
SEÑALIZACIÓN DE SLIT-ROBO PARA DIAGNOSIS Y TRATAMIENTO DE 

ENFERMEDAD DEL RIÑÓN 

CAMPO DE LA INVENCIÓN  

  El campo de la invención se relaciona a métodos 

para la diagnosis de enfermedad de riñón crónica y monitoreo 5 

de los efectos del tratamiento en la progresión de la 

enfermedad de riñón crónica y proteinuria. 

APOYO GUBERNAMENTAL  

  Esta invención se hizo con el Apoyo Gubernamental 

bajo el Contrato No. DK078226 otorgado por Los Institutos 10 

Nacionales de la Salud. El Gobierno tiene ciertos derechos en 

la invención.  

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN  

  Se proporcionan en la presente métodos novedosos 

para la diagnosis de enfermedad de riñón crónica, y monitoreo 15 

de los efectos del tratamiento en la progresión de enfermedad 

de riñón crónica y proteinuria basado, en parte, en el 

descubrimiento de los inventores de una función novedosa e 

inesperada para la ruta de señalización de SLIT-ROBO en la 

regulación del citoesqueleto de F-actina de podocito y la 20 

estructura del proceso basal en el riñón.  

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, el sujeto que tiene o 

está en riesgo de una enfermedad de riñón crónica tiene 

nefropatía diabética o presión arterial alta.  25 
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  También se proporcionan en la presente, en algunos 

aspectos, métodos que comprenden: 

a. someter a ensayo una muestra de prueba biológica de 

un sujeto para determinar un nivel de expresión del 

polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un 5 

polipéptido ROBO2; 

b. determinar si el nivel de expresión del polipéptido 

ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que codifica un 

polipéptido ROBO2 en la muestra de prueba biológica 

está por arriba de un nivel de umbral de referencia; 10 

y  

c. diagnosticar al sujeto como en necesidad de 

tratamiento o terapia para enfermedad de riñón 

crónica.  

 En algunas modalidades de estos métodos y todos de tales 15 

métodos descritos en la presente, el ensayo del nivel de 

expresión del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo utilizando un 

anticuerpo o fragmento de enlace a antígeno del mismo 

específico para el polipéptido ROBO2. 

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 20 

tales métodos descritos en la presente, el ensayo de nivel de 

expresión del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 se lleva 

a cabo utilizando PCR o un ensayo de hibridación.  

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, la muestra de prueba 25 



3  

biológica es una biopsia de riñón, muestra de orina, sangre, 

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

orina.  

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, el nivel de expresión 5 

del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que 

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 expresión 10 

del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que 

codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos dos 

desviaciones estándares por arriba del nivel de umbral de 

referencia.  

  También se proporcionan en la presente, en algunos 15 

aspectos, ensayos que comprenden: 

a. poner en contacto una muestra de prueba biológica 

aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el 

polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un 

polipéptido ROBO2; y  20 

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, relativo 

con una muestra biológica normal, identifica un sujeto que 25 



4  

tiene enfermedad de riñón crónica y/o progresión de 

enfermedad crónica o proteinuria. 

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos descritos en la presente, la detección de nivel 

de expresión del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo utilizando 5 

un fragmento de enlace a anticuerpo o antígeno del mismo 

específico para el polipéptido ROBO2. 

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos descritos en la presente, la detección del 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 10 

se lleva a cabo utilizando un PCR o un ensayo de hibridación.  

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos descritos en la presente, la muestra de prueba 

biológica es una biopsia de riñón, muestra de orina, sangre, 

suero, o células formadas en pelotilla de una muestra de 15 

orina.  

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos escritos en la presente, el nivel de expresión 

del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que 

codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos 20% por arriba 20 

del nivel de umbral de referencia. 

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos descritos en la presente, el nivel de expresión 

del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que 

codifica un polipéptido ROBO2 es por lo menos dos 25 
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desviaciones estándares por arriba del nivel de umbral de 

referencia. 

  En algunas modalidades de estos ensayos y todos de 

tales ensayos descritos en la presente, el sujeto se ha 

diagnosticado con diabetes o presión arterial alta.  5 

  En algunos aspectos, se proporcionan en la presente 

sistemas para determinar si un sujeto está en riesgo de 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria, o tiene enfermedad 

de riñón crónica que comprende: 

a. un módulo de medición configurado para determinar el 10 

nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel 

de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 en una muestra biológica obtenida de un 

sujeto; 

b. un módulo de comparación configurado para recibir el 15 

nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel 

de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 determinado por el módulo de medición y llevar 

a cabo por lo menos un análisis para determinar si 

el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 20 

nivel de expresión del RNA que codifica un 

polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel o relación 

de referencia predeterminados, y proporcionar un 

contenido recuperado; y 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido 25 
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basado en la salida de datos del módulo de 

comparación, en donde el contenido comprende una 

señal indicativa de que el nivel o relación de 

expresión del polipéptido ROBO2 o RNA es mayor que 

el nivel o relación de referencia predeterminado, o 5 

una señal indicativa que el nivel o relación de 

expresión del ROBO2 no es mayor que el nivel de 

referencia o relación predeterminada.  

  En algunas modalidades de estos sistemas y todos de 

tales sistemas descritos en la presente, el contenido 10 

mostrado en el módulo de visualización comprende además una 

señal 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 está en riesgo de 15 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria, o tiene enfermedad 

de riñón crónica que comprende: 

a. un módulo de determinación configurado para recibir 

por lo menos una muestra de prueba obtenida de un 

sujeto y llevar a cabo por lo menos un análisis en la 20 

por lo menos una muestra de prueba para determinar la 

presencia o ausencia de cualquiera de las siguientes 

condiciones: 

i. una relación de expresión de ROBO2 mayor que una 

relación predeterminada o, o  25 
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ii. un nivel de expresión de ROBO2 mayor que un 

nivel predeterminado,  

b. un dispositivo de almacenamiento configurado para 

almacenar salidas de datos del módulo de 

determinación; y 5 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido 

basado en la salida de datos del módulo de 

determinación, en donde el contenido comprende una 

señal indicativa de que la relación de expresión de 

ROBO2 es mayor que la relación o nivel 10 

predeterminado de ROBO2 mayor que un nivel 

predeterminado, o una señal indicativa que la 

relación de expresión de ROBO2 no es mayor que la 

relación predeterminada o no mayor que un nivel 

predeterminado.  15 

  En algunas modalidades de estos sistemas y todos de 

tales sistemas descritos en la presente, el contenido 

mostrado en el módulo de visualización comprende además una 

señal indicativa del sujeto que es recomendado para recibir 

un régimen de tratamiento particular.  20 

  También se proporcionan en la presente, en algunos 

aspectos, métodos para tratar a un sujeto humano con un 

riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria, que 

comprende administrar un tratamiento o terapia para prevenir 

la ocurrencia de enfermedad de riñón crónica o proteinuria a 25 
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un sujeto humano quien es determinado que tiene un nivel de 

proteína ROBO2 por arriba de un nivel de umbral de 

referencia.  

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, el nivel de proteína 5 

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 proteína 

ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estándares por arriba 

del nivel de referencia. 10 

  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 riñón 

crónica o proteinuria comprende un inhibidor de ROBO2. 

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 15 

tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 

es un anticuerpo de bloqueo o fragmento de enlace a antígeno 

del mismo específico para ROBO2, una molécula anti-sentido 

específica para ROBO2, un RNA de interferencia corto (siRNA) 

específico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequeña de 20 

ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un análogo 

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.  25 
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  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 

es específico para el dominio de enlace a Ig1 SLIT, los 

dominios de enlace a Ig1 e Ig2 SLIT, el dominio de enlace 

intracelular Nck, o cualquier combinación de los mismos.  5 

  En algunas modalidades de estos métodos y todos de 

tales métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 

es una proteína de fusión ROBO2 negativa dominante, un 

polipéptido que comprende un dominio extracelular ROBO2 sin 

el dominio extracelular, o un polipéptido que comprende un 10 

dominio extracelular ROBO2 sin el dominio extracelular. 

  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 

aminoácidos de SEQ ID NO: 1 codificada por la secuencia de 15 

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 ROBO2 humana que tiene la 

secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3 codificada por la 

secuencia mRNA de SEQ ID NO: 4. 20 

Definiciones 

  Por conveniencia, ciertos términos empleados en la 

presente, en la especificación, ejemplos y reivindicaciones 

adjuntas se recolectan aquí. A menos que se establezca de 

otra manera, o sea implícito del contexto, los siguientes 25 
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términos y frases incluyen los significados proporcionados 

enseguida. A menos que se establezca explícitamente 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 la técnica a la cual pertenece. Las 5 

definiciones se proporcionan para ayudar en la descripción de 

las modalidades particulares, y no se proponen para limitar 

la invención reclamada, debido a que el alcance de la 

invención se limita solo por las reivindicaciones. A menos 

que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y 10 

científicos utilizados en la presente tienen el mismo 

significado como es entendido comúnmente por una persona de 

experiencia ordinaria en la técnica a la cual está invención 

pertenece.  

  Como se utiliza en la presente el término “que 15 

comprende” o “comprende” se utiliza en referencia a 

composiciones, métodos, y componente(s) respectivo de los 

mismos, que son esenciales a la invención, pero abiertos a la 

inclusión de elementos no específicos, ya sea esenciales o 

no. 20 

  Como se utiliza en la presente el término “que 

consiste esencialmente de” se refiere a aquellos elementos 

requeridos para una modalidad dada. El término permite la 

presencia de elementos adicionales que no afectan 

materialmente la característica(s) básica y novedosa o 25 
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funcional de esa modalidad de la invención.  

  El término “que consiste de” se refiere a 

composiciones, métodos, y componentes respectivos de los 

mismos como son descritos en la presente, que son exclusivos 

de cualquier elemento no citado en esa descripción de la 5 

modalidad.  

  Como se utiliza en esta especificación y en las 

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 10 

ejemplo, las referencias al “método” incluye uno o más 

métodos, y/o etapas del tipo descrito en la presente y/o que 

llegarán a ser evidentes para aquellas personas expertas en 

la técnica en la lectura de esta descripción y así 

sucesivamente.  15 

  Diferente en los ejemplos de operación, o donde se 

indique de otra manera, todos los números que expresan 

cantidades de ingredientes o condiciones de reacción 

utilizados en la presente se deben entender como modificados 

en todos los casos por el término “aproximadamente”. El 20 

término “aproximadamente” cuando se utiliza en relación con 

porcentajes puede significar ±10%, ±5%, o ±1%. 

  A menos que se defina de otra manera en la 

presente, los términos científicos y técnicos utilizados en 

relación con la presente solicitud tendrán los significados 25 
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que son comúnmente entendidos por aquellas personas de 

experiencia ordinaria en la técnica a la cual esta 

descripción pertenece. Se debe entender que esta invención no 

se limita a la metodología particular, protocolos, y 

reactivos, etc., descritos en la presente y como tal pueden 5 

variar. La terminología utilizada en la presente es para el 

propósito de describir modalidades particulares solamente, y 

no se propone para limitar el alcance de la presente 

invención, que se define solamente por las reivindicaciones. 

Las definiciones de los términos comunes en inmunología, y 10 

biología 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 0-15 

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 biología molecular se 20 

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 0-632-02182-

9); and Robert A. Meyers (ed.), Maniatis y colaboradores, 25 



13  

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 5 

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 in Molecular Biology (CPMB) (Fred M. 10 

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, y 

colaboradores, ed. John Wiley and Sons, Inc.), que se 15 

incorporan a manera de referencia en la presente en sus 

totalidades. 

  Se entiende que la siguiente descripción detallada 

y los siguientes ejemplos son ilustrativos solamente y no se 

van a tomar como limitaciones en el alcance de la invención. 20 

Varios cambios y modificaciones a las modalidades descritas, 

que serán evidentes para aquellas personas de experiencia en 

la técnica, se pueden hacer sin apartarse del espíritu y 

alcance de la presente invención. Además, todas las patentes, 

solicitudes de patente, y publicaciones identificadas se 25 
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incorporan expresamente en la presente a manera de referencia 

para el propósito de describir y divulgar, por ejemplo, las 

metodologías descritas en tales publicaciones que se podrían 

utilizar en relación con la presente invención. Estas 

publicaciones se proporcionan solamente para su descripción 5 

antes de fecha de presentación de la presente solicitud. Nada 

en este sentido se debe considerar como una admisión que los 

inventores no tienen derecho a anteceder tales en virtud de 

la técnica previa o por cualquier otra razón. Todas las 

declaraciones en cuanto a la fecha o representación como los 10 

contenidos de estos documentos se basan en la información 

disponible a los solicitantes y no constituyen ninguna 

admisión como para la corrección de las fechas o contenidos 

de estos documentos.  

