

Firma del Cedente
Weining Lu

Firma del Cedente
Xueping Fan

Firma Del cedente
David J. Salant

Firma del Cesionario
BOSTON MEDICAL CENTER
CORPORATION



Brigard & Castro

BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros), BOSTON MEDICAL CENTER
CORPORATION, domiciliado(s) en One Boston Medical
Center Corporation, Boston, MA 02118, EEUU
Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO y/o MARTIN E. TORRES CARDOZO,
de Bogota, Colombia, apoderados verdaderos y legales
con poder especial, amplio y suficiente, para recabar de las
oficinas y autoridades colombianas administrativas,
judiciales y de policia, en cualquier instancia o recurso, la
obtencion de patentes de invencién, registros de marcas,
disefios industriales, modelos de utilidad, depositos de
nombres comerciales y ensefias, lemas comerciales,
nombres comerciales, registros de derechos de autor y
contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asi como sus prorrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de
nombre y/o domicilio y/o direccion; elaborar, tramitar y
registrar contratos de licencia y licencias de cualesquiera
clases; intervenir como demandante o como demandado
en cualquier instancia y recurso ante cualquier juez,
corporacion, funcionario publico o autoridad en acciones
judiciales, administrativas y de policia tales como:
oposiciones al registro de marcas; acciones de caducidad,
cancelacion y nulidad; acciones reivindicatorias, acciones
derivadas de la obtencidn o explotacién de licencias;
acciones de competencia desleal; demandas penales;
acciones de indemnizacion de perjuicios, reclamos vy
observaciones a solicitudes de patentes, disefios
industriales, modelos de utilidad, en el ejercicio de medidas
cautelares y en otras acciones o medidas similares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concesion; recibir toda
clase de documentos y valores, dando el descargo
respectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
(nuestros intereses), con todas las demas facultades
legales necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar
en mi (nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, vy la de sustituirlo en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o MARTIN E.
TORRES CARDOZO, domiciliado(s) en la calle 70A No. 4~

41, mis  (nuestros) apoderados en Colombia, con
facultades para recibir notificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

hoy de de 20

Firma

Nombre

Cargo

POWER OF ATTORNEY

| (We), BOSTON MEDICAL. CENTER
CORPORATION, domiciled in One Boston Medical
Center Place, Boston, MA 02118, USA

Hereby  appoints  JUAN PABLO CADENA
SARMIENTO and/or MARTIN E. TORRES
CARDOZO, of Bogota, Colombia, my (our) true and

lawful attorneys with special, ample and sufficient power to
obtain from the Colombian administrative, judicial and
police offices and authorities, in any instance, privileges of
patents of invention, registration of trademarks, industrial
designs and utility models; registration of commercial
names, slogans and emblems, registration of copyright and
contracts related thereto, cerificates of obtainers of
vegetables varieties, as well as extensions, renewals and
recordal of assignments and changes of name, domicile
and address related to the above; to prepare, prosecute
and register licenses of any kind, to act as plaintiff or
defendant in any instance or recourse, and before any
judge, corporation, public official or authority in judicial,
administrative and police actions, such as: oppositions to
the registration of trademarks; caducity, cancellation and
nullity actions; claim actions derived from the obtaining or
exploitation of licenses, action of unfair competition; criminal
proceedings, actions for payment of damages: claims or
observations on patent applications, models, industrial
designs and utility models; in the exercise of preventive
measures and in other actions or similar proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions.
At the same time | (We) hereby appoint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or MARTIN E. TORRES
CARDOZO, domiciled in calle 70A No. 4-41, my (our)
attorney(s) in fact, with powers to receive notifications and
to designate judicial and extrajudicial attorneys.

Granted and signed in

208 it
this e day of ¥ 20 M
Signature /1

Name Devl  Keeb 4

The VP v (oonedt Comr
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BOSTON MEDICAL CENTER CORPORATION
<120> SENALIZACION DE SLIT-ROBO PARA DIAGNOSIS Y TRATAMIENTO DE ENFERMEDAD DEL
RINON
<130> 701586-072811-PCT

<140> PCT/US2013/020280
<141> 2013-01-04

<150> 61/583,379
<151> 2012-01-05

<160> 6
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1394

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Ser

Thr

Ala

Arg

val

745

val

Asp

Ile

Asp

Gln

825

Lys

Ile

Lys

Leu

Gly

Met

Tyr

Ser

val

Pro

730

Arg

Leu

Pro

Trp

Ala

810

Tyr

Ser

Thr

GlIn

Met

890

Leu

Ser

Pro

Ser

Leu

715

Tyr

Thr

Thr

Pro

cys

795

Ala

Arg

Glu

Glu

Pro

875

Gly

Ser

Asn

Trp

Phe

Thr

val

Pro

780

Leu

Ile

val

Pro

Asn

860

Ala

Phe

Asn

Gly

Leu
940

GlIn

Asn

Asn

Glu

Gly

Pro

Gly

Arg

Glu

Gln

845

Asn

Phe

Ser

Tyr

Ser

925

Ala

Asn

Leu

Glu

Glu

750

Ser

Asp

Asn

Ser

val

830

Pro

Asn

Ile

Ile

Ala

910

Arg

Asp

Leu

Lys

Phe

735

Ala

Tyr

His

Glu

val

815

Ala

Ile

Ser

Ala

Trp

val

Pro

Ser

Pro

Asn

GlIn

Thr

800

Ala

Gly

Leu

Thr

Gly

Trp



Pro Ala Thr Ser Leu Pro val Asn Asn Ser Asn Ser Gly Pro Asn Glu
945 950 955 960

Ile Gly Asn Phe Gly Arg Gly Asp val Leu Pro Pro val Pro Gly Gln
965 970 975

Gly Asp Lys Thr Ala Thr Met Leu Ser Asp Gly Ala Ile Tyr Ser Ser
980 985 9

Ile Asp Phe Thr Thr Lys Thr Ser Tyr Asn Ser Ser Ser GIln Ile Thr
995 1000 1005

Gln Ala Thr Pro Tyr Ala Thr Thr Gln Ile Leu His Ser Asn Ser
1010 1015 1020

Ile His Glu Leu Ala val Asp Leu Pro Asp Pro GIn Trp Lys Ser
1025 1030 1035

Ser ITe GIn GIn Lys Thr Asp Leu Met Gly Phe Gly Tyr Ser Leu
1040 1045 1050

Pro Asp GIn Asn Lys Gly Asn Asn Gly Gly Lys Gly Gly Lys Lys
1055 1060 1065

Lys Lys Asn Lys Asn Ser Ser Lys Pro Gln Lys Asn Asnh Gly Ser

1070 1075 1080
Thr Trp Ala Asn val Pro Leu Pro Pro Pro Pro vVal Gln Pro Leu
1085 1090 1095