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS  15 

  Las FIGS. 1A-1R muestran que Robo2 se expresa y se 

sitúa en la superficie de células basales de podocitos. Todas 

las inmunotinciones en (FIGS. 1A-1Q) se llevan a cabo en los 

días E16.5 de ratón a 600X de aumento (ver FIGS. 5A-5M para 

inmunotinciones en los glomérulos de ratón adulto). (FIGS. 20 

1A-1C) el Robo2 se co-localiza con la proteína de diafragma 

slit de podocitos nefrina. (FIGS. 1D-2F) Robo2 se co-localiza 

con la proteína de diafragma slit de podocitos podocina. 

(FIGS. 1G-1I) Robo2 se co-localiza con la proteína adaptadora 

Nck en los glomérulos. (FIGS. 1J-1L) Robo2 se expresa en la 25 
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superficie de podocitos basales adyacentes a la proteína de 

membrana basal glomerular nidógeno. (FIGS. 1M-1O) Robo2 no se 

co-localiza con el marcador de proteína de células 

endoteliales glomerular Pecam1. (FIG. 1P) la región agrandada 

en recuadro en (FIG. 1L) muestra que el Robo2 se expresa 5 

predominantemente sobre la superficie de células basales 

(flecha) de los podocitos (p) adyacentes al marcador de 

membrana basal glomerular nidógeno. El Robo2 se expresa 

débilmente en las superficies celulares ápicas y laterales 

(cabezas de flechas) de los podocitos. (FIG. 1Q) el Robo2 se 10 

expresa predominantemente sobre la superficie de células 

basales (flechas) de los podocitos (p) y se expresa 

débilmente en las superficies celulares ápicas o laterales 

(cabezas de flecha). (FIG. 1R) la microscopía electrónica de 

inmuno-oro muestra la localización de parciales de oro 15 

(flechas) conjugados al anticuerpo Robo2 en el proceso basal 

(fp) de un podocito de un ratón de 3 semanas de edad. GBM, 

membrana basal glomerular. Aumento: 50,000X. Ver también 

FIGS. 5A-5M. 

  Las FIGS. 2A-2J muestran que el Robo2 interactúa 20 

con la proteína adaptadora Nck y forma un complejo con 

nefrina. (FIG. 2A) los ensayos de dos híbridos de levadura 

muestran una interacción positiva entre el dominio 

intracelular Robo2 (Robo2-ICD) y Nck1. El reportador LacZ (X-

gal): +++, la levadura se volvió oscura; ++, luz; -, blanco 25 
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en 24 horas. Reportador de leucina (-Leu): +, la levadura se 

desarrolló; -, la levadura no se desarrolló. CC, región 

conservada citoplásmica. Los números indican las posiciones 

de residuos en la proteína de longitud completa. (FIG. 2B) 

los ensayos de dos híbridos de levadura muestran que los 5 

primeros dos dominios SH3 de Nck1 son requeridos para su 

interacción con Robo2-ICD. (FIG. 2C) Los ensayos de dos 

híbridos de levadura muestran los dominios de enlace 

potenciales que median la interacción de Robo2 y Nck1. La 

secuencia es la región de enlace potencial en Robo2 para 10 

Nck1. Se destacan las regiones ricas en prolina. (FIG. 2D) La 

Co-precipitación de Robo2 y Nck. Los lisados celulares en la 

línea 5 se recolectan de células transfectadas con His-myc-

Robo2 (utilizadas en las líneas 1 y 2); los lisados celulares 

en la línea 6 se recolectan de células transfectadas con His-15 

myc-Robo2-NBD (utilizadas en las líneas 3 y 4). (FIG. 2E) La 

co-precipitación de Robo2, Nck, y nefrina. (FIG. 2F) Una co-

precipitación similar como (FIG. 2E) excepto que la His-myc-

nefrina se extrae en lugar de His-myc-Robo2. (FIG. 2G) La co-

inmunoprecipitación de Robo2 endógeno de riñón, Nck, y 20 

nefrina. (FIG. 2H) Un ensayo similar como (FIG. 2G) excepto 

que los precipitados se preparan utilizando anticuerpo anti-

nefrina de ratón. (I) Slit2 mejora la formación en complejo 

de Robo2-Nck-nefrina. His-myc-Robo2, nefrina, y Fyn se 

expresan en las células HEK que se estimulan con medio 25 
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acondicionado con Slit2 (líneas 1, 3) o medio acondicionado 

de control (línea 2, 4). (FIG. 2J) Cuantificación 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'. 5 

  Las FIGS. 3A-3G muestran que la señalización Slit2-

Robo2 inhibe la polimerización de actina mediada por nefrina. 

(FIG. 3A) CD16/7-NCD se co-expresa con Robo2 en células HEK, 

que se tratan con anti-CD16 y anticuerpo anti-IgG conjugado 

con rodamina en presencia de medio acondicionado con Slit2 10 

(Slit) o medio acondicionado de control (CTL). Las células 

luego se fijan y se tiñen con faloidina conjugada con FITC 

para revelar la F-actina. Barra de escala, 5 μm. NCD: dominio 

citoplásmico de nefrina. (FIG. 3B) Un ensayo similar como 

(FIG. 3A) excepto que CD16/7-NCD se reemplaza por CD16/7-HA y 15 

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 20 

inmunoprecipita por el anticuerpo anti-CD 16 después de la 

estimulación del medio acondicionado con Slit2 (líneas 1 y 3) 

o el medio acondicionado de control (líneas 2 y 4). Notar la 

F-actina reducida en la línea 1. El CD 16/7-HA se utiliza 

como un control negativo. (FIG. 3E) Cuantificación de 25 
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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) Inmunoprecipitación de nefrina 

de riñones de ratón homocigotos inactivados con Robo2 (Robo2-

/-), heterocigotos (Robo2+/-), y de tipo silvestre (Robo2+/+) 5 

que utilizan el anticuerpo anti-nefrina. Notar la F-actina 

incrementadas en la línea 3. (FIG. 3G) Cuantificación de 

intensidad de (FIG. 3F). Los datos se representan como media 

± SEM; n=4, *p < 0.05 comparados con el análisis ANOVA, de 

tipo silvestre y heterocigoto. Ver también las FIGS. 7A-7C. 10 

  Las FIGS. 4A-4W muestran los fenotipos 

estructurales de podocitos en ratones nulos homocigotos de 

Robo2, inactivados específicos de podocitos de Robo2, y 

genéticamente desactivados dobles Robo2 y Nphs1. (FIGS. 4A y 

4B) Imágenes representativas de recién nacido muestran los 15 

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

Bowman (flechas) en ratones nulos homocigotos de tipo 

silvestre (FIG. 4 A) y Robo2 (FIG. 4B). (FIGS. 4C y 4D) 

Imágenes con alto aumento de (FIGS. 4A y 4B) muestran 

procesos basal de podocitos (flechas) en riñones de recién 20 

nacido. Barra de escala, 1 μm. (FIGS. 4E y 4F) Imágenes 

representativas de riñones de 3 semanas en aumento bajo 

muestran el cuerpo de células de podocitos (cabezas de 

flecha) en un ratón nulo homocigoto Robo2 (FIG. 4F) comparado 

con un control de edad coincidente (FIG. 4E). (FIGS. 4G y 4H) 25 
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Imágenes de aumento más alto de (FIGS. 4E y 4F) procesos 

basales divagantes más cortos desorganizados (flecha) en un 

ratón 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 5 

escala: 2 μm. (FIGS. 41 y 4J) Las imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión representativas (aumento a 5000x) 

representan el borramiento de proceso basal de podocitos 

segmentario focal (flecha en la FIG. 4J) en un ratón 

inactivado específico de podocitos de Robo2 de un mes de 10 

edad. Y el fenotipo normal en el control. (FIG. 41). 

Abreviaciones: gc: capilar glomerular; us: espacio urinario. 

(FIGS. 4K y 4L) Las imágenes de microscopía electrónica de 

transmisión de aumento más alto (40000x) muestran procesos 

basales de podocitos más amplios (flecha en la FIG. 4L) en un 15 

ratón mutante específico 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 cuantificación del ancho del 

proceso basal de podocitos en ratones inactivados específicos 20 

de podocitos de Robo2
del5/fox

;Tg
Nphs2-Cre+

 de un mes de edad (Robo2 

KO) y los controles de crías de la camada de tipo silvestre 

(WT). Los datos se representan como media ± SEM, n=333, *p < 

0.01. (FIG. 4N) Ensayo ELISA de la muestra de orina muestra 

una relación de albúmina/creatinina elevada en ratones 25 
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adultos (KO) Robo2
del5/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) tinción de Western 

muestra la presencia de la albúmina en la orina; 1μl de orina 

se carga en cada cavidad, 0.2g de albúmina se utiliza como un 5 

control positivo. WT, tres crías de camada de tipo silvestre; 

Robo2 KO, tres ratones Robo2del5/flox;Nphs2-Cre+ 

individuales. (FIGS. 4P y 4Q) Imágenes de microscopía 

electrónica de exploración representativas muestran los 

procesos basales de podocitos de interdigitalización 10 

alterados que se asemejan a protuberancias celulares 

desorganizadas (flechas) en el riñón de ratón recién nacido 

homocigoto individual Nphs1-/-. Barras de escala: 1 μm. 

(FIGS. 4R y 4S) Glomérulos de ratones recién nacidos 

homocigotos dobles Nphs1-/-Robo2-/- muestran los procesos 15 

basales de interdigitalización restaurados (flechas), 

indicando el alivio del fenotipo nulo de nefrina al inactivar 

genéticamente el Robo2. (FIGS. 4T y 4U), Glomérulos de 

ratones recién nacidos homocigotos individuales Robo2-/- 

muestran procesos basales irregulares y más amplios pero 20 

formación de patrón de interdigitalización extensiva 

(flechas). (FIGS. 4V y 4W), Glomérulos de ratones de tipo 

silvestre recién nacidos con patrón de interdigitalización 

regular normal del proceso basal (flechas). Ver también FIGS. 

8A-8Z y Tablas 1-4. 25 
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  Las FIGS. 5A-5M muestran que el Robo2 se expresa en 

los glomérulos de desarrollo y adultos. (FIGS. 5A y 5B) El 

análisis de hibridación 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-5 

5F) Los estudios de inmunohistoquímica (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 específicamente en los glomérulos de ratones 

adultos a las 5 semanas de edad (FIG. 5G). El DAPI marca los 10 

núcleos celulares en el riñón. Aumento: 400X. (FIG. 5H) 

Tinciones de co-localización de IHC de riñón de 5s muestra 

que el Robo2 se co-expresa en el glomérulo con el marcador de 

podocitos Wt1. Aumento: 600X. (FIGS. 5I-5K) Robo2 y WT1 se 

co-expresan en el glomérulo de ratón en E16.5. Aumento: 600X. 15 

(FIGS. 5L y 5M) Tinciones de co-localización de IHC de riñón 

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. 20 

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

con Nck y forma un complejo con nefrina, que es aumentado por 

la estimulación de Slit2. (FIG. 6A) Co-IP de Robo2 y nefrina 

con Nck endógeno. Robo2, nefrina, y Fyn se expresan en 

células HEK y se estimulan por Slit2. El Nck endógeno se 25 
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inmunoprecipita por un anticuerpo anti-Nck. La IgG de ratón 

se utiliza como un control. La formación compleja con nefrina 

se aumenta por la expresión de Slit2 y Fyn. (FIGS. 6B y 6C) 

Slit2 se expresa en los glomérulos de ratón recién nacido por 

la tinción de Inmunoperoxidasa (FIG. 6B) y se co-expresa en 5 

el glomérulo con el marcador de podocitos Sinaptopodina (FIG. 

6C). Aumento: 600X. (FIGS. 6D y 6D') CD16/7-NCD se co-expresa 

con Robo2 en células HEK en presencia de Slit2, tratadas con 

anticuerpo anti-CD16 y anticuerpo anti-IgG conjugado con 

rodamina, luego se fija y se tiñe con anticuerpo anti-Robo2. 10 

Las agrupaciones CD16/7-NCD se co-localizan con Robo2 (FIG. 

6D) pero no se observa la co-localización en las agrupaciones 

CD16/7-HA de control (FIG. 6D'). Barra de escala: 5 μm. NCD: 

dominio citoplásmico de nefrina. (FIGS. 6E y 6E') Supresión 

del dominio de enlace a Nck (NBD) en Robo2 deteriora su co-15 

localización con CD16/7-NCD en presencia de Slit2. Las 

agrupaciones CD16/7-NCD se co-localizan con Robo2 (FIG. 6E) 

pero no se observa co-localización en las agrupaciones Robo2-

NBD (FIG. 6E'). Barra de escala: 5 μm. (FIGS. 6F y 6F') La 

estimulación de Slit2 mejora la co-localización de CD16/7-NCD 20 

y Robo2 en células HEK. Las agrupaciones CD16/7-NCD se co-

localizan con Robo2 en presencia de Slit2 (FIG. 6F) pero no 

con el medio acondicionado de control (FIG. 6F'). Barra de 

escala: 5 μm. 

  Las FIGS. 7A-7C muestran que la supresión del 25 
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dominio de enlace a Nck de Robo2 compromete la inhibición de 

Slit2-Robo2 en la polimerización de actina inducida por 

nefrina. (FIG. 7A) CD16/7-NCD y Robo2 se co-expresaron a 

células HEK, se agruparon con anticuerpo anti-CD16 y el 

anticuerpo anti-IgG conjugado con rodamina en presencia del 5 

medio acondicionado con Slit2 (Slit2) o el medio 

acondicionado de control (CTL). Las células luego se fijaron 

y se tiñeron con faloidina conjugada con FITC para revelar 

fibras de F-actina. Las agrupaciones de CD16/7-NCD y las 

fibras de F-actina se examinaron utilizando microscopía 10 

confocal. Barra de escala, 5μm. NCD, dominio de citoplásmico 

de nefrina. (FIG. 7B) CD16/7-NCD y Robo2-NBD se co-

expresaron en células HEK. Barra de escala, 5μm. NBD, dominio 

de enlace a Nck. (FIG. 7C) Se cuantificó el porcentaje de 

células con colas de F-actina sobre células totales con 15 

agrupaciones CD16/7-NCD en cada grupo. Los datos se 

representan como media ± SEM, *p = 1.436xl0
-5
, **p = 6.32xl0

-

5
, n=5, ANOVA. 

  Las FIGS. 8A-8Z muestran el fenotipo glomerular en 

ratones nulos homocigotos Robo2, inactivados específicos de 20 

podocitos de Robo2, inactivados dobles Robo2 y Nphs1, y un 

modelo propuesto de señalización de Robo2-Nefrina. (FIGS. 8A-

8F) Análisis de microscopía electrónica de transmisión de la 

ultraestructura glomerular de riñón de ratones mutantes 

Robo2
del5/del5

 recién nacidos (NB). (FIGS. 8A, 8C, 8E) 25 
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Ultrastructura glomerular de un ratón de control Robo2 

heterocigoto recién nacido en aumentos bajos (FIG. 8 A, 

2200X), medios (FIG. 8C, 15500X) y altos (FIG. 8E, 52000X). 

(FIGS. 8B, 8D, 8F) Ultrastructura glomerular de un ratón 

mutante Robo2 (-/-) (es decir, Robo2
del5/del5

) homocigoto recién 5 

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

(FIG. 8F). Las flechas indican el borramiento 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 10 

ratones inactivados específicos de podocitos de Robo2. (FIGS. 

8G-8J) Representan imágenes de microscopía electrónica de 

exploración representativas de glomérulos de ratones 

inactivados específicos de podocitos de Robo2
del55/flox

;Nphs2-

Cre
+
 de un mes de edad y ratones de control Robo2

flox/+
 de edad 15 

coincidente. Las irregularidades leves de los procesos 

basales de podocitos de interdigitalización se encontraron en 

un ratón inactivado específico de podocitos de Robo2 de un 

mes de edad (FIGS. 8K y 8N). A los siete meses de edad, los 

ratones inactivados específicos de podocitos de Robo2 20 

desarrollaron notablemente procesos basales irregulares 

(FIGS. 8L y 8N). Barras de escala: 10 μm (FIGS. 8G, 8H, 8K, 

8L a 2000x de aumento) y 2 μm (FIGS. 81, 8J, 8M ,8N a 13000x 

de aumento). (FIGS. 80-8T) Morfología glomerular en ratones 

inactivados específicos de podocitos de Robo2. (FIGS. 80-8R) 25 
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Tinción de ácido periódico de Schiff (PAS) mostró expansión 

de matriz mesangial de los glomérulos de ratones inactivados 

específicos 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. 8S) El análisis 5 

cuantitativo de glomérulos muestra la expresión de matriz 

mesangial en ratones inactivados específicos 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 inactivación 10 

genética específica de podocitos de Robo2 (T) no afecta los 

números de podocitos. Las células de podocitos se 

identificaron utilizando la tinción WT-1. El número de 

podocitos por sección transversal glomerular se contó en 

cuatro ratones inactivados específicos de podocitos de 15 

Robo2
del5/flox

;Tg
Nphs2-Cre+

 de un año 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 20 

Robo2 y Nphs1. (FIG. 8U) Tinción H&E muestra los glomérulos 

con dilataciones características del espacio de Bowman 

(asteriscos) en un ratón recién nacido homocigoto individual 

Nphs1
-/-

, 400x. (FIG. 8V) Glomérulos de un ratón recién nacido 

homocigoto individual Robo2
-/-

 muestra la ausencia de las 25 
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dilataciones del espacio de Bowman; 400x. (FIG. 8W) Los 

glomérulos de búsqueda normales sin dilataciones espaciales 

de Bowman significativas (flechas) se muestran en un ratón 

recién nacido homocigoto doble Robo2
-/-
, Nphs1

-/-
 que indica el 

alivio del fenotipo glomerular Nphs1
-/-
; 400x. (FIG. 8X) 5 

Tinción de H&E de riñón de glomérulos normales de un control 

de ratón recién nacido de tipo silvestre de edad coincidente; 

400x. (FIG. 8Y) Cuantificación de los glomérulos con el 

espacio de Bowman dilatado en ratones recién nacidos muestra 

la reducción significativa de los glomérulos con el fenotipo 10 

de dilatación característico del espacio de Bowman en 

homocigotos dobles Robo2
-/-
, Nphs1

-/-
 comparados con el 

homocigoto individual Nphs1
-/-

 (Robo2
-/-
; Nphs1

-/-
). Los datos 

se representan como media ± SEM, *p < 0.01. (FIG. 8Z) Un 

modelo de efectos inhibidores de señalización Slit2-Robo2 en 15 

nefrina para influir en la estructura del proceso basal de 

podocitos. Bajo condiciones fisiológicas (por ejemplo, 

durante el desarrollo de proceso basal), los dominios de 

tirosina fosforilada intracelular de nefrina (YDxV-p) 

reclutan Nck a través de su interacción con el dominio SH2. 20 

Nck a su vez recluta los reguladores de citoesqueleto a 

través de sus dominios SH3 para promover la polimerización de 

actina. El Slit2 se enlaza a Robo2 para incrementar la 

interacción del dominio intracelular Robo2 con los dominios 

SH3 de Nck, que evitaría el enlace de Nck a los reguladores 25 
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de citoesqueleto y daría por resultado una inhibición de la 

polimerización de actina inducida por nefrina. La 

polimerización de actina balanceada se mantiene durante el 

desarrollo de podocitos para una estructura de proceso basal 

normal. En ausencia de la señalización de Slit2-Robo2 (por 5 

ejemplo, cuando Robo2 se inactiva), los efectos inhibidores 

de Robo2 en la polimerización inducida por nefrina se 

pierden. Los dominios SH3 de Nck son capaces de interactuar 

con los reguladores de citoesqueleto corriente abajo para 

incrementar la polimerización de actina, que puede explicar 10 

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 homólogo 2 Src; SH3: dominio homólogo 3 Src; CCO, 

CC1, CC2, CC3: Región conservada citoplásmica 0, 1, 2, 3. 15 

DESCRIPCIÓN DETALLADA  

  Se ha mostrado previamente que Robo2 es el receptor 

de superficie celular para la señal guía repulsiva Slit y que 

es implicada en la migración guía de axón y neuronal en el 

sistema nervioso. La nefrina es una proteína slit-diafragma 20 

de podocitos que funciona en la barrera de filtración 

glomerular de riñón. Los inventores muestran en la presente 

que el Robo2 se expresa en la superficie basal de los 

podocitos, tales como podocitos de ratón, y se co-localiza 

con nefrina. Los estudios bioquímicos indican que Robo2 forma 25 
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un complejo con nefrina en el riñón a través de la proteína 

adaptadora en Nck. En contraste a la función de la nefrina 

que promueve la polimerización de actina, los inventores 

muestran en la presente que la señalización Slit2-Robo2 

inhibe la polimerización de actina inducida por nefrina, Por 5 

ejemplo, la cantidad de F-actina asociada con nefrina se 

incrementa en los ratones inactivados Robo2 que desarrollan 

una estructura de proceso basal de podocitos alterada y 

microalbuminuria. Los estudios de interacción genética 

revelan además que la pérdida de Robo2 mejora el fenotipo de 10 

podocitos anormal en el ratón nulo de nefrina. Los resultados 

proporcionados en la presente muestran que la señalización 

Robo2 actúa como un regulador negativo en la nefrina para 

influir en la arquitectura del proceso basal de podocitos.  

  Además, se ha mostrado que un paciente que tiene 15 

reflujo vesicouretral (VUR) tiene una translocación de 

cromosomas que altera el gen ROBO2 y produce proteínas de 

fusión ROBO2 negativas dominantes que anulan la ruta de 

señalización SLIT2-ROBO2. Normalmente, el VUR es una 

enfermedad caracterizada por el flujo retrogrado de orina de 20 

la vejiga en los uréteres y riñón y los pacientes con VUR 

pueden presentarse con nefropatía de reflujo, una condición 

que se manifiesta con proteinuria grave. Se ha mostrado que 

las proteínas de fusión ROBO2 negativas dominantes producidas 

por un paciente con VUR bloquea la ruta de señalización 25 
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SLIT2-ROBO2 y protege al paciente de la nefropatía de reflujo 

y proteinuria, confirmando de esta manera y apoyando además 

los resultados de los inventores en los modelos animales del 

valor terapéutico del objetivo de la ruta de señalización 

SLIT2-ROBO2 para el tratamiento de la enfermedad de riñón 5 

crónica. 

  En el riñón normal, la pared capilar glomerular 

trilaminal, compuesta de células endoteliales fenestradas, 

membrana basal y podocitos, restringen la permeabilidad a las 

proteínas plasmáticas. Los podocitos son células epiteliales 10 

especializadas que extienden los procesos primarios y 

secundarios para cubrir la superficie exterior de la membrana 

basal glomerular. Los procesos secundarios de 

interdigitalización ricos en actina, o procesos basales, de 

los podocitos vecinos crean slit de filtración conectadas por 15 

un slit-diafragma semi-poroso que forma la barrera final a la 

permeación de la proteína. Mientras que las mutaciones 

genéticas de las proteínas slit-diafragma de podocitos tal 

como nefrina y otras se asocian con la formas hereditarias de 

la enfermedad renal proteinúrica (Tryggvason y colaboradores, 20 

2006), ha sido evidente que las proteínas que constituyen y 

se asocian con el slit-diafragma son más que una barrera 

estructural simple. Estas proteínas forman una red de 

señalización balanceada que puede influir en la estructura 

del proceso basal de podocitos y funciona a través de la 25 
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interacción del citoesqueleto de F-actina (Faul y 

colaboradores, 2007; Jones y colaboradores, 2006; Verma y 

colaboradores, 2006). 

  Las proteínas de la familia Roundabout (Robo), 

Robol, Robo2, Robo3 y Robo4 son receptores de superficie 5 

celular para el ligando secretado Slit (Dickson y Gilestro, 

2006). Slit1, Slit2, y Slit3 se encontraron originalmente 

como señales guía repulsivas para las neuronas de orientación 

y migración de axones durante el desarrollo del sistema 

nervioso (Guan y Rao, 2003). La proteína transmembrana Robo 10 

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) interactúan con Slit, el primer motivo 

Igl de Robo es el sitio de enlace primario para Slit (Dickson 15 

y Gilestro, 2006). El dominio intracelular de Robo tiene 

cuatro secuencias conservadas citoplásmicas (CC) nombradas 

CC0, CC1, CC2, y CC3 (Bashaw y colaboradores, 2000; Kidd y 

colaboradores, 1998; Morlot y colaboradores, 2007; Zallen y 

colaboradores, 1998). CC0 y CC1 contienen tirosina, mientras 20 

que CC2 y CC3 son estiramientos ricos en prolina. La 

actividad repulsiva de la señalización de SLIT-ROBO inhibe la 

polimerización de actina (Guan y Rao, 2003) o induce la 

despolimerización de F-actina (Piper y colaboradores, 2006). 