Pro Gly Thr Glu Leu Glu His Tyr Ala val Glu GlIn GIn Glu Asn
1100 1105 1110

Gly Tyr Asp Ser Asp Ser Trp Cys Pro Pro Leu Pro Val Gln Thr
1115 1120 1125

Tyr Leu His Gln Gly Leu Glu Asp Glu Leu Glu Glu Asp Asp Asp
1130 1135 1140

Arg val Pro Thr Pro Pro vVal Arg Gly val Ala Ser Ser Pro Ala
1145 1150 1155

Ile Ser Phe Gly GIn GIn Ser Thr Ala Thr Leu Thr Pro Ser Pro
1160 1165 1170

Arg Glu Glu Met GIn Pro Met Leu GIn Ala His Leu Asp Glu Leu
1175 1180 1185



Thr Arg Ala Tyr GIn Phe Asp 1Ile Ala Lys GIn Thr Trp His Ile
1190 1195 1200

Gln Ser Asn Asn Gln Pro Pro Gln Pro Pro val Pro Pro Leu Gly
1205 1210 1215

Tyr val Ser Gly Ala Leu Ile Ser Asp Leu Glu Thr Asp val Ala
1220 1225 1230

Asp Asp Asp Ala Asp Asp Glu Glu Glu Ala Leu Glu Ile Pro Arg
1235 1240 1245

Pro Leu Arg Ala Leu Asp GIn Thr Pro Gly Ser Ser Met Asp Asn
1250 1255 1260

Leu Asp Ser Ser val Thr Gly Lys Ala Phe Thr Ser Ser GIn Arg
1265 1270 1275

Pro Arg Pro Thr Ser Pro Phe Ser Thr Asp Ser Asn Thr Ser Ala
1280 1285 1290

Ala Leu Ser GIn Ser Gln Arg Pro Arg Pro Thr Lys Lys His Lys
1295 1300 1305

Gly Gly Arg Met Asp GIn Gln Pro Ala Leu Pro His Arg Arg Glu
1310 1315 1320

Gly Met Thr Asp Glu Glu Ala Leu val Pro Tyr Ser Lys Pro Ser
1325 1330 1335

Phe Pro Ser Pro Gly Gly His Ser Ser Ser Gly Thr Ala Ser Ser
1340 1345 1350

Lys Gly Ser Thr Gly Pro Arg Lys Thr Glu val Leu Arg Ala Gly
1355 1360 1365

His GIn Arg Asn Ala Ser Asp Leu Leu Asp Ile Gly Tyr Met Gly
1370 1375 1380

Ser Asn Ser GIn Gly GIn Phe Thr Gly Glu Leu
1385 1390

<210> 2

<211> 8374

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2
gcgctggagg agggaggcgg aaggacagcg ctgcgccacc acccggagga gggagcgcgg 60

tagctgcagg caggggaggg agaggaaaga aaaggaagga cggctcccag acagagagtg 120



ggagaaaccg
ctcgttattc
gaggctgccg
tgtcactaga
gggtcatcag
gcggattgtg
ctgcaaggcg
ggagactgac
cttcttgcgce
tgcgaggaac
acgagatgac
cctggagtgce
agttcgaatt
caataccagg
aagggacagt
aattaaccag
tcctcaacca
catcaaagac
tatgtgtatt
agctccccca
gacatttccc
cagccagaac
accaactgga
ccaggcttta
tttgacagat
ggatggtaca
gttaaaggag
cacactgcag
aagttcaagt
aatcagtaaa
tgatgttact

agcaagtgca

gggagcagcg
acacggacgc
tctaaacctg
aggatgtgga
gggaatggac
gagcatcctt
gagggccgge
aaggacgatc
atcgtgcacg
tatcttggtg
ttccgacaaa
cagcctcccc
gatgacaagg
aaaagtgatg
gacccagcag
gtggtactgg
actgtgaggt
gattacacac
gctgagaatc
cagtttgtgg
tgtgaaacta
ctacttttcc
gacctcacaa
actgtggcag
agacctccac
gcgttactga
ggatttactt
attaagaatt
ggagagactt
aactatgatt
aagaacagtg

tatatcattg

ggagcagcag
tgcggagctt
actccagagt
catgggctcc
aaggccaagg
ccgatgtcat
caacgcccac
cccggtccca
ggcgcaggag
aagcagtgag
accccacaga
ggggacaccc
aagaaagaat
cagggatgta
agctgactgt
aggaagaagc
ggaaaaagga
taagaattaa
gggttggaaa
ttcggccaag
aaggaaaccc
caaaccaacc
tcaccaacat
gaagcatttt
ctataattct
aatgtaaagc
ttccgggtag
tacggatttc
cctggagtgce
taagtgacct
tcaccttgtc

aggctttcag

gtccgggggg
cccagggctg

ttaagatgca
gggactgttg
atcgcgtctt
cgtctctaag
cattgagtgg
caggatgctt
taaacctgat
tcgaaatgcg
tgttgtagtg
agaacccacc
aagtatccgt
tacttgtgtt
ctttgaacga
tgtagaattt
tgatgcagac
aaagaccatg
aatggaagcc
agatcagatt
acagccagct
ccagcagccc
tcaacgttcc
agcaaaagct
acaaggccca
cactggtgat
agatccaaga
tgatactggc
agtgctggat
gccagggceca
ctggcagcca

ccaatcagtg

agctgttccg
cttccctgtc
atggccagaa
atgatgactg
cgccaggagg
ggcgagccca
tacaaagatg
ctgcccageg
gaaggaagct
tctctggaag
gcagctggag
atctactgga
ggtggaaaac
ggtaccaata
cccacatttc
cgttgtcaag
ttgccaagag
agtacagatg
tctgctacac
gttgctcaag
gttttttggc
aacagtagat
gacgcgggtt
caactggagg
gccaaccaaa
cctcttecctg
gcaacaattc
acttatactt
gtgacagagt
ccatccaaac
ggtacccctg

agcaacagct

ctgcgctgec
cccctgggtg
gacatgaacg
tggtgttttg
actttccccc
cgactctgaa
gggagcgagt
gatccttatt
acgtttgtgt
tggcattgtt
agcctgcaat
aaaaagacaa
tgatgatctc
tggtgggaga
tcaggaggcc
tccaaggaga
gaaggtatga
aaggcaccta
tcaccgtccg
gtcgaacagt
agaaagaagg
gctcagtgtc
actacatctg
ttactgatgt
cgctggcagt
taattagctg
aagagcaagg
gtgtggctac
ctggagcaac
cgcaggtcac
gaacccttcc

ggcagaccgt

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



ggcaaaccat
cttattcatg
tcctgtgcgce
gaaagagcta
ggttcaggtc
gtatcgtcag
cccgactgaa
agtacggcca
tactgaagaa
caatagcaca
tatccaagaa
tgtggatgca
ggtagaggtt
aataatcggg
aatcactgat
aattctgatg
taattatgct
aggtcttctc
gagcttgcca
agatgtgctg
agccatttat
aacacaggct
ggctgtcgat
gggatttggt
aaagaagaaa
tgtccctcta
agtggaacaa
aacttactta
acctcctgtt
aactcttact
gttgacaaga
tcaacctcca

tttggaaacg

gtaaagacca
gtcagagcga
acacaagata
ggagatgtcc
acatggacgg
acttcaggtc
cgaagtgctg
tattttaatg
gccccaagtg
agtattagtg
tacaagatct
gccattcggt
gcagctagta
agacgcaatg
gtggtgaagc
ggttttagca
gttacgtttc
aatgctggtg
gtaaataata
ccaccagttc
agtagcattg
accccatatg
ctgcctgatc
tattctctac
aataaaaact
cctcceccccc
caagaaaatg
caccaaggtc
cgaggcgtgg
ccatccccac
gcctatcagt
cagcctccag

gatgttgcag

ccctctatac
tcaaccccca
tcagcccacc
ttgtccgtct
ttgatcgcca
tgcaggcgac
tcttagtcaa
agttccaagg
ccccaccaca
tttcctggga
ggtgtctagg
ccgtaataat
ccagtgcagg
aagttgtcat
aaccagcctt
tatggttgta
aaagaggaga
atcccagcta
gcaacagtgg
caggccaagg
acttcactac
ccacgacaca
cacaatggaa
ctgatcagaa
cttctaaacc
cagtccagcc
gctatgacag
tggaagatga
cttcttctcc
gggaagagat
ttgatatagc
ttccaccgtt

atgatgatgc

tgtaagagga
aggtctcagt
agcacaagga
tcataatcca
accccagttt
atcttcgtgg
cctgaaaaag
aatggatagt
gtctgtcact
tcctectect
aaatgaaacg
tggtggatta
ggttggagta
tactgaaaac
tatagctggt
ttggcgaaga
tggaggacta
tccatggctt
cccaaatgag
ggataaaaca
caaaaccagt
gatcttgcat
aagctcaatt
caaaggtaac
acagaaaaac
ccttecctggce
tgatagctgg
actggaagaa
tgctatctcc
gcaacccatg
aaaacaaaca
aggttatgtg

cgacgacgaa

ctgcggccca
gacccaagtc
gtggaccaca
gttgtgctga
atccaaggct
cagaatttag
ggggtgactt
gaatctaaaa
gtactgacag
ccagatcacc
cgattccata
ttcccaggta
aagagtgagc
aataacagca
attggtggtg
aagaagagga
atgagcaatg
gctgattctt
attggaaatt
gcaacgatgc
tacaacagtt
tccaacagca
cagcaaaaaa
aatggtggga
aatggatcca
acggagctgg
tgcccaccat
gatgatgata
tttggacagc
ctgcaggctc
tggcacattc
tctggagect
gaggaagctt

atacaatcta
ccatgtcaga
ggcaagtgca
ctcccaccac
accgagtgat
atgccaaagt
atgaaattaa
cggttcgtac
ttggaagcta
agaatggaat
tcaacaaaac
ttcaataccg
cacagccaat
taactgagca
cctgctgggt
agggactcag
gaagccgtcc
ggccagccac
ttggccgtgg
tctcagatgg
ccagccaaat
tacatgaatt
cagatctgat
aaggtggaaa
cttgggccaa
aacactatgc
tgccagtaca
gggtcccaac
agtccactgc
acctggatga
aaagcaataa
tgatttctga

tagaaatccc

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



caggcccctg
tgtgacagga
tgacagtaac
caagggaggg
tgaggaggcc
atcaggaaca
aggccaccag
aggacagttt
accatcaggt
atgtactatt
gatattttca
agtatataaa
tatataattt
ttgtctgttc
ttaactttta
aagcacaaat
gtactgtaag
tggggtgtag
atcagggact
cggggtcaaa
caaagatgta
cctgtcattg
tgcaagagct
gctctccaac
aactctagaa
tgtttccaaa
gcacactaga
tatacaactt
aattgtacgt
ttggaataaa
cccattttga

taaacttttt

agagcactgg
aaagccttta
accagtgcag
cggatggacc
ttggtgccct
gcttcttcta
cgcaatgcca
acaggtgaat
ccggactcat
aaaagaactg
ttgtgttctt
aaagaaagaa
cttttgtgca
ttattggtct
attgtgtaac
ctctactcct
ctagattgga
aaataggaag
gagtcaataa
aaaagtagtt
ataaatttgc
taattgaccc
gtatttatat
tcgttaagtc
tatctagcaa
tataaactct
ggatagagct
gttttttatt
gcttaaaaaa
tattctatgg
ataaggaaat

aaataaaacc

accagactcc
cctcctctca
ccctgagtca
aacaaccagc
atagcaagcc
agggatccac
gcgaccttct
tatagtaaat
ggaagtgatg
taaatgcaat
ctcttaagta
aacaaaactc
ttgctatgca
gttgtactat
ttttatgttt
catgacatga
taatgatggc
atgcaaagga
aaaaaatagt
taagtcttaa
ttaaaaaaag
atctgagaat
tacagttttt
agaatataat
atagttaaag
attgcaatat
gcatcactta
tgattaagaa
cagtgccgag
tacattctca
tgaaaagaaa

agaccttgta

tggatccagc
aagacctcga
aagtcagagg
attgcctcat
cagtttccca
tggacctagg
tgacatagga
gagaggagac
actctaaaca
gtaaagacac
caccacccac
gccctacagg
agctcactct
atgtgaatta
aaattttgca
agaaaaagac
tgtaacaaat
acaatggtgt
agaaaggtgg
gactgaatat
aaattaaagt
tacaataagc
taaaaacatt
atgaagttcc
aagcaattta
cttatttcat
aattcatgac
gtgaagttta
agtatgttca
gaaattggct
aatttaaaag

agtggacatt

atggacaatc
cctaccagcc
cctcggccca
Cgaagggaag
tctccaggtg
aaaaccgagg
tatatgggct
atacaaagct
gtgcaatgaa
acagccacac
cttaactctt
aagaaaagga
ttttagctct
ataggctgtg
ctgcaatttt
tgaatgtgaa
catgttagat
tggcaaagtc
cttttactat
gcattaaagt
tttatttaga
aagaggaaat
ttctgaatta
ccaaggaaac
ttattagggc
ctttctaata
ttaaaaaata
cgccacccaa
gttcgcagta
tccaactaaa
gagaaaaaaa

aataattgtc

tagacagctc
cattttctac
ctaaaaaaca
gaatgacaga
gccacagctc
tgttgagagc
ccaacagtca
gctctgaagg
caatttattt
atatcccaca
tcttgtcagg
ttctcctctg
gctcatatta
gtgccatata
atttggtgat
gggagtttct
ggttttcagt
ttctttgaat
tgacaaaagc
atgcaggtag
atcaatttta
taaggtgttt
tcgtaattaa
gaacaaaatg
atactcgggc
catgtacagt
atacagttta
tgtatagcca
agtagattta
atacgtttga
tgcatgttta

ctgcctcatt

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940



tgttttcacg
atgtgacttt
ccttcctgaa
tatttctgtc
taaaaatatt
tcgcactcca
atgacataat
tatagaatgt
ttcgctgaag
catcagtgcc
gaaaagtttc
daaatatctct
gaagaggttt
gttcattaca
aataaaccaa
catagcatca
ttatgtcagt
tattaaacct
aggtagattg
tactggaaag
agtgttgagt
cgtttcatag
taaatggagg
atcttgcact
cataacagga
cagtgtatgc
aataagatgg
agttcaaggg
aagtaaaacc
gtcatagttt
tgtaatgtgc
attgacaata

gggaagcaac

actttgacaa
gaaatatatg
attcccactt
tatactttct
caacgtgatt
tgcattattg
taaacatttc
aatgttcttc
agaaaaagaa
tgaattctaa
ttcaaagagt
ttatgaagtt
tgtgttccct
tatacaacac
ggcttcaaag
taccttcctg
gcagagcttg
agttttaaac
agggcaagat
caaagccttt
cagatgtcaa
ccgattcaat
cctgcataag
cataggcaat
aacgtcttct
aggtggagtc
gatagtacag
agaatgtaga
attgcaagtt
aatgctctgg
tttgatggaa
taatgataac

tgtgcatcag

caagaagttc
ttagctactg
gtgacatttt
Caaatttttc
aggatcagtt
gctcagtagc
catcctttct
atgggcccca
ttctgagaca
tgcagtgtga
gaatacatac
ccctgcectaa
ctttatgttt
atagcctttg
tgaagtatgt
attgtcttca
tggttacttg
acattgggca
aaaatgctgt
gtcagcttgc
cagaaaaata
gaatatgatt
gactgcaaga
gctgcaatgc
ttgggaaaat
gccctacccc
gggcatgaaa
aaattcaaaa
tacttgcgtt
gtatttaaat
cacctctcaa
agtaccattg