  La señalización de SLIT-ROBO también desempeña 25 
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funciones cruciales durante la inducción renal temprana y la 

proliferación de yemas uretrales. Los mutantes de ratón que 

carecen de Slit2 o Robo2 desarrollan yemas uretrales 

supernumerarias, que conducen a un amplio aspecto de fenotipo 

del tracto urinario que incluyen riñones dúplex, uniones 5 

ureterovesicales anormales e hidronefrosis (Grieshammer y 

colaboradores, 2004; Lu y colaboradores 2007). La alteración 

de ROBO2 en los humanos provoca anomalías congénitas de los 

riñones y tractor urinarios (CAKUT), y mutaciones puntuales 

de ROBO2 se han identificado en paciente con reflujo 10 

vesicouretral (VUR) (Lu y colaboradores, 2007). Los estudios 

recientes de los inventores muestran que Robo2 es crucial 

para la formación de un orificio uretral normal y para el 

mantenimiento de un mecanismo anti-reflujo efectivo (Wang y 

colaboradores, 2011). 15 

  En este punto los inventores muestran que el Robo2 

es una proteína de podocitos novedosa expresada en la 

superficie basal de los podocitos glomerulares en el riñón y 

se co-localiza con la nefrina y podocina. El Robo2 interactúa 

directamente con los dominios de proteína adaptadora Nck SH3 20 

y forma un complejo con nefrina. Mientras que los ratones 

inactivados de Robo2 desarrollan procesos basales de 

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 25 
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en la presente indican que la señalización Robo2 actúa como 

un regulador negativo en la señalización de nefrina para 

incluir en la arquitectura del proceso basal de podocitos. 

Además, como se muestra en la presente, se ha descubierto que 

las proteínas de fusión ROBO2 negativas dominantes producidas 5 

por un paciente bloquea la ruta de señalización SLIT2-ROBO2 y 

protege al paciente de la nefropatía de reflujo y la 

proteinuria, confirmando de esta manera y apoyando además los 

resultados descritos en la presente en los modelos animales 

del volumen terapéutico para fijar como objetivo la ruta de 10 

señalización SLIT2-ROBO2 para el tratamiento de enfermedad de 

riñón crónica.  

  Como se utiliza en la presente, “ROBO2” se refiere 

al polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de: 

MARRHERVTRRMWTWAPGLLMMTVVFWGHQGNGQGQGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSK 15 

GEPTTLNCKAEGRPTPTIEWYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDE

GSYVCVARNYLGEAVSRNASLEVALLRDDFRQNPTDVVVAAGEPAILECQPPRGHPEPTIY

WKKDKVRIDDKEERISIRGGKLMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTF

LRRPINQVVLEEEAVEFRCQVQGDPQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDE

GTYMCIAENRVGKMEASATLTVRAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPQPAVFWQK20 

EGSQNLLFPNQPQQPNSRCSVSPTGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTD

VLTDRPPPIILQGPANQTLAVDGTALLKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQG

TLQIKNLRISDTGTYTCVATSSSGETSWSAVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTD

VTKNSVTLSWQPGTPGTLPASAYIIEAFSQSVSNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLF

MVRAINPQGLSDPSPMSDPVRTQDISPPAQGVDHRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQV25 
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TWTVDRQPQFIQGYRVMYRQTSGLQATSSWQNLDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYEIKVRPY

FNEFQGMDSESKTVRTTEEAPSAPPQSVTVLTVGSYNSTSISVSWDPPPPDHQNGIIQEYK

IWCLGNETRFHINKTVDAAIRSVIIGGLFPGIQYRVEVAASTSAGVGVKSEPQPIIIGRRN

EVVITENNNSITEQITDVVKQPAFIAGIGGACWVILMGFSIWLYWRRKKRKGLSNYAVTFQ

RGDGGLMSNGSRPGLLNAGDPSYPWLADSWPATSLPVNNSNSGPNEIGNFGRGDVLPPVPG5 

QGDKTATMLSDGAIYSSIDFTTKTSYNSSSQITQATPYATTQILHSNSIHELAVDLPDPQW

KSSIQQKTDLMGFGYSLPDQNKGNNGGKGGKKKKNKNSSKPQKNNGSTWANVPLPPPPVQP

LPGTELEHYAVEQQENGYDSDSWCPPLPVQTYLHQGLEDELEEDDDRVPTPPVRGVASSPA

ISFGQQSTATLTPSPREEMQPMLQAHLDELTRAYQFDIAKQTWHIQSNNQPPQPPVPPLGY

VSGALISDLETDVADDDADDEEEALEIPRPLRALDQTPGSSMDNLDSSVTGKAFTSSQRPR10 

PTSPFSTDSNTSAALSQSQRPRPTKKHKGGRMDQQPALPHRREGMTDEEALVPYSKPSFPS

PGGHSSSGTASSKGSTGPRKTEVLRAGHQRNASDLLDIGYMGSNSQGQFTGEL 

(isoforma del homólogo 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 15 

MSLLMFTQLLLCGFLYVRVDGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSKGEPTTLNCKAEGRPTPT

IEWYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDEGSYVCVARNYLGEAVSR

NASLEVALLRDDFRQNPTDVVVAAGEPAILECQPPRGHPEPTIYWKKDKVRIDDKEERISI

RGGKLMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTFLRRPINQVVLEEEAVEF

RCQVQGDPQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDEGTYMCIAENRVGKMEAS20 

ATLTVRAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPQPAVFWQKEGSQNLLFPNQPQQPNS

RCSVSPTGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTDVLTDRPPPIILQGPANQ

TLAVDGTALLKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQGTLQIKNLRISDTGTYTC

VATSSSGETSWSAVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTDVTKNSVTLSWQPGTPGT

LPASAYIIEAFSQSVSNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLFMVRAINPQGLSDPSPMS25 
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DPVRTQDISPPAQGVDHRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQVTWTVDRQPQFIQGYRVM

YRQTSGLQATSSWQNLDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYEIKVRPYFNEFQGMDSESKTVRTT

EEAPSAPPQSVTVLTVGSYNSTSISVSWDPPPPDHQNGIIQEYKIWCLGNETRFHINKTVD

AAIRSVIIGGLFPGIQYRVEVAASTSAGVGVKSEPQPIIIGRRNEVVITENNNSITEQITD

VVKQPAFIAGIGGACWVILMGFSIWLYWRRKKRKGLSNYAVTFQRGDGGLMSNGSRPGLLN5 

AGDPSYPWLADSWPATSLPVNNSNSGPNEIGNFGRGDVLPPVPGQGDKTATMLSDGAIYSS

IDFTTKTSYNSSSQITQATPYATTQILHSNSIHELAVDLPDPQWKSSIQQKTDLMGFGYSL

PDQNKGNNGGKGGKKKKNKNSSKPQKNNGSTWANVPLPPPPVQPLPGTELEHYAVEQQENG

YDSDSWCPPLPVQTYLHQGLEDELEEDDDRVPTPPVRGVASSPAISFGQQSTATLTPSPRE

EMQPMLQAHLDELTRAYQFDIAKQTWHIQSNNQPPQPPVPPLGYVSGALISDLETDVADDD10 

ADDEEEALEIPRPLRALDQTPGSSMDNLDSSVTGKAFTSSQRPRPTSPFSTDSNTSAALSQ

SQRPRPTKKHKGGRMDQQPALPHRREGMTDEEALVPYSKPSFPSPGGHSSSGTASSKGSTG

PRKTEVLRAGHQRNASDLLDIGYMGSNSQGQFTGEL (isoforma del homólogo 2 

de Roundabout de Homo sapiens ROBO2b; SEQ ID NO: 3), como se 

describe por, por ejemplo, NP_002933.1 y codificada por 15 

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. Típicamente, ROBO2 se refiere a 

ROBO2 humano. El gen de ROBO2 se conserva en chimpancé, mono 

Rhesus, perro, vaca, ratón, rata, pollo, pez cebra, mosca de 20 

la fruta, mosquito, y C.elegans. Los residuos específicos de 

ROBO2 se pueden referir como, por ejemplo, “ROBO2(30)”. 

  Los dominios específicos de ROBO2 se pueden 

preferir por tal nomenclatura también. La N-terminal o 

“dominio extracelular de ROBO2”, que compren los cinco 25 
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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 interactúan con 

Slit2, o el “dominio de enlace a Ig SLIT” se pueden referir 5 

como ROBO2(46-145) y ROBO2(151-237) respectivamente de SEQ ID 

NO: 1, y ROBO2(30-129) y 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, 10 

descritos en la presente, se pueden referir como ROBO2(881-

1378) de SEQ ID NO: 3. 

  Como se utiliza en la presente, los términos 

“inhibidor de ROBO2”, “antagonista de ROBO2” “agente de 

inhibidor de ROBO2” y “agente de antagonista de ROBO2” se 15 

refieren a una molécula o agente que bloquea, y reduce o 

interfiere significativamente con la actividad biológica de 

ROBO2 (de mamífero, tal como humano, ROBO2) in vitro, in 

situ, y/o in vivo, incluyendo la actividad de las rutas 

corriente abajo por la señalización ROBO2, tal como, por 20 

ejemplo, interacción ROBO2 con la proteína adaptadora Nck y/o 

formación compleja con nefrina, inhibición mediada por SLIT2-

ROBO-2 de polimerización de actina mediada por nefrina, y/o 

inducción de una respuesta celular a ROBO2. El término 

“agente” como se utiliza en la presente en referencia a un 25 
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inhibidor de ROBO2 significa cualquier compuesto o sustancia 

tal como pero no limitado a, molécula pequeña, ácido 

nucleico, polipéptido, péptido, fármaco, ión, etc. Un 

“agente” puede ser cualquier químico, entidad, o porción, 

incluyendo, sin limitación, entidades proteínicas y no 5 

proteínicas sintéticas y de origen natural. En algunas 

modalidades de los aspectos descritos en la presente, un 

agente es un ácido nucleico, un análogo de ácido nucleico, 

una proteína, un anticuerpo, un péptido, un aptámero, un 

oligómero de ácidos nucleicos, un aminoácido, o un 10 

carbohidrato, e incluye, sin limitación, proteínas, 

oligonucleótidos, ribozimas, DNAzimas, glicoproteínas, RNAs 

anti-sentido, siRNAs, lipoproteínas, aptámeros, y 

modificaciones y combinaciones de los mismos etc. Los 

compuestos para el uso en las composiciones terapéuticas y 15 

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 clasificación conocidos por una persona de experiencia 

ordinaria en la técnica.  20 

  Los inhibidores 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-ROBO2 o fragmentos de enlace a antígeno de los mismos 

que se enlazan específicamente a ROBO2; moléculas anti-25 
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sentido dirigidas a un ácido nucleico que codifica ROBO2 (por 

ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos); moléculas de RNA de 

interferencia corto (“siRNA”) dirigidas a un ácido nucleico 

que codifica ROBO2 (por ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos); 

aptámeros de RNA o de DNA que se enlazan a ROBO2, e 5 

inhiben/reduce/bloquean la señalización mediada por ROBO2; 

análogos estructurales ROBO2; y proteínas ROBO2 solubles, 

polipéptidos inhibidores, por ejemplo, polipéptidos negativos 

dominantes, o polipéptidos de fusión de los mismos. En 

algunas modalidades de estos aspectos y todos de tales 10 

aspectos descritos en la presente, un inhibidor de ROBO2 (por 

ejemplo, un anticuerpo o fragmento de enlace a antígeno del 

mismo) se enlaza a (interactuar físicamente con) ROBO2, fija 

como objetivo la señalización ROBO2 corriente abajo, y/o 

inhibe (reduce) la síntesis, producción o liberación de 15 

ROBO2. En algunas modalidades estos aspectos y todos de tales 

aspectos descritos en la presente, un inhibidor de ROBO2 se 

enlaza y previene su enlace de un ligando de proteína SLIT, 

tal como SLIT2. En algunas modalidades de esos aspectos y 

todos de tales aspectos descritos en la presente, un 20 

inhibidor de ROBO2 reduce o elimina específicamente la 

expresión (es decir, transcripción o traducción) de una o más 

isoformas de ROBO2. 

  Como se utiliza en la presente, un inhibidor o 

antagonista de ROBO2 tiene la capacidad de reducir la 25 
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actividad y/o expresión 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 lo 

menos 50%, por lo menos 55%, por lo menos 60%, por lo menos 5 

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 más, relativo con el nivel de 

actividad o expresión en ausencia del inhibidor de ROBO2. 