tattaaagat

ctgaacatta
tacatgtata
cccatgggtt
ctatgataag
ctaaaatacg
caatttttgt
attccctgag
ccagcttttt
cagttattaa
tttctctggg
ttattcacaa
cctctttcta
ctctatgacc
atccctggta
gtgtgcagat
gcatataaaa
gaatgttctt
gtcaatttat
atgtagctat
tactgacaaa
caaataccta
agaaattcac
ggaaatctgg
aatcatgtcc
agctctattg
tcttccaaac
agaattgatt
ccaacatata
gagtacaaaa
atgttttcaa
tttctattca
aactctaaac

atgcagaaac

gtcatgtatg
gtcagtcaag
tcctacacaa
ttcagttgtt
ggaccccttt
cacgtcgtta
actgcatcag
ggtgccatgt
accctttatc
acaaagagac
ctctaggatg
tttaaaggca
cagtttagtc
actggcaggt
gacttttgga
attaactgtt
tcagaatagt
gcacccaaaa
acaaaggaat
gtagtaaaaa
tgagagccac
tgagctcact
gtgggagaga
aatacaagca
gtgcccaaac
atgtcctgtg
ccttcacagg
aggtatcaca
cagatttaat
caggatttga
ataaacttat
tgtggtttat

ataatattca

ctcagaataa
tagaagagga
tcttaaattt
ggtactcttc
gagtgacaat
taacaaggag
cacaggcaag
aatttatttc
aactttctac
tgaggaagat
tgaggacttt
aacaaatttc
taaaacctta
gttggtgatt
ataacgtggg
gtagttaaaa
ccatgttgcc
tatcaccctc
tcagaaacat
gctactaatc
agcagtttct
cttgcaggtt
atgtaatctg
cagcttcatt
tcaggtatgc
agatttttaa
atttgaatcc
caaccaagaa
ggtgttctat
gttgaaagtt
gtaattgtcc
cttcactact

ctaatttgtt

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920



catctgcttc
tctttccaca
tcaaatgaaa
tctcataatt
ggccgtgggt
tttaagtcac
agaagaaatt
actgggaaaa
<210> 3

<211> 1378
<212> PRT
<213> Homo
<400> 3

Met Ser Leu
1

val Arg val

Glu
35

ITe val

Thr Leu

50

Asn

Tyr
65

Lys Asp

His Arg Met

His Gly Arg

Arg Asn Tyr

115

Ala Leu

130

Leu

Ala Ala

145

Gly

Pro Glu Pro

tgtatattgt
ttattttaga
caccatactt
taaaaagcat
agacttttta
caagcagcat
ggcataaaat

aataaaatat

sapiens

Leu Met Ph

5

Asp Se

20

Gly

His Pro Se

Cys Lys Al

Gly Glu Ar

70

Leu Leu Pr

85

Arg Ser Ly

Leu Gly GI

Arg Asp As

Al
15

Glu Pro

Thr ITe

Ty

ttatggaatt
ggtgaaatta
ttttctaaaa
ttgttgtgat
tactttgttt
ccaaaatctt
cggttaatag

attcacattt

e Thr Gln

r Arg

Leu

val
40

r Asp

a Glu
55

Gly
g val Glu
o Ser Gly
s Pro

Asp

val
120

u Ala

p Phe
135

Arg

a Ile
0

Leu

r Trp Lys

acatggcaag
cttttgtttt
aaagatgttc
tttaaagtgt
tatagatgga
aatgtgtttc
tattgtcaaa

caaa

Leu Leu

10

Leu

Arg GIn Glu

25

ITe val ser

Arg Pro Thr

Thr Asp Lys

Ser Leu Phe

90

Glu
105

Gly Ser

Ser Arg Asn

Gln Asn Pro

GlIn
155

Glu Cys

Lys Asp Lys

aactgttcta
gcttctctat
aatttactaa
tgcaagaaaa
ttttttttaa
atttgatgtt

gaattgtgta

Cys Gly Phe

Asp Phe Pro

30

Gly Glu

45

Lys

Pro Thr Ile

60

Asp Asp Pro

Phe Leu Arg

Tyr val Cys

110

Ala Ser

125

Leu

Thr val

140

Asp

Pro Pro Arg

val Arg Ile

aagcaacatg
aatgtgtact
tttttttaaa
gggattttgt
ctgtagtttg
gttagatcag

ttgtgtactc

Leu
15

Tyr
Pro Arg
Pro Thr
Glu

Trp

Ser
80

Arg

ITe val

95

val
Glu val
val

val

His
160

Gly

Asp Asp

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8374



Lys

Thr

val

Pro

225

Ala

Arg

Lys

Gly

Ser

305

Arg

Thr

Gln

Ser

385

Leu

Pro

Glu

Arg

Gly

Thr

val

Trp

Asp

Thr

290

Ala

Asp

Lys

Asn

val

370

Ala

Ala

Pro

Glu

Lys

Glu

Phe

Glu

Lys

Asp

275

Tyr

Thr

Gln

Gly

Leu

355

Ser

Gly

Lys

Ile

Arg

Ser

Arg

Leu

Phe

Lys

Tyr

Met

Leu

Ile

Asn

340

Leu

Pro

Tyr

Ala

Ile
420

165

Ile

Asp

Asp

Arg

Arg

Asp

Thr

Cys

Thr

val

325

Pro

Phe

Thr

Tyr

Gln

405

Leu

Ser

Ala

Ser

Arg

Cys

Asp

Leu

Ile

val

310

Ala

Gln

Pro

Gly

Ile

390

Leu

Gln

Ile

Gly

Asp

Pro

Gln

Ala

Arg

Ala

295

Arg

Gln

Pro

Asn

Asp

375

Cys

Glu

Gly

Arg

Met

200

Pro

Ile

val

Asp

Ile

280

Glu

Ala

Gly

Ala

Gln

360

Leu

Gln

val

Pro

Tyr

Ala

Asn

Gln

Leu

265

Lys

Asn

Pro

Arg

val

345

Pro

Thr

Ala

Thr

Ala
425

170

Gly

Thr

Glu

Gln

Lys

Arg

Pro

Thr

330

Phe

Gln

Ile

Leu

Asp

Asn

Lys

Cys

Leu

val

235

Asp

Arg

Thr

val

Gln

315

val

Trp

Gln

Thr

Thr

395

val

Gln

Leu

val

Thr

220

val

Pro

Gly

Met

Thr

Gln

Pro

Asn

380

val

Leu

Thr

Met

Leu

Gln

Arg

Ser

285

Lys

val

Phe

Lys

Asn

365

Ile

Ala

Thr

Leu

Ile

190

Thr

Phe

Glu

Pro

Tyr

270

Thr

Met

val

Pro

Glu

350

Ser

Gln

Gly

Asp

Ala
430

175

Ser

Asn

Glu

Glu

Thr

255

Asp

Asp

Glu

Arg

Cys

335

Gly

Arg

Arg

Ser

Arg

val

Asn

Met

Arg

Glu

240

val

Pro

320

Ser

Cys

Ser

Ile

400

Pro

Asp



Gly

Ile

Ala

465

Ser

Thr

Ser

Gln

Thr

Phe

Met

val

625

Leu

Thr

Arg

Thr

ser

450

Thr

Asp

Ser

Lys

val

530

Thr

GlIn

Thr

Met

ser

610

Asp

val

GlIn

Ala

435

Trp

Ile

Thr

Trp

Asn

515

Thr

Pro

Ser

Leu

val

595

Asp

His

Asn

Asp

Thr
675

Leu

Leu

Gln

Gly

ser

500

Tyr

Asp

Gly

val

Tyr

580

Arg

Pro

Arg

Pro

Arg

Ser

Leu

Lys

Glu

Thr

485

Ala

Asp

val

Thr

Ser

565

Thr

Ala

val

GlIn

val

645

GlIn

Gly

Lys

Glu

GlIn

470

Tyr

val

Leu

Thr

Leu

550

Asn

val

Ile

Arg

val

630

val

Pro

Leu

Gly

Thr

Leu

Ser

Ser

Arg

Asn

Thr

615

GlIn

Leu

Gln

Gln

Lys

Phe

Thr

cys

Asp

Ala

Trp

Gly

Pro

600

GlIn

Lys

Thr

Phe

Ala
680

Ala

Thr

Leu

val

val

505

Leu

Ser

Ser

GlIn

Leu

585

GlIn

Asp

Glu

Pro

Ile

665

Thr

Thr

Phe

GlIn

Ala

490

Thr

Pro

val

Ala

Thr

570

Arg

Gly

Ile

Leu

Thr

650

GlIn

Ser

Gly

Pro

Ile

475

Thr

Glu

Gly

Thr

Tyr

555

val

Pro

Leu

Ser

Gly

Ser

Asp

Gly

Lys

Ser

Ser

Pro

Leu

540

Ile

Ala

Asn

Ser

Pro

620

Asp

val

Tyr

Trp

Pro

445

Arg

Asn

Ser

Gly

Pro

525

Ser

Ile

Asn

Thr

Asp

Pro

val

GlIn

Arg

Gln
685

Leu

Asp

Leu

Ser

Ala

510

Ser

Trp

Glu

His

Ile

590

Pro

Ala

Leu

val

val

670

Asn

Pro

Pro

Arg

Gly

Thr

Lys

GlIn

Ala

val

575

Tyr

Ser

Gln

val

Thr

655

Met

Leu

val

Arg

Ile

480

Glu

Pro

Pro

Phe

560

Lys

Leu

Pro

Gly

Arg

Trp

Tyr

Asp



Ala

Gly

Gly

Ser

Ser

Asn

Arg

Ile

Ser

Ile

Thr

Ile

865

Tyr

Phe

Leu

Pro

Lys

val

Met

Ala

Thr

Gly

Phe

Gly

Thr

Gly

Glu

850

Gly

Trp

Gln

Leu

Ala
930

val

Thr

Asp

Pro

Ser

755

Ile

His

Gly

Ser

Arg

Gln

Gly

Arg

Arg

Asn

915

Thr

Pro

Tyr

Ser

Pro

740

Ile

Ile

Ile

Leu

Ala

820

Arg

Ile

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

Glu

Glu

725

Gln

Ser

Gln

Asn

Phe

805

Gly

Asn

Thr

Cys

Lys

Asp

Gly

Leu

Glu

Ile

710

Ser

Ser

val

Glu

Lys

Pro

val

Glu

Asp

Trp

Lys

Gly

Asp

Pro

Arg

Lys

Lys

val

Ser

Tyr

775

Thr

Gly

Gly

val

val

855

val

Arg

Gly

Pro

val
935

Ser

val

Thr

Thr

Trp

Lys

val

Ile

val

val

840

val

Ile

Lys

Leu

Ser

920

Asn

Ala

Arg

val

val

745

Asp

Ile

Asp

Gln

Lys

825

Ile

Lys

Leu

Gly

Met

905

Tyr

Asn

val

Pro

Arg

Leu

Pro

Trp

Ala

Tyr

810

Ser

Thr

Gln

Met

Leu

890

Ser

Pro

Ser

Leu

Tyr

715

Thr

Thr

Pro

Cys

Ala

795

Arg

Glu

Glu

Pro

Gly

Ser

Asn

Trp

Asn

val

700

Phe

Thr

val

Pro

Leu

780

Ile

val

Pro

Asn

Ala

860

Phe

Asn

Gly

Leu

Ser
940

Asn

Asn

Glu

Gly

Pro

765

Gly

Arg

Glu

Gln

Asn

845

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ala

925

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

750

Asp

Asn

Ser

val

Pro

830

Asn

Ile

Ile

Ala

Arg

Asp

Pro

Lys

Phe

Ala

735

Tyr

His

Glu

val

Ala

815

Ile

Ser

Ala

Trp

val

895

Pro

Ser

Asn

Lys
Gln
720

Pro

Asn

Thr

Ile
800

Gly

Leu

880

Thr

Gly

Trp



Ile

945

Gly

Ile

Gln

His

Ile

Asp

Lys

Trp

Tyr

Leu

val

Ser

Glu

Arg

Ser

Gly Asn Phe Gly Arg Gly Asp val Leu Pro Pro val Pro Gly Gln
950 955 960

Asp Lys Thr Ala Thr Met Leu Ser Asp Gly Ala Ile Tyr Ser Ser
965 970 975

Asp Phe Thr Thr Lys Thr Ser Tyr Asn Ser Ser Ser Gln Ile Thr
980

Ala Thr Pro Tyr Ala Thr Thr Gln ITe Leu His Ser Asn Ser Ile
995 1000 1005

Glu Leu Ala val Asp Leu Pro Asp Pro GIn Trp Lys Ser Ser
1010 1015 1020

Gln GIn Lys Thr Asp Leu Met Gly Phe Gly Tyr Ser Leu Pro
1025 1030 1035

Gln Asn Lys Gly Asn Asn Gly Gly Lys Gly Gly Lys Lys Lys
1040 1045 1050

Asn Lys Asn Ser Ser Lys Pro Gln Lys Asn Asn Gly Ser Thr
1055 1060 1065

Ala Asn val Pro Leu Pro Pro Pro Pro vVal Gln Pro Leu Pro
1070 1075 1080

Thr Glu Leu Glu His Tyr Ala val Glu Gln GIn Glu Asn Gly
1085 1090 1095

Asp Ser Asp Ser Trp Cys Pro Pro Leu Pro val GIn Thr Tyr
1100 1105 1110

His GIn Gly Leu Glu Asp Glu Leu Glu Glu Asp Asp Asp Arg
1115 1120 1125

Pro Thr Pro Pro val Arg Gly val Ala Ser Ser Pro Ala Ile

1130 1135 1140
Phe Gly Gln Gln Ser Thr Ala Thr Leu Thr Pro Ser Pro Arg
1145 1150 1155