  Por consiguiente, en algunas modalidades de las 10 

composiciones y métodos descritos en la presente el inhibidor 

de ROBO2 inhibe la traducción de señalo mediada por ROBO2. En 

algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos 

en la presente, el inhibidor de ROBO2 fija como objetivo la 

interacción de ROBO2 con la proteína adaptadora Nck y/o la 15 

formación compleja con nefrina, inhibición mediada por SLIT2-

ROBO-2 de la polimerización de actina mediada por nefrina, 

y/o inducción de una respuesta celular a ROBO2. 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, sitios de enlace de los 20 

inhibidores de ROBO2, tal como un anticuerpo o fragmento de 

enlace a antígeno del mismo, se dirigen contra un sitio de 

interacción de ligando ROBO2, tal como un sitio de 

interacción de ligando SLIT2. En algunas modalidades de las 

composiciones y métodos descritos en la presente, los sitios 25 
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de enlace del inhibidor de ROBO2, tal como un anticuerpo o 

fragmento de enlace a antígeno del mismo, se dirigen contra 

un sitio de interacción de adaptador ROBO2 tal como un sitio 

de interacción Nck o el dominio de enlace intracelular NCK 

que comprende los cuatro motivos ricos en prolina 5 

intracelulares de ROBO2. En algunas modalidades de las 

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 interacción 

de ligando, a fin de proporcionar el impedimento estérico 10 

para la interacción del receptor (por ejemplo, ROBO2) con su 

ligando (por ejemplo, SLIT2). Mediante el enlace a un sitio 

de interacción de ligando ROBO2, un inhibidor de ROBO2 

descrito en la presente puede reducir o inhibir la actividad 

o expresión de ROBO2, y la secuencia de señalización ROBO2 15 

corriente abajo (por ejemplo, interacción ROBO2 con la 

proteína adaptadora Nck y/o la formación compleja con 

nefrina, lo inhibición mediada por SLIT2-ROBO-2 de la 

polimerización de actina mediada por nefrina y/o la inducción 

de una respuesta celular a ROBO2). Por ejemplo, en algunas 20 

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 lo menos la Ig1, y 

preferiblemente ambos de los sitios Ig1 e Ig2, en ROBO2, es 

decir, ROBO2(46-145) y ROBO2(151-237) respectivamente de SEQ 25 
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ID NO: 1, y ROBO2(30-129) y ROBO2(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 ROBO2 que comprende el 5 

dominio de enlace intracelular Nck, es decir, ROBO2(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 que comprende los 10 

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 antígeno de los mismos, y RNAs inhibidores, etc., 

como se describe en la presente.  15 

  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 

antígeno del mismo que se enlaza selectivamente o interactúa 

físicamente con ROBO2. En algunas modalidades de las 20 

composiciones y métodos descritos en la presente, el 

inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo o fragmento de enlace a 

antígeno del mismo que se enlaza a ROBO2 e inhibe y/o bloqueo 

y/o previene la interacción con Nck y/o la formación compleja 

con nefrina. En algunas modalidades de las composiciones y 25 
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métodos descritos en la presente, el anticuerpo o fragmento 

de enlace a antígeno 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 antígeno del mismo se enlaza al domino de enlace 5 

Ig1 SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace a Ig1 e Ig2 SLIT 

de ROBO2, 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 10 

anticuerpo o fragmento de enlace a antígeno 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 antígeno del mismo se enlaza 15 

o bloquea el dominio de enlace intracelular en Nck que 

comprende los cuatro motivos ricos en prolina intracelulares 

de ROBO2. 

  Los anticuerpos específicos para o que se enlazan 

selectivamente a ROBO2, adecuados para el uso en las 20 

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 25 
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una biblioteca de expresión de Fab y/o fragmentos de enlace 

de cualquiera de lo anterior. Los anticuerpos también se 

refieren a moléculas de inmunoglobulina y porciones 

inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es 

decir, moléculas que contienen antígeno o sitios de enlace 5 

objetivos, o “fragmentos de enlace a antígeno”. 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, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) o 

subclase de molécula de inmunoglobulina, como es entendido de 10 

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-ROBO2 monoclonal o fragmento de enlace a 15 

antígeno.  

   En algunas modalidades de las composiciones y 

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 antígeno. Los términos 20 

“fragmento de anticuerpo”, “fragmento de enlace a antígeno” y 

“derivado de anticuerpo” como se utiliza en la presente, se 

refieren a un fragmento de proteína que comprenden solo una 

porción de un anticuerpo, que incluye generalmente un sitio 

de enlace a antígeno del anticuerpo intacto y retiene de esta 25 
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manera la capacidad de enlazarse al antígeno. Ejemplos de 

fragmentos de anticuerpo abarcados por los términos de 

fragmento de anticuerpo o fragmento de enlace a antígeno, 

incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene los dominios VL, CL, 

VH y CH1; (ii) el fragmento Fab', que es un fragmento Fab que 5 

tiene uno o más residuos de cisteína en la C-terminal del 

dominio CH1; (iii) el fragmento Fd que tiene los dominios VH y 

CH1; (iv) el fragmento Fd' que tiene los dominios VH y CH1 y 

uno o más residuos de cisteína en la C-terminal del dominio 

CH1; (v) el fragmento Fv que tiene los dominios VL y VH de un 10 

brazo individual de un anticuerpo; (vi) un fragmento de (Ward 

y colaboradores, Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste de 

un dominio VH o un dominio VL; (vii) regiones CDR aisladas; 

(viii) fragmentos F(ab')2 , un fragmento bivalente que 

incluye dos fragmentos Fab' enlazados por un puente de 15 

disulfuro en la región bisagra; (ix) moléculas de anticuerpo 

de cadena individual (por ejemplo Fv de cadena individual; 

scFv) (Bird y colaboradores, Science 242:423-426 (1988); y 

Huston y colaboradores, PNAS (USA) 85:5879-5883 (1988)); (x) 

“diacuerpos” con dos sitios de enlace a antígeno, que 20 

comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) 

conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) 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 lineales” que 25 
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comprenden un par de segmentos Fd en tándem (VH-Ch1-VH-Ch1) 

que, junto con los polipéptidos de cadena ligera 

complementarios, forman un par de regiones de enlace a 

antígeno (Zapata y colaboradores Protein Eng. 8(10): 1057-

1062 (1995); y patente de los Estados Unidos No. 5,641,870); 5 

y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (por 

ejemplo, modificados por la unión covalente de poli-

alquilenglicol (por ejemplo, polietilenglicol, 

polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polímero 

adecuado). 10 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, un inhibidor de o 

antagonista de ROBO2 es un derivado de anticuerpo quimérico 

de un anticuerpo antagonista de ROBO2 o fragmento de enlace a 

antígeno del mismo.  15 

  Los anticuerpos inhibidores o antagonistas de ROBO2 

y los fragmentos de enlace a antígeno de los mismos descritos 

en la presente también pueden ser, en algunas modalidades, un 

derivado de anticuerpo humanizado.  

  En algunas modalidades, los anticuerpos de 20 

inhibidor de o antagonistas de ROBO2 y los fragmentos de 

enlace a antígeno de los mismos descritos en la presente 

incluyen derivados que se modifican, es decir, por la unión 

covalente de cualquier tipo de molécula del anticuerpo, con 

la condición de que la unión covalente no evite que el 25 
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anticuerpo se enlace antígeno objetivo, por ejemplo, ROBO2. 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, se utilizan anticuerpos 

completamente humanos, que son particularmente deseables para 

el tratamiento terapéutico de pacientes humanos.  5 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 

comprende por lo menos una molécula anti-sentido capaz de 

bloquear o disminuir la expresión de un ROBO2 funcional 

particular al fijar como objetivo ácidos nucleicos que 10 

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 la 

presente, la por lo menos una molécula anti-sentido fija como 

objetivo ácidos nucleicos que codifican el dominio de enlace 15 

a Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades de las 

composiciones y métodos descritos en la presente, la por lo 

menos una molécula anti-sentido fija como objetivo ácidos 

nucleicos que codifican el dominio de enlace SLIT del ROBO2 o 

ambos de los dominios de enlace Ig1 e Ig2 SLIT de ROBO2. En 20 

algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos 

en la presente, la por lo menos una molécula anti-sentido 

fija como objetivo ácidos nucleicos que codifican el dominio 

intracelular ROBO2 en algunas modalidades de las 

composiciones y métodos descritos en la presente, la por lo 25 
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menos una molécula anti-sentido fija como objetivo ácidos 

nucleicos que codifican el dominio de enlace intracelular Nck 

que comprende los cuatro motivos ricos en prolina 

intracelulares de ROBO2. Los métodos son conocidos por 

aquellas personas de experiencia ordinaria en la técnica para 5 

la preparación de moléculas de oligonucleótido anti-sentido 

que se enlazarán específicamente a ROBO2 mRNA sin reacción 

cruzada con otros polinucleótidos. Sitios ejemplares de 

orientación incluyen, pero no se limitan a, el codón de 

inicio, las regiones reguladoras 5', que incluyen promotores 10 

o potenciadores, la secuencia de codificación, que incluyen 

cualquiera de las regiones consenso conservadas, y la región 

no traducida 3'. En alguna modalidad de estos aspectos y 

todos de tales aspectos descritos en la presente, los 

oligonucleótidos anti-sentido son de aproximadamente 10 a 15 

aproximadamente 100 nucleótidos en longitud, aproximadamente 

15 a aproximadamente 50 nucleótidos en longitud, 

aproximadamente 18 a aproximadamente 25 nucleótidos en 

longitud, o más. En ciertas modalidades, los oligonucleótidos 

anti-sentido comprenden además modificaciones químicas para 20 

incrementar la resistencia a la nucleasa y similar, tal como, 

por ejemplo, los enlaces de fosforotioato y modificaciones de 

2'-O-azúcar conocidas por aquellas personas de experiencia 

ordinaria en la técnica.  

  En algunas modalidades de las composiciones y 25 
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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 expresión delo 

ROBO2 funcional al fijar como objetivo ácidos nucleicos que 

codifican ambas isoformas de ROBO2, por ejemplo, SEQ ID NO: 2 5 

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 ácidos nucleicos que codifican el dominio de 

enlace Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades de las 10 

composiciones y métodos descritos en la presente, la por lo 

menos una molécula de siRNA fija como objetivo ácidos 

nucleicos que codifican el dominio de enlace SLIT de ROBO2 o 

ambos de los dominios de enlace Ig1 e Ig2 SLIT de ROBO2. En 

algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos 15 

en la presente, la por lo menos una molécula de siRNA fija 

como objetivo ácidos nucleicos que codifican el dominio 

intracelular ROBO2. En algunas modalidades de las 

composiciones y métodos descritos en la presente, la por lo 

menos una molécula de siRNA fija como objetivo ácidos 20 

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 fijarán como objetivo específicamente ROBO2 mRNA 

sin reacción cruzada con otros polinucleótidos. Las moléculas 25 
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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 síntesis de oligonucleótido de fase 

sólida típicos, e incorporarán frecuentemente modificaciones 

químicas para incrementar la vida media y/o eficacia del 5 

agente de siRNA, y/o para permitir una formulación de 

suministro más consistente. Alternativamente, las moléculas 

de siRNA se administran utilizando un vector que codifica un 

casete de expresión para la transcripción intracelular del 

siRNA. 10 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es un 

aptámero de RNA o DNA que se enlaza a una o más isoformas de 

ROBO2. En algunas modalidades de las composiciones y métodos 

descritos en la presente, un inhibidor de o antagonista de 15 

ROBO2 es un aptámero de RNA o DNA que se enlaza o interactúa 

físicamente con ROBO2, y bloquea 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 20 

inhibidor de o antagonista de ROBO-2 es un aptámero de RNA o 

DNA que se enlaza o interactúa físicamente con ROBO2, y 

reduce, e impide, o bloquea la señalización ROBO2 corriente 

abajo, tal como la inhibición mediada por SLIT2-ROBO-2 de la 

polimerización de actina mediada por nefrina y/o la inducción 25 
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de una respuesta celular a ROBO2. En algunas modalidades de 

las composiciones y métodos descritos en la presente, el 

aptámero de RNA o DNA se enlaza a interactúa físicamente con 

el dominio de enlace Ig SLIT de ROBO2. En algunas modalidades 

de las composiciones y métodos descritos en la presente, el 5 

aptámero de RNA o DNA se enlaza a o interactúa físicamente 

con el dominio de enlace Ig1 SLIT de ROBO2 o ambos dominios 

de enlace Ig1 e Ig2 SLIT de ROBO2, es decir, ROBO2(46-145) y 

ROBO2(151-237) respectivamente de SEQ ID NO: 1, y ROBO2(30-

129) y ROBO2(135-221) respectivamente de SEQ ID NO: 3. En 10 

algunas modalidades de las composiciones y métodos descritos 

en la presente, el aptámero de RNA o DNA se enlaza a o 

interactúa físicamente 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 15 

presente, el aptámero de RNA o DNA se enlaza o interactúa 

físicamente 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 y 20 

métodos descritos en la presente, el inhibidor de ROBO2 es un 

compuesto o agente de molécula pequeña que fija como objetivo 

o se enlaza a ROBO2, incluyendo, pero no limitado a, péptidos 

pequeños o moléculas similares a péptido, péptido solubles, y 

compuestos orgánicos o inorgánicos no peptídicos sintéticos. 25 
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Como se utiliza en la presente, el término “molécula pequeña” 

se refiere a un agente químico que puede incluir, pero no se 

limita a, un péptido, un peptidomimético, un aminoácido, un 

análogo de aminoácido, un polinucleótido, un análogo de 

polinucleótido, un aptámero, un nucleótido, un nucleótido, un 5 

análogo de nucleótido, un compuesto orgánico e inorgánico 

(por ejemplo, incluyendo compuestos heterorgánicos y 

organometálicos) que tienen un peso molecular menor que 

aproximadamente 10,000 gramos por mol, compuestos orgánicos o 

inorgánicos que tienen un peso molecular menor que 10 

aproximadamente 5,000 gramos por mol, compuestos orgánicos o 

inorgánicos que tienen un peso molecular menor que 

aproximadamente 1,000 gramos por mol, compuestos orgánicos o 

inorgánicos que tienen un peso molecular menor que 

aproximadamente 500 gramos por mol, y sales, ésteres, y otras 15 

formas farmacéuticamente aceptables de tales compuestos. Los 

sitios ejemplares de enlace de molécula pequeña incluyen, 

pero no se limitan a, la porción de ROBO2 que se enlaza a 

SLIT2 o al adaptador Nck, es decir, el dominio de enlace Ig1 

SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace Ig1 e Ig2 SLIT de 20 

ROBO2, el dominio intracelular ROBO2 o el dominio de enlace 

intracelular Nck que comprende los cuatro motivos ricos en 

prolina intracelulares de ROBO2. 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, un inhibidor de o 25 
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antagonista de ROBO2 comprende una molécula pequeña que se 

enlaza a ROBO2 e inhibe la actividad biológica de ROBO2. 