Glu Met GIn Pro Met Leu GIn Ala His Leu Asp Glu Leu Thr
1160 1165 1170

Ala Tyr GIn Phe Asp Ile Ala Lys GIn Thr Trp His Ile Gln
1175 1180 1185

Asn Asn Gln Pro Pro Gln Pro Pro val Pro Pro Leu Gly Tyr



val

Asp

Leu

Asp

Arg

Leu

Gly

Met

Pro

Gly

Gln

Asn

1190

ser
1205

Asp
1220

Arg
1235

ser
1250

Pro
1265

ser
1280

Arg
1295

Thr
1310

ser
1325

ser
1340

Arg
1355

ser
1370

<210> 4
<211> 868
<212> DNA

<213>

<400> 4
ctcctctctt ttggaaaccg gagaggtgga gggagggcaa caccgctgca

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr

Gln

Met

Asp

Pro

Thr

Asn

Gln

9

Ala

Asp

Leu

val

Ser

Ser

Asp

Glu

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

Asp

Asp

Thr

Pro

Gln

Gln

Glu

Gly

Pro

Ser

Gln

Homo sapiens

Ile

Glu

Gln

Gly

Phe

Arg

Gln

Ala

His

Arg

Asp

Phe

1195

ser
1210

Glu
1225

Thr
1240

Lys
1255

ser
1270

Pro
1285

Pro
1300

Leu
1315

ser
1330

Lys
1345

Leu
1360

Thr
1375

Asp

Glu

Pro

Ala

Thr

Arg

Ala

val

Ser

Thr

Leu

Gly

Leu

Ala

Gly

Phe

Asp

Pro

Leu

Pro

Ser

Glu

Asp

Glu

Glu

Leu

Ser

Thr

Ser

Thr

Pro

Tyr

Gly

val

Ile

Leu

Thr

Glu

Ser

Ser

Asn

Lys

His

Ser

Thr

Leu

Gly

1200

Asp
1215

Ile
1230

Met
1245

ser
1260

Thr
1275

Lys
1290

Arg
1305

Lys
1320

Ala
1335

Arg
1350

Tyr
1365

val

Pro

Asp

Gln

Ser

His

Arg

Pro

Ser

Ala

Met

ccgccaagtc tgcccgectg caaagtgttg ctttgacaca ttcttattat

taaaaatata gacatattaa aaaataactc cggacgtgga gctgctacgg

cgggggaaag aaaaccagta ggcaggccaa tggtttttcg gcagcgcgct

Ala Asp

Arg Pro

Asn Leu

Arg Pro

Ala Ala

Lys Gly

Glu Gly

Ser Phe

ser Lys

Gly His

Gly Ser

aaggagaggc
ggaagttaag
agaaggaaac

ggcaagtttg

60
120
180
240



tggaacactt
aagaacttgg
atccctctgg
agcctttgaa
tccaccaacc
agtctaaact
gattggtttc
tacacaacta
ggaggacttt
gcccacgact
agatggggag
cagcggatcc
aagctacgtt
ggaagtggca
tggagagcct
ctggaaaaaa
aaaactgatg
caatatggtg
atttctcagg
tcaagtccaa
aagaggaagg
agatgaaggc
tacactcacc
tcaaggtcga
ttggcagaaa
tagatgctca
gggttactac
ggaggttact
ccaaacgctg
tcctgtaatt
aattcaagag
tacttgtgtg
agagtctgga

tctaggaatt
ctttggattg
ctgggctgaa
gtaccctctg
ccttctgatc
ttggacctac
ttaaagaatc
ctgctctgtg
ccceccgegga
ctgaactgca
cgagtggaga
ttattcttct
tgtgttgcga
ttgttacgag
gcaatcctgg
gacaaagttc
atctccaata
ggagaaaggg
aggccaatta
ggagatcctc
tatgacatca
acctatatgt
gtccgagctc
acagtgacat
gaaggcagcc
gtgtcaccaa
atctgccagg
gatgttttga
gcagtggatg
agctggttaa
caaggcacac
gctacaagtt

gCaacCaatca

aggtcttttc
cagtggagcc
tttgtgggaa
ttaatttgga
ttgcgatttg
ctcttttttt
tggatccttt
gatttttata
ttgtggagca
aggcggaggg
ctgacaagga
tgcgcatcgt
ggaactatct
atgacttccg
agtgccagcc
gaattgatga
ccaggaaaag
acagtgaccc
accaggtggt
aaccaactgt
aagacgatta
gtattgctga
ccccacagtt
ttccctgtga
agaacctact
ctggagacct
ctttaactgt
cagatagacc
gtacagcgtt
aggagggatt
tgcagattaa
caagtggaga

gtaaaaacta

ctcccecttce
taaggagaga
tttaggaagc
tggatctcag
ctcttcttga
gatactcatt
ttaatatgtc
tgttcgggtt
tccttecgat
ccggccaacg
cgatccccgg
gcacgggcgc
tggtgaagca
acaaaacccc
tcceccgggga
caaggaagaa
tgatgcaggg
agcagagctg
actggaggaa
gaggtggaaa
cacactaaga
gaatcgggtt
tgtggttcgg
aactaaagga
tttcccaaac
cacaatcacc
ggcaggaagc
tccacctata
actgaaatgt
tacttttccg
gaatttacgg
gacttcctgg

tgatttaagt

atcatcttga
gggttagaca
cagagtgctg
tgtgcccegt
ctttaattag
tttgtacttt
aaaatgagtc
gatggatcgc
gtcatcgtct
cccaccattg
tcccacagga
aggagtaaac
gtgagtcgaa
acagatgttg
cacccagaac
agaataagta
atgtatactt
actgtctttg
gaagctgtag
aaggatgatg
attaaaaaga
ggaaaaatgg
ccaagagatc
aacccacagc
caaccccagc
aacattcaac
attttagcaa
attctacaag
aaagccactg
ggtagagatc
atttctgata
agtgcagtgc

gacctgccag

cttctgaagg
cactcgaata
gaaatacagc
tcgagacctc
tatctaggaa
tgctctctgg
tgctgatgtt
gtcttcgcca
ctaagggcga
agtggtacaa
tgcttctgec
ctgatgaagg
atgcgtctct
tagtggcagc
ccaccatcta
tccgtggtgg
gtgttggtac
aacgacccac
aatttcgttg
cagacttgcc
ccatgagtac
aagcctctgc
agattgttgc
cagctgtttt
agcccaacag
gttccgacgc
aagctcaact
gcccagccaa
gtgatcctct
caagagcaac
ctggcactta
tggatgtgac

ggccaccatc

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



caaaccgcag
ccctggaacc
cagctggcag
gcccaataca
aagtcccatg
ccacaggcaa
gctgactccc
aggctaccga
tttagatgcc
gacttatgaa
taaaacggtt
gacagttgga
tcaccagaat
ccatatcaac
aggtattcaa
tgagccacag
cagcataact
tggtgcctgce
gaggaaggga
caatggaagc
ttcttggcca
aaattttggc
gatgctctca
cagttccagc
cagcatacat
aaaaacagat
tgggaaaggt
atccacttgg
gctggaacac
accattgcca
tgatagggtc

acagcagtcc

gtcactgatg
cttccagcaa
accgtggcaa
atctacttat
tcagatcctg
gtgcagaaag
accacggttc
gtgatgtatc
aaagtcccga
attaaagtac
cgtactactg
agctacaata
ggaattatcc
aaaactgtgg
taccgggtag
ccaataataa
gagcaaatca
tgggtaattc
ctcagtaatt
cgtccaggtc
gccacgagct
cgtggagatg
gatggagcca
caaataacac
gaattggctg
ctgatgggat
ggaaaaaaga
gccaatgtcc
tatgcagtgg
gtacaaactt
ccaacacctc

actgcaactc

ttactaagaa
gtgcatatat
accatgtaaa
tcatggtcag
tgcgcacaca
agctaggaga
aggtcacatg
gtcagacttc
ctgaacgaag
ggccatattt
aagaagcccc
gcacaagtat
aagaatacaa
atgcagccat
aggttgcagc
tcgggagacg
ctgatgtggt
tgatgggttt
atgctgttac
ttctcaatgc
tgccagtaaa
tgctgccacc
tttatagtag
aggctacccc
tcgatctgcec
ttggttattc
agaaaaataa
ctctacctcc
aacaacaaga
acttacacca
ctgttcgagg

ttactccatc

cagtgtcacc
cattgaggct
gaccaccctc
agcgatcaac
agatatcagc
tgtccttgte
gacggttgat
aggtctgcag
tgctgtctta
taatgagttc
aagtgcccca
tagtgtttcc
gatctggtgt
tcggtccgta
tagtaccagt
caatgaagtt
gaagcaacca
tagcatatgg
gtttcaaaga
tggtgatccc
taatagcaac
agttccaggc
cattgacttc
atatgccacg
tgatccacaa
tctacctgat
aaactcttct
ccccccagtc
aaatggctat
aggtctggaa
cgtggcttct

cccacgggaa

ttgtcctggc
ttcagccaat
tatactgtaa
ccccaaggtc
ccaccagcac
cgtcttcata
cgccaacccc
gcgacatctt
gtcaacctga
caaggaatgg
ccacagtctg
tgggatcctc
ctaggaaatg
ataattggtg
gcaggggttg
gtcattactg
gcctttatag
ttgtattggc
ggagatggag
agctatccat
agtggcccaa
caaggggata
actaccaaaa
acacagatct
tggaaaagct
cagaacaaag
aaaccacaga
cagccccttc
gacagtgata
gatgaactgg
tctcctgcta

gagatgcaac

agccaggtac
cagtgagcaa
gaggactgcg
tcagtgaccc
aaggagtgga
atccagttgt
agtttatcca
cgtggcagaa
aaaagggggt
atagtgaatc
tcactgtact
ctcctccaga
aaacgcgatt
gattattccc
gagtaaagag
aaaacaataa
ctggtattgg
gaagaaagaa
gactaatgag
ggcttgctga
atgagattgg
aaacagcaac
ccagttacaa
tgcattccaa
caattcagca
gtaacaatgg
aaaacaatgg
ctggcacgga
gctggtgccc
aagaagatga
tctcctttgg

ccatgctgca

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140



ggctcacctg
cattcaaagc
agccttgatt
agctttagaa
caatctagac
cagcccattt
gcccactaaa
ggaaggaatg
aggtggccac
cgaggtgttg
gggctccaac
aagctgctct
atgaacaatt
cacacatatc
ctctttcttg
aaggattctc
gctctgctca
ctgtggtgcc
attttatttg
gtgaagggag
tagatggttt
aagtcttctt
actattgaca
aaagtatgca
ttagaatcaa
gaaattaagg
aattatcgta
gaaacgaaca
agggcatact
taatacatgt
aaataataca
cccaatgtat

cagtaagtag

gatgagttga
aataatcaac
tctgatttgg
atccccaggc
agctctgtga
tctactgaca
aaacacaagg
acagatgagg
agctcatcag
agagcaggcc
agtcaaggac
gaaggaccat
tatttatgta
ccacagatat
tcaggagtat
ctctgtatat
tattattgtc
atatattaac
gtgataagca
tttctgtact

tcagttgggg
tgaatatcag

aaagccgggg
ggtagcaaag
ttttacctgt
tgttttgcaa
attaagctct
aaatgaactc
cgggctgttt
acagtgcaca
gtttatatac
agccaaattg

atttattgga

caagagccta
ctccacagcc
aaacggatgt
ccctgagagc
caggaaaagc
gtaacaccag
gagggcggat
aggccttggt
gaacagcttc
accagcgcaa
agtttacagg
caggtccgga
ctattaaaag
tttcattgtg
ataaaaaaga
aatttctttt
tgttcttatt
ttttaattgt
caaatctcta
gtaagctaga
tgtagaaata
ggactgagtc
tcaaaaaaag
atgtaataaa
cattgtaatt
gagctgtatt
ccaactcgtt
tagaatatct
ccaaatataa
ctagaggata
aacttgtttt
tacgtgctta

ataaatattc

tcagtttgat
tccagttcca
tgcagatgat
actggaccag
ctttacctcc
tgcagccctg
ggaccaacaa
gccctatagce
ttctaaggga
tgccagcgac
tgaattatag
ctcatggaag
aactgtaaat
ttcttctctt
aagaaaacaa
gtgcattgct
ggtctgttgt
gtaactttta
ctcctcatga
ttggataatg
ggaagatgca
aataaaaaaa
tagtttaagt
tttgcttaaa
gacccatctg
tatattacag
aagtcagaat
agcaaatagt
actctattgc
gagctgcatc
ttatttgatt
aaaaacagtg

tatggtacat

atagcaaaac
ccgttaggtt
gatgccgacg
actcctggat
tctcaaagac
agtcaaagtc
ccagcattgc
aagcccagtt
tccactggac
cttcttgaca
taaatgagag
tgatgactct
gcaatgtaaa
aagtacacca
aactcgccct
atgcaagctc
actatatgtg
tgtttaaatt
catgaagaaa
atggctgtaa
aaggaacaat
atagtagaaa
cttaagactg
aaaagaaatt
agaattacaa
ttttttaaaa
ataatatgaa
taaagaagca
aatatcttat
acttaaattc
aagaagtgaa
ccgagagtat

tctcagaaat

aaacatggca
atgtgtctgg
acgaagagga
ccagcatgga
ctcgacctac
agaggcctcg
ctcatcgaag
tcccatctcc
ctaggaaaac
taggatatat
gagacataca
aaacagtgca
gacacacagc
cccaccttaa
acaggaagaa
actcttttta
aattaatagg
ttgcactgca
aagactgaat
caaatcatgt
ggtgttggca
ggtggctttt
aatatgcatt
aaagttttat
taagcaagag
acattttctg
gttccccaag
atttattatt
ttcatctttc
atgacttaaa
gtttacgcca
gttcagttcg

tggcttccaa

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120



ctaaaatacg
aaaaatgcat
ttgtcctgec
gtatgctcag
tcaagtagaa
cacaatctta
ttgttggtac
cctttgagtg
cgttataaca
atcagcacag
catgtaattt
ttatcaactt
gagactgagg
ggatgtgagg
aggcaaacaa
tagtctaaaa
caggtgttgg
ttggaataac
ctgttgtagt
atagtccatg
caaaatatca
ggaattcaga
aaaaagctac
gccacagcag
tcactcttgc
agagaatgta
aagcacagct
caaactcagg
ctgtgagatt
acaggatttg
tcacacaacc

ttaatggtgt

tttgacccat
gtttataaac
tcatttgttt
aataaatgtg
gaggaccttc
aattttattt
tcttctaaaa
acaattcgca
aggagatgac
gcaagtatag
atttcttcge
tctaccatca
aagatgaaaa
actttaaata
atttcgaaga
ccttagttca
tgattaataa
gtgggcatag
taaaattatg
ttgcctatta
ccctcaggta
aacattactg
taatcagtgt
tttctcgttt
aggtttaaat
atctgatctt
tcattcataa
tatgccagtg
tttaaaataa
aatccagttc
aagaaaagta

tctatgtcat

tttgaataag
tttttaaata
tcacgacttt
actttgaaat
ctgaaattcc
ctgtctatac
atattcaacg
ctccatgcat
ataattaaac
aatgtaatgt
tgaagagaaa
gtgcctgaat
gtttcttcaa
tctctttatg
ggttttgtgt
ttacatatac
accaaggctt
catcatacct
tcagtgcaga
aacctagttt
gattgagggc
gaaagcaaag
tgagtcagat
catagccgat
ggaggcctgc
gcactcatag
caggaaacgt
tatgcaggtg
gatgggatag
aagggagaat
aaaccattgc