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, el inhibidor de o 

antagonista de ROBO2 comprende por lo menos un análogo 5 

estructural de ROBO2, tal como un polipéptido ROBO2 negativo 

dominante. El término análogos estructurales de ROBO2, como 

se utiliza en la presente, se refiere a compuestos que tienen 

una estructura tridimensional similar como parte de aquella 

de ROBO2 y que se enlaza a SLIT2 y/o a Nck bajo condiciones 10 

fisiológicas in vitro o in vivo, en donde el enlace inhibe 

por lo menos parcialmente una actividad biológica de ROBO2, 

tal como inhibición mediada por SLIT2-ROBO2 de polimerización 

de actina mediada por nefrina, y/o inducción de una respuesta 

celular a ROBO2. Los análogos estructurales de ROBO2 15 

adecuados se pueden diseñar y sintetizar a través de la 

modelación molecular del enlace ROBO2-SLIT2, por ejemplo. Los 

análogos estructurales de ROBO2 pueden ser monómeros, 

dímeros, o multímeros de orden superior en cualquier 

combinación deseada de las mismas o diferentes estructuras 20 

para obtener afinidades mejoradas y efectos biológicos.  

  En algunas modalidades de las composiciones y 

métodos descritos en la presente, un inhibidor de o 

antagonista de ROBO2 comprende por lo menos un receptor ROBO2 

soluble o polipéptido de fusión del mismo, tal como, por 25 
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ejemplo, un polipéptido inhibidor de ROBO2. En algunas de 

tales modalidades, el polipéptido de inhibidor de ROBO2 es 

una proteína de fusión ROBO2 negativa dominante. En algunas 

modalidades de las composiciones y métodos descritos en la 

presente, el polipéptido inhibidor de ROBO2 comprende el 5 

dominio extracelular ROBO2, por ejemplo, el dominio de enlace 

Ig1 SLIT de ROBO2 o ambos dominios de enlace Ig1 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 10 

pueden identificar o caracterizar utilizando métodos 

conocidos en la técnica, tales como ensayos de enlace de 

proteína-proteína, ensayos de clasificación bioquímica, 

inmunoensayos, y ensayos basados en células, que son bien 

conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado a, 15 

aquellos descritos en la presente en los ejemplos.  

  Por ejemplo, para identificar una molécula que 

inhibe la interacción 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 microtítulo por 20 

la unión 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 reacción se 25 
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completa, los componentes no reaccionados se remueven y se 

detectan complejos de enlace. Si la formación de los 

complejos de enlace se inhibe por la presencia del agente de 

prueba, el agente de prueba se puede considerar en un 

antagonista candidato que inhibe el enlace entre ROBO2 y 5 

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 expresión del gen ROBO2, las 

moléculas inhibidoras de ROBO2 que inhiben la expresión del 10 

gen ROBO2 se pueden someter a prueba. La expresión del gen 

ROBO2 se puede detectar y/o medir por una variedad de 

métodos, tal como RT-PCR de tempo real, ensayo 

inmunoabsorbente enlazado a enzimas. (“ELISA”), análisis de 

Northern blotting, o citometría de flujo, y como es conocido 15 

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 riñón crónica, tal como modelos de 

lesión glomerular e intersticial (por ejemplo, modelos 20 

animales de nefritis lúpica, incluyendo ratones del híbrido 

NZB, (NZB x NZW) F1 (llamado NZB/W), y derivados oncogénicos 

de los mismos, cepas MRL/1pr y BXSB), modelos animales de 

envejecimiento (por ejemplo, ratas Sprague Dawley envejecidas 

y ratones C57BL/6 envejecidos); ratas espontáneamente 25 
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hipertensivas (SHR); ratas Búfalo/mna, que son un modelo de 

síndrome nefrótico idiopático humano; ratas Munich Wistar 

Fromter (MWF), que son un modelo genético relacionado con un 

déficit congénito en el número de nefrones que se predisponen 

al desarrollo de hipertensión y sensibilidad a la sal en la 5 

edad adulta; modelos FSGS genéticos específicos de podocitos 

primarios; modelos de ratón transgénico de nefropatía 

asociada al VIH (HIV AN); modelos animales de síndrome de 

Alport, que comprende mutaciones de las cadenas 3, 4, o 5 

del colágeno tipo IV (COL4A3, COL4A4, y COL4A5); modelos 10 

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 15 

inhibidor de ROBO2, “se enlaza selectivamente” o “se enlaza 

específicamente” o “específico para” se refiere a la 

capacidad de un inhibidor de ROBO2 como se describe en la 

presente, tal como, por ejemplo, un anticuerpo antagonista de 

ROBO2 o fragmento de enlace a antígeno ROBO2 del mismo, para 20 

enlazarse a un objetivo, es decir, ROBO2, con una KD 10
-5
 M 

(10000 nM) o menor, por ejemplo, 10
-6
 M o menor, 10

-7
 M o 

menor, 10
-8
 M o menor, 10

-9
 M o menor, 10

-10
 M o menor, 10

-11
 M 

o menor, o 10
-12
 M o menor. Por ejemplo, si un 

inhibidor/antagonista de ROBO2 descrito en la presente se 25 
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enlaza a ROBO2 con una KD de 10
-5
 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 

específicamente a ROBO2. El enlace específico se puede 

incluir por, por ejemplo, la afinidad y avidez de, por 5 

ejemplo, el anticuerpo inhibidor/ antagonista de ROBO2 o 

fragmento de enlace a antígeno del mismo y la concentración 

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 la 10 

presente se enlazan selectivamente a los objetivos utilizando 

cualquiera de los métodos adecuados, tal como titulación de 

un agente de polipéptido en un ensayo de enlace a células 

adecuado.  

  El término “enfermedad de riñón crónica” o CKD se 15 

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 función 

renal. En las etapas tempranas, puede no haber síntomas. La 

pérdida de función toma usualmente meses o años para que se 20 

presente. Puede ser tan lenta que los síntomas no se 

presentan hasta que la función renal es menor que un décimo 

de lo normal. La etapa final de la enfermedad de riñón 

crónica es llamada enfermedad renal de etapa final (ESRD). En 

esta etapa, los riñones ya no son capaces de remover 25 
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suficientes residuos y fluidos de exceso del cuerpo. El 

paciente necesita diálisis o un trasplante de riñón. La 

diabetes, que conduce a nefropatía diabética, y presión 

arterial alta son las dos causas más comunes de enfermedad de 

riñón crónica y representa la mayoría de casos. Otras 5 

enfermedades y condiciones que pueden dañar los riñones y 

conducir a la enfermedad de riñón crónica incluyen: 

desórdenes autoinmunes (tal como lupus eritematoso sistémico 

y escleroderma); defectos de nacimiento de los riñones (tal 

como enfermedad renal policística); ciertos químicos tóxicos; 10 

glomerulonefritis; lesión o trauma; piedras renales e 

infección; problemas con las arterias que inducen a o dentro 

de los riñones; algunos medicamentos para el dolor y otros 

fármacos (tal como fármacos para el cáncer); nefropatía de 

reflujo (en la cual los riñones se dañan por el flujo 15 

posterior de orina en los riñones); etc. Como se utiliza en 

la presente, “proteinuria” se refiere a la presencia de un 

exceso de proteínas de suero en la orina. La proteinuria 

puede, en algunas modalidades, ser indicativa de enfermedad 

renal, pero, por sí misma, no es conclusiva. 20 

  Por consiguiente, en algunas modalidades de estos 

aspectos y todos de tales aspectos descritos en la presente, 

el sujeto que tiene o está en riesgo de una enfermedad de 

riñón crónica tiene nefropatía diabética.  

  Por “reducir” o “inhibir” en términos de los 25 
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métodos de tratamiento de enfermedad crónica y proteinuria 

descritos en la presente se proponen la capacidad de provocar 

una disminución total preferiblemente de 20% o mayor, 30% o 

mayor, 40% o mayor, 45% o mayor, más preferible de 50% o 

mayor, de 55% o mayor, de 60% o mayor, de 65% o mayor, de 70% 5 

o mayor, y mucho más preferible de 75% o mayor, 80% o mayor, 

85% o mayor, 90% o mayor, o 95% o mayor, para un parámetro o 

síntoma dado de una enfermedad de riñón crónica. Reducir o 

inhibir puede referirse a, por ejemplo, síntomas del desorden 

que se trata, por ejemplo, presión arterial alta, proteína en 10 

la orina, etc.  

  La presión arterial alta casi siempre está presente 

en todas las etapas de la enfermedad de riñón crónica. Un 

examen del sistema nervioso puede mostrar signos de daño 

nervioso. El proveedor del cuidado de la salud puede oír 15 

sonidos anormales del corazón o pulmón cuando se escucha con 

un estetoscopio. Los síntomas tempranos de la enfermedad de 

riñón crónica también son síntomas de otras enfermedades. 

Estos síntomas pueden ser los únicos síntomas de la 

enfermedad renal hasta que la condición sea más avanzada. Los 20 

síntomas de enfermedad crónica pueden incluir: pérdida de 

aptito; sensación de malestar y fatiga general; dolores de 

cabeza; comezón (prurito) y basal seca; nausea; pérdida de 

peso sin tratar de perder peso; etc. Otros síntomas que se 

pueden desarrollar, especialmente cuando la función renal se 25 
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ha empeorado, incluyen: basal anormalmente oscura o clara; 

dolor óseo; síntomas del cerebro y sistema nervioso; 

somnolencia y confusión; problemas de concentración o para 

pensar; adormecimiento en las manos, pies, u otras áreas; 

espasmos musculares o calambres; halitosis; fácil aparición 5 

de moretones, sangrado, o sangre en las heces; sed excesiva; 

hipo frecuente; bajo nivel de interés sexual e impotencia; 

interrupción de períodos menstruales (amenorrea); dificultad 

para respirar; problemas de sueño, tal como insomnio, 

síndrome de piernas inquietas, y apnea de sueño obstructivo; 10 

hinchamiento de los pies y manos (edema); vómito, típicamente 

en la mañana.  

  Como se utiliza en la presente, “aliviar un síntoma 

de enfermedad de riñón crónica” es mejorar cualquier 

condición o síntoma asociado con la enfermedad de riñón 15 

crónica. Alternativamente, aliviar un síntoma de una 

enfermedad de riñón crónica puede implicar reducir uno o más 

síntomas de la enfermedad de riñón crónica en el sujeto 

relativo con un control no tratado que sufre de enfermedad de 

riñón crónica o relativo al sujeto antes del tratamiento. 20 

Como se compara con un control no tratado equivalente, o el 

sujeto antes del tratamiento con el inhibidor de ROBO2, tal 

reducción o grado de prevención es por 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 25 
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menos 45%, por lo 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%, o más, como es medido por una técnica estándar. 

Deseablemente, la enfermedad de riñón crónica se reduce 5 

significativamente o es indetectable, como se detecta por 

cualquier método estándar conocido en la técnica, en cuyo 

caso la enfermedad de riñón crónica se considera que ha sido 

tratada. Un paciente quien está siendo tratado para una 

enfermedad de riñón crónica es uno quien un profesional 10 

médico le ha diagnosticado tener tal afección. 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 

proteínas o moléculas específicas en una muestra de orina, 15 

sangre o suero, tal como, por ejemplo, albúmina, calcio, 

colesterol, conteo de sangre completa (CBC), electrolitos, 

magnesio, fósforo, potasio, sodio, o cualquier combinación de 

los mismos; ensayos para detectar, por ejemplo, eliminación 

de creatinina; niveles de creatinina; BUN (nitrógeno de 20 

urea); a través del uso de técnicas o procedimientos 

específicos, tal como un escaneo CT, MRI abdominal, 

ultrasonido abdominal, biopsia de riñón, escaneo de riñón, 

ultrasonido de riñón; a través de la detección de cambios en 

los resultados de los ensayos o pruebas para la 25 
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eritropoyetina, PTH; prueba de densidad ósea, o Vitamina D; o 

cualquier combinación de tales métodos y ensayos de 

detección. 

  Los términos “sujeto” e “individuo” como se utiliza 

con respecto a cualquiera de los métodos descritos en la 5 

presente se utilizan intercambiablemente en la presente, y se 

refieren a un animal, por ejemplo un humano, recipiente de 

los inhibidores de ROBO2 descritos en la presente. Para el 

tratamiento de los estados de enfermedad que son específicos 

para un animal específico tal como un sujeto humano, el 10 

término “sujeto” se refiere aquel animal específico. Los 

términos “animales no humanos” y “mamíferos no humanos” se 

utilizan intercambiablemente en la presente, e incluyen 

mamíferos tales como ratas, ratones, conejos, oveja, gatos, 

perros, vacas, cerdos, y primates no humanos. El término 15 

“sujeto” también abarca cualquier vertebrado que incluye pero 

no se limita a mamíferos, réptiles, anfibios y peces. Sin 

embargo, ventajosamente, el sujeto es un mamífero tal como un 

humano, u otros mamíferos tal como un mamífero domesticado 

por ejemplo perro, gato, caballo y similares.  20 

  Como se utiliza en la presente, con respecto a 

cualquiera de las composiciones y métodos que comprenden los 

inhibidores de ROBO-2 o tratamientos de combinación de los 

mismos descritos en la presente, los términos “tratan” 

“tratamiento”, “que trata” o “mejora” se refiere a 25 
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tratamientos terapéuticos, en donde el objetivo es revertir, 

aliviar, mejorar, inhibir, desacelerar o detener la 

progresión o gravedad de una afección asociada con, una 

enfermedad o desorden. El término “que trata” incluye reducir 

o aliviar por lo menos un efecto o síntoma adverso de una 5 

afección, enfermedad o desorden asociado con una enfermedad 

de riñón crónica, tal como, pero no limitado a, nefropatía 

diabética. Es generalmente “efectivo” si uno o más síntomas o 

marcadores clínicos se reduce. Alternativamente, el 

tratamiento es “efectivo” si la progresión de una enfermedad 10 

se reduce o se detiene. Es decir, “tratamiento” incluye no 

solo la mejora de los síntomas o marcadores, sino también un 

cese de por lo menos la desaceleración del progreso o 

empeoramiento de síntomas que se esperarían en ausencia del 

tratamiento. Los resultados clínicos benéficos o deseados 15 

incluyen, pero no se limitan a, alivio de uno o más 

síntoma(s), disminución del grado de enfermedad, estado de 

enfermedad estabilizado (es decir, sin empeoramiento), 

retardo o desaceleración de la progresión de la enfermedad, 

mejora o paliación del estado de la enfermedad, y remisión 20 

(ya sea parcial o total), si es detectable o no detectable. 

El término “tratamiento” de una enfermedad también incluye 

proporcionar alivio de los síntomas o efectos secundarios de 

la enfermedad (incluyendo el tratamiento paliativo).  

  También se proporcionan, en algunos aspectos, 25 
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ensayos, métodos, y sistemas para determinar si un individuo 

tiene una enfermedad de riñón crónica o una predisposición 

para una enfermedad de riñón crónica o proteinuria basados en 

los perfiles de expresión o la información de secuencia de 

ROBO2 como un biomarcador indicativo de enfermedad de riñón 5 

crónica o una predisposición para una enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria. Como se muestra en la presente, ROBO2 

es útil como un biomarcador para identificar un sujeto que 

tiene enfermedades renal crónica o en alto riesgo de 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria o para monitorear 10 

los efectos de tratamiento en la progresión de la enfermedad 

de riñón crónica o proteinuria. 

  Como se utiliza en la presente, un “biomarcador” se 

refiere a un refiere a una biomolécula orgánica que está 

diferencialmente presente en una muestra tomada de un sujeto 15 

de un estado fenotípico (por ejemplo, que tiene una 

enfermedad) como es comparado con otro estado fenotípico (por 

ejemplo, que no tiene la enfermedad). Un biomarcador está 

diferencialmente presente entre los estados fenotípicos 

diferentes si el nivel de expresión media o media del 20 

biomarcador en los diferentes grupos se calcula por ser 

estadísticamente significativo. Las pruebas comunes para la 

significancia estadística incluyen, entre otros, prueba t, 

ANOVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon, Mann-Whitney e índice de 

probabilidades. Los biomarcadores, solos o en combinación, 25 
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proporcionan mediciones de riego reducido que el sujeto a 

pertenece a un estado fenotípico u otro. Como tales, son 

útiles como marcadores para enfermedad (diagnóstico), 

efectividad terapéutica de un fármaco (teranósticos) y de la 

toxicidad de fármacos.  5 

  La expresión ROBO2 para uso en los ensayos 

descritos en la presente se puede detectar por cualquier 

método adecuado, incluyendo detección con niveles de proteína 

o detección de los niveles de expresión de mRNA. El 

polipéptido ROBO2 se puede detectar en cualquier forma que se 10 

pueda encontrar en una muestra biológica obtenida de un 

sujeto, o en cualquier forma que pueda resultar de la 

manipulación de la muestra biológica (por ejemplo, como el 

resultado de procesamiento de muestras). Las formas 

modificadas de ROBO2 pueden incluir proteínas modificadas que 15 

son un producto de variantes alélicas, variantes de empalme, 

modificación pos-traduccional (por ejemplo, glicosilación, 

escisión proteolítica (por ejemplo, fragmentos de una 

proteína precursora) glicosilación, fosforilación, 

lipidación, oxidación, metilación, cisteinilación, 20 

sulfonación, acetilación, y similares), oligomerización, des-

oligomerización (para separar monómeros de una forma 

multimérica de la proteína), desnaturalización, y similares.  

  Los ensayos descritos en la presente se puede 

diseñar para detectar todas las formas o formas particulares 25 
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de ROBO2. Donde se desee, la diferenciación entre formas 

diferentes de ROBO2, por ejemplo, isoformas diferentes, se 

pueden lograr mediante el uso de métodos de detección 

dependientes de las características físicas que difieren 

entre las formas, por ejemplo, peso molecular diferente, 5 

tamaño molecular diferente, presencia/ausencia de diferentes 

epítopos, y similares.  

  Por consiguiente, se proporcionan en la presente, 

en algunos aspectos, ensayos para la diagnosis de un sujeto 

que tiene enfermedad de riñón crónica o está en riesgo de 10 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria, el ensayo que 

comprende: medir el nivel de proteína ROBO2 o ácido nucleico 

en una muestra biológica obtenida del sujeto, en donde si el 

nivel de ROBO2 en la muestra biológica del sujeto es en el 

mismo nivel o mayor que (por ejemplo, mayor que por una 15 

cantidad estadísticamente significativa) un nivel de 

referencia de umbral para ROBO2, el sujeto probablemente esté 

en riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria o 

tiene enfermedad de riñón crónica. Por ejemplo, un incremento 

en el nivel de ROBO2 por más de aproximadamente 10%, o más de 20 

aproximadamente 20%, o más de aproximadamente 30%, o más de 

aproximadamente 40%, o más de aproximadamente 50%, o más de 

aproximadamente 60%, o más, 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 25 
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desviación estándar mayor que, o por lo menos dos 

desviaciones estándares, o más, mayor que 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 más muestras obtenidas de sujetos que no 5 

tienen enfermedad de riñón crónica o proteinuria, o de cinco 

o más muestras obtenidas del mismo sujeto en diferentes 

puntos de tiempo.  

  En algunas modalidades de estos ensayos, la 

cantidad de ROBO2 medida en una muestra biológica se copara 10 

con un nivel de umbral de referencia, o una muestra biológica 

de referencia, tal como muestra biológica obtenida de un 

control normal de edad de concordancia (por ejemplo, un 

sujeto de edad de concordancia que no tiene un riesgo de 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria), o un sujeto sano, 15 

por ejemplo, un individuo sano.  

  En algunas modalidades, los ensayos, sistemas y 

equipos como se describen en la presente también son útiles 

para monitorear un curso de tratamiento que se administra a 

un sujeto. Por ejemplo, se puede medir el nivel de ROBO2 en 20 

una muestra biológica del sujeto en el primer punto de tiempo 

(por ejemplo, t1) y comparar con el nivel de umbral de 

referencia de biomarcador ROBO2 y si el nivel medido para 

ROBO2 es el mismo o más alto que el nivel de umbral de 

referencia, al sujeto se le puede administrar un tratamiento 25 



66  

o régimen terapéutico apropiado para retardar o reducir la 

ocurrencia de la enfermedad de riñón crónica o proteinuria, 

por ejemplo, incrementar el ejercicio, reducir la presión 

cardiaca, ajustar la dieta, etc. como se describe en los 

métodos en la presente, y luego el nivel del panel de 5 

proteína biomarcador ROBO2 se puede medir en un segundo punto 

de tiempo (por ejemplo, t2) y puntos de tiempos subsecuentes 

(por ejemplo, t3, t4, t5, t5... etc.), y comparar los niveles 

de ROBO2 en uno o más puntos de tiempo (por ejemplo, en t1 o 

cualquier punto de tiempo subsecuente) o los niveles de 10 

umbral de referencia de ROBO2 para determinar si el 

tratamiento terapéutico o el tratamiento régimen médico para 

el tratamiento para reducir el riesgo de, retardar, o reducir 

la ocurrencia de la enfermedad de riñón crónica o proteinuria 

es efectivo. En tales modalidades, los ensayos, sistemas o 15 

equipos como se describen en la presente se pueden utilizar 

para monitorear un tratamiento terapéutico en un sujeto 

sintomático (por ejemplo, un sujeto que sabe que tiene 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria), donde un 

tratamiento efectivo puede ser una disminución en ROBO2 en un 20 

sujeto, o alternativamente los ensayos, sistemas y equipos 

como se describen en la presente se pueden utilizar para 

monitorear el efecto del tratamiento profiláctico en un 

sujeto sintomático (por ejemplo, para prevenir la enfermedad 

de riñón crónica o proteinuria que se presenta en un sujeto), 25 
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por ejemplo, donde el sujeto se ha identificado que está en 

riesgo de enfermedad de riñón crónica 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.  5 

  El término “muestra” como se utiliza en la presente 

se refiere generalmente a cualquier material que contiene 

ácido nucleico, ya sea DNA o RNA, o aminoácidos. 

Generalmente, tal material estará en la forma de una muestra 

de sangre, muestra heces, muestra de tejido, células, 10 

bacterias, sección de histología, o hisopo bucal. Las 

muestras se pueden preparar, por ejemplo las muestras pueden 

ser recientes, fijas, congeladas, o incrustadas en parafina. 

El término “muestra biológica” como se utiliza en la presente 

se refiere a una célula o población de células o una cantidad 15 

de tejido o fluido de un sujeto. Más frecuentemente, la 

muestra se ha removido de un sujeto, pero el término “muestra 

biológica” también se puede referir a células o tejido 

analizados in vivo, es decir sin la remoción del sujeto. 