agtttaatgc

gaaattgaaa
aaaccagacc
gacaacaaga
atatgttagc
cacttgtgac
tttctcaaat
tgattaggat
tattggctca
atttccatcc
tcttcatggg
aagaattctg
tctaatgcag
agagtgaata
aagttccctg
tccctcttta
aacacatagc
caaagtgaag
tcctgattgt
gcttgtggtt
taaacacatt
aagataaaat
cctttgtcag
gtcaacagaa
tcaatgaata
ataaggactg
gcaatgctgc
cttctttggg
gagtcgccct
tacaggggca
gtagaaaatt
aagtttactt

tctgggtatt

agaaaaattt
ttgtaagtgg
agttcctgaa
tactgtacat
attttcccat
ttttcctatg
cagttctaaa
gtagccaatt
tttctattcc
ccccaccagc
agacacagtt
tgtgatttct
catacttatt
cctaacctct
tgtttctcta
ctttgatccc
tatgtgtgtg
cttcagcata
acttggaatg
gggcagtcaa
gctgtatgta
cttgctactg
aaatacaaat
tgattagaaa
caagaggaaa
aatgcaatca
aaaatagctc
acccctcttc
tgaaaagaat
caaaaccaac
gcgttgagta

taaatatgtt

aaaaggagaa
acattaataa
cattagtcat
gtatagtcag
gggtttccta
ataagttcag
atacgggacc
tttgtcacgt
ctgagactgc
tttttggtgc
attaaaccct
ctgggacaaa
cacaactcta
ttctatttaa
tgacccagtt
tggtaactgg
cagatgactt
taaaaattaa
ttctttcaga
tttatgcacc
gctatacaaa
acaaagtagt
acctatgaga
ttcactgagc
tctgggtggg
tgtccaatac
tattggtgcc
caaacatgtc
tgattccttc
atataaggta
caaaacagat

ttcaacagga

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040



tttgagttga
cttatgtaat
tttatcttca
attcactaat
ttctaaagca
tctataatgt
actaattttt
gaaaagggat
tttaactgta
atgttgttag
gtgtattgtg
<210> 5
<211> 216
<212> PRT
<213> Homo
<400> 5

Thr Glu Leu
1

ser Asp Ser

Glu
35

Gly Leu

val
50

Pro Arg

Ser Thr Ala

65

Leu GIn Ala

Ala Lys Gln

val Pro

115

Pro

Thr
130

Glu Asp

aagtttgtaa
tgtccattga
ctactgggaa
ttgttcatct
acatgtcttt
gtacttcaaa
ttaaatctca
tttgtggccg
gtttgtttaa
atcagagaag

tactcactgg

sapiens

Glu His
5

Trp
20

Cys
Asp Glu
Gly val
Thr

Leu

Leu
85

His

Thr
100

Trp
Leu

Pro

val Ala

Tyr

Pro

Leu

Ala

Thr

70

Asp

His

Gly

Asp

tgtgctttga
caatataatg
gcaactgtgc
gcttctgtat
ccacattatt
tgaaacacca
taatttaaaa
tgggtagact
gtcaccaagc
aaattggcat

gaaaaaataa

Ala val

Leu

Pro

Glu
40

Glu

Ser Ser

55

Pro Ser

Glu Leu
Gln

Ile

val
120

Tyr

Asp
135

tggaacacct
ataacagtac
atcagtatta
attgtttatg
ttagaggtga
tacttttttc
agcatttgtt
ttttatactt
agcatccaaa
aaaatcggtt

aatatattca

GIn Gln

10

Glu

Pro val Gln

25

Asp Asp Asp

Pro Ala Ile

Glu
75

Pro Arg

Thr Arg Ala

90

Ser Asn Asn

105

Ser Gly Ala

Ala Asp Asp

ctcaatttct
cattgaactc
aagatatgca
gaattacatg
aattactttt
taaaaaaaga
gtgattttaa
tgttttatag
atcttaatgt
aatagtattg

catttcaaa

Glu Asn Gly

Thr Leu

30

Tyr

val
45

Arg Pro

Ser Phe

60

Gly

Glu Met GlIn

Tyr Gln Phe

Gln Pro

110

Pro

Ile
125

Leu Ser

Glu Glu Glu

140

attcaataaa
taaactgtgg
gaaacataat
gcaagaactg
gttttgcttc
tgttcaattt
agtgttgcaa
atggattttt
gtttcatttg

tcaaagaatt

Tyr
15

Asp
His Gln
Thr Pro
Gln Gln

Met
80

Pro

Asp Ile

95

Gln Pro

Leu

Asp

Ala Leu

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8689



Glu

145

Met

Gln

Ala

Gly

Ile

Asp

Arg

Ala

Arg
210

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6
Thr Glu Leu Glu His
1 5

Ser

Gly

Pro

ser

65

Leu

Ala

Pro

Glu

Glu
145

Asp

Leu

val

50

Thr

GlIn

Lys

val

Thr

130

Ile

Pro

Asn

Pro

Leu

195

Met

217
PRT .
Homo sapiens

Ser

Glu

35

Arg

Ala

Ala

GlIn

Pro

115

Asp

Pro

Arg

Leu

Arg

Ser

Asp

Trp

20

Asp

Gly

Thr

His

Thr

100

Pro

val

Arg

Pro

Asp

Pro

Gln

Gln

cys

Glu

val

Leu

Leu

85

Trp

Leu

Ala

Pro

Leu

150

Ser

Thr

Ser

GlIn

Tyr

Pro

Leu

Ala

Thr

70

Asp

His

Gly

Asp

Leu
150

Arg

Ser

Ser

GlIn

Pro
215

Ala

Pro

Glu

ser

55

Pro

Glu

Tyr

Asp

Arg

Ala

val

Pro

Arg

Ala

val

Leu

Glu

40

Ser

Ser

Leu

GlIn

val

120

Asp

Ala

Leu

Thr

Phe

185

Pro

Glu

Pro

25

Asp

Pro

Pro

Thr

ser

105

Ser

Ala

Leu

Asp

Gly

Ser

Arg

GlIn

10

val

Asp

Ala

Arg

Arg

90

Asn

Gly

Asp

Asp

GlIn

155

Lys

Thr

Pro

GlIn

GlIn

Asp

Ile

Glu

75

Ala

Asn

Ala

Asp

GlIn
155

Thr

Ala

Asp

Thr

Glu

Thr

Arg

ser

60

Glu

Tyr

GlIn

Leu

Glu

140

Thr

Pro

Phe

Ser

Lys

Asn

Tyr

val

45

Phe

Met

GlIn

Pro

Ile

125

Glu

Pro

Gly

Thr

Asn
190

Gly

Leu

30

Pro

Gly

GlIn

Phe

Pro

110

Ser

Glu

Gly

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Tyr

15

His

Thr

Gln

Pro

Asp

95

GlIn

Asp

Ala

Ser

Ser
160
Ser

Ser

Gly

Asp

GlIn

Pro

Gln

Met

80

Ile

Pro

Leu

Leu

Ser
160



Met Asp Asn
Gln Arg Pro

Ala Ala Leu
195

Gly Gly Arg
210

Leu

Arg

Ser

Met

Asp Ser
165
Pro Thr

GIn Ser

Asp Gln

Ser val Thr Gly Lys Ala Phe Thr Ser Ser
170 175

Ser Pro Phe Ser Thr Asp Ser Asn Thr Ser
185 190

Gln Arg Pro Arg Pro Thr Lys Lys His Lys
200 205

GIn Pro Ala
215