Frecuentemente, una “muestra biológica” contendrá células del 20 

animal, pero el término también puede referirse a material 

biológico no celular, tal como fracciones no celulares de 

sangre, saliva u orina, que se pueden utilizar para medir los 

niveles de expresión génica. Las muestras biológicas 

incluyen, pero no se limitan a, biopsias de tejido, raspados, 25 
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sangre entera, plasma, suero, orina, saliva, cultivo celular, 

o líquido cefalorraquídeo. Las muestras biológicas también 

incluyen biopsias de tejido, cultivo celular. Una muestra 

biológica o muestra de tejido puede referirse a una muestra 

de tejido o fluido aislada de un individuo, incluyendo pero 5 

no limitado a, por ejemplo, orina, sangre, plasma, suero, 

biopsia de riñón, heces, esputo, fluido espinal, fluido 

pleural, aspirados del pezón, fluido linfático, secciones 

externas de la piel, tractos respiratorio, intestinal y 

genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células (incluyendo 10 

pero no limitado a, células de sangre), tumores, órganos, y 

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 riñón, o sobre las 15 

cuales los ensayos y métodos descritos en la presente se 

pueden llevar a cabo. En algunas modalidades, la muestra es 

de una biopsia de riñón, tal como una biopsia con aguja 

gruesa de un riñón o porción del mismo, tal como una muestra 

de podocitos. Además, se utilizan muestras de aspirados con 20 

aguja fina. En algunas modalidades, las muestras biológicas 

se pueden preparar, por ejemplo las muestras bilógicas 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 utilizar 25 
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células previamente aisladas (por ejemplo aisladas por otra 

persona), o al llevar a cabo los métodos descritos en la 

presente in vivo.  

  El término “expresión” como se utiliza en la 

presente se refiere a intercambiablemente a la expresión de 5 

un polipéptido o proteína o expresión de un polinucleótido o 

expresión de un gen. La expresión también se refiere a la 

expresión de proteínas traduccionalmente modificadas y pos-

traduccionalmente modificado, así como la expresión de 

moléculas de pre-mRNA, empalmadas alternativamente y 10 

moléculas mRNA maduras. La expresión de un polinucleótido se 

puede determinar, por ejemplo, al medir la producción de las 

moléculas transcritas de RNA por ejemplo niveles de 

transcripto de RNA mensajero (mRNA). La expresión de una 

proteína o polipéptido se puede determinar, por ejemplo, 15 

mediante inmunoensayo utilizando un anticuerpo(s) que se 

enlaza con el polipéptido. El término “codificar” como se 

aplica a los polinucleótidos se refiere a un polinucleótido 

que se dice “codifica” un polipéptido o proteína si, en su 

estado nativo cuando se manipula por métodos bien conocidos 20 

por aquellas personas expertas en la técnica, se puede 

transcribir para producir el RNA que se puede traducir en una 

secuencia de aminoácidos para generar el polipéptido y/o un 

fragmento del mismo. La hebra anti-sentido es el complemento 

de tal ácido nucleico, y la secuencia de codificación se 25 
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puede deducir de la misma. El término “endógenamente 

expresado” o “expresión endógena” se refiere a la expresión 

de un producto de gen en niveles normales y bajo regulación 

normal para ese tipo de célula.  

  Los métodos de detección se pueden utilizar con los 5 

ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente para 

medir los niveles de la proteína ROBO2 o ácido nucleico en 

una muestra o muestra biológica que incluyen métodos ópticos, 

métodos electromecánicos (técnicas de voltametría y 

amperometría), microscopia de fuerza atómica, y métodos de 10 

radiofrecuencia, por ejemplo, espectroscopia de resonancia 

multipolar. Los métodos ópticos incluyen microscopia, tanto 

confocal como no confocal, detección de fluorescencia, 

luminiscencia, quimioluminiscencia, absorbancia, 

reflectancia, transmitancia, y birrefringencia o índice de 15 

refracción (por ejemplo, resonancia de plasmón en 

superficiales, elipsometría, método de espejo resonante, un 

método de guía de onda acoplador de injerto o 

interferometría). 

  En esas modalidades de los ensayos, métodos, y 20 

sistemas descritos en la presente en los cuales el nivel de 

proteína ROBO2 determina, tal como por ejemplo, el nivel de 

una proteína de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, se puede 

utilizar cualquier procedimiento proteómico comúnmente 

conocido por las personas de experiencia ordinaria en la 25 
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técnica para medir el nivel de proteínas biomarcadoras en una 

muestra biológica. La medición puede ser ya sea cuantitativa 

o cualitativa, siempre y cuando la medición sea capaz de 

determinar o indicar si el nivel de la proteína ROBO2 en la 

muestra biológica es el mismo como, o por arriba o por debajo 5 

de un valor de umbral de referencia para la proteína ROBO2. 

  El nivel medido de la proteína ROBO2 puede, en 

algunas modalidades, ser una medición primaria del nivel de 

la proteína ROBO2 (que mide la cantidad de proteína ROBO2 

misma tal como al detectar el número de moléculas de proteína 10 

ROBO2 en la muestra) o puede ser, en algunas modalidades, una 

medición secundaria de la proteína ROBO2 (una medición por lo 

cual una cantidad de proteína ROBO2 se puede pero no 

necesariamente deducir, tal como una medición de la actividad 

funcional o medición del ácido nucleico, tal como mRNA, que 15 

codifica la proteína 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 proteína ROBO2 se 

pueden medir utilizando una tecnología de medición basada en 20 

afinidad. “Afinidad” como se refiere a un anticuerpo es un 

término bien entendido en la 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 

epítopo del mismo). La afinidad se puede medir y/o expresar 25 
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en una variedad de formas conocidas en la técnica, 

incluyendo, pero no limitado a, constante disociación de 

equilibrio (KD o Kd), constante disociación de equilibrio 

evidente (KD, o Kd), e IC50 (cantidad necesaria para llevar a 

cabo 50% de inhibición en un ensayo de competición; 5 

utilizable intercambiablemente en la presente con “150”). Se 

entiende que, para los propósitos de esta invención, una 

afinidad es una afinidad promedio para una población dada de 

anticuerpos que se enlazan a un epítopo. 

  La tecnología de medición basada en afinidad 10 

utiliza una molécula que se enlaza específicamente a la 

proteína biomarcadora que se mide (un “reactivo de afinidad”, 

como un anticuerpo o aptámero), aunque otras tecnologías, 

tales como tecnologías basadas en espectroscopia (por 

ejemplo, ionización de desorción laser asistida por matriz-15 

tiempo de vuelo, espectroscopia MALDI-TOF) o ensayos que 

miden la bioactividad (por ejemplo, ensayos que miden la 

mitogenicidad de los factores de crecimiento) también se 

pueden utilizar. Las tecnologías basadas en afinidad para el 

uso con los ensayos y métodos descritos en la presente pueden 20 

incluir ensayos en anticuerpos (inmunoensayos) y ensayos que 

utilizan aptámeros (moléculas de ácidos nucleicos que se 

enlazan específicamente a otras moléculas), tal como ELONA. 

Adicionalmente, los ensayos que utilizan tanto anticuerpos 

como aptámeros también se pueden contemplar (por ejemplo un 25 
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ensayo formato de intercalación que utiliza un anticuerpo 

para la captura y un aptámero para la detección). Una amplia 

variedad de ensayos basados en afinidad también son conocidos 

en la técnica. 

  Los ensayos basados en afinidad utilizan 5 

típicamente por lo menos un epítopo derivado de la proteína 

biomarcadora, es decir, ROBO2, y muchos formatos de ensayo 

basados en afinidad utilizan más de un epítopo (por ejemplo 

dos o más epítopos se implican en los ensayos de formato de 

“intercalación”; por lo menos un epítopo se utiliza para 10 

capturar la proteína biomarcadora, y por lo menos un epítopo 

diferente se utiliza para detectar el marcador). 

  Los ensayos basados en afinidad pueden estar en 

competición o formatos de reacción directos, utilizan formato 

de tipo de intercalación, y pueden ser heterogéneos (por 15 

ejemplo, utilizan soportes sólidos) u homogéneos (por ejemplo 

se llevan a cabo en una fase individual) y/o utilizan 

inmunoprecipitación. Muchos ensayos implican el uso del 

reactivo de afinidad etiquetado (por ejemplo anticuerpo, 

polipéptido o aptámeros); las etiquetas pueden ser, por 20 

ejemplo, enzimáticas, fluorescentes, quimioluminiscentes, 

radiactivas o moléculas de tinte. Los ensayos que amplifican 

las señales 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 25 
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ensayos ELISA y ELONA. Por ejemplo, las concentraciones de 

biomarcadores de las muestras de fluido biológicas se pueden 

medir por el ensayo LUMINEX
MR
 o ELISA. Cualquiera de 

biomarcador o reactivo específico para el biomarcador se 

puede unir a una superficie y los niveles se pueden medir 5 

directa o indirectamente.  

  En algunas modalidades de los ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se pueden medir utilizando una tecnología de medición 

basada en la afinidad de inmunoensayo. 10 

  Las tecnologías de inmunoensayo pueden incluir 

cualquier tecnología de inmunoensayo que pueda medir 

cuantitativa o cualitativamente el nivel de la proteína ROBO2 

en una muestra biológica. Las tecnologías de inmunoensayo 

adecuadas incluyen, pero no se limitan a radioinmunoensayo, 15 

ELISA (ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzimas), 

inmunoensayos “de intercalación”, ensayos 

inmunoradiométricos, ensayos inmunodifusión, inmunoensayos in 

situ (utilizando oro coloidal, etiquetas de enzima o 

radioisótopos, por ejemplo), tinción de Western, 20 

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 25 
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immunoassays. Methods 2000; 21:41-50), ensayo 

quimioluminiscente, inmuno-PCR, y ensayo de tinción de 

Western. Del mismo modo, los ensayos basados en aptámeros que 

pueden medir cuantitativa o cualitativamente el nivel de un 

biomarcador en la muestra biológica se pueden utilizar en los 5 

ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente. 

Generalmente, los aptámeros se pueden sustituir por 

anticuerpos en casi todos los formatos del inmunoensayo, 

aunque los aptámeros permiten formatos de ensayos adicionales 

(tal como amplificación de aptámeros enlazados que utilizan 10 

la tecnología de amplificación de ácidos nucleicos tal como 

PCR (U.S. Pat No. 4,683,202) o amplificación isotérmica con 

cebadores compuestos (Patentes de los Estados Unidos Nos. 

6,251,639 6,692,918). 

  En algunas modalidades de los ensayos, métodos, y 15 

sistemas descritos en la presente, donde los niveles de 

proteína ROBO2 se miden utilizando una tecnología de medición 

basada en la afinidad de inmunoensayo, el inmunoensayo se 

lleva a cabo a medir el grado de la interacción de 

proteína/anticuerpo de la interacción del 20 

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 proteína 

ROBO2 en el ensayo de enlace, es preferiblemente un asociado 25 
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de enlace específico etiquetado, pero no necesariamente un 

anticuerpo. El asociado de enlace se etiqueta usualmente, 

pero alternativamente se puede detectar por una reacción 

secundaria en la cual se genera una señal, por ejemplo de 

otra sustancia etiquetada. 5 

  De esta manera, el anticuerpo que se enlaza 

específicamente a la proteína ROBO2 se puede utilizar en los 

ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente para 

determinar la presencia y/o cantidad de proteína ROBO2 en una 

muestra biológica, que se puede utilizar para detectar la 10 

concentración incrementada o disminuida de la proteína ROBO2 

presente en una muestra de diagnóstico. Tales anticuerpos se 

pueden desarrollar por cualquiera de los métodos bien 

conocidos en el campo de inmunodiagnóstico. Los anticuerpos 

pueden ser anticuerpos anti-proteína ROBO2 a cualquier estado 15 

biológicamente relevante de la proteína. De esta manera, por 

ejemplo, se podrían producir contra la forma no glicosilada 

de la proteína ROBO2, que existe en el cuerpo en una forma 

glicosilada, o contra un péptido que lleva un epítopo 

relevante de la proteína ROBO2.  20 

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 

sistemas, una forma de ensayo amplificado se puede utilizar, 

mediante lo cual una “señal” mejorada se produce de un nivel 

relativamente bajo de proteína que se detecta. Una forma 

particular de un inmunoensayo amplificado es el ensayo 25 
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quimioluminiscente mejorado. Por ejemplo en anticuerpo se 

etiqueta con peroxidasa de rábano picante, que participa en 

una reacción quimioluminiscente con luminol, un sustrato de 

peróxido y un compuesto que mejora la intensidad y duración 

de la luz emitida, típicamente 4-yodofenol o ácido 4-5 

hidroxicinámico. 

  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 que 10 

comprende cebadores de PCR, mediante los cuales el DNA con el 

anticuerpo unido a él se amplifica por la reacción en 

reacción en cadena de la polimerasa. Ver E. R. Hendrickson y 

colaboradores, Nucleic Acids Research 23: 522-529 (1995). 

  Por consiguiente, en todas las modalidades de los 15 

ensayos, métodos, y sistemas descritos en la presente, el 

nivel de proteína ROBO2 se puede determinar utilizando un 

agente de enlace a proteína, también referido en la presente 

como “entidad de enlace a proteína” o un “reactivo de 

afinidad” se puede utilizar, en particular, anticuerpos. Por 20 

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 proteína biomarcadora se 25 
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puede medir en una muestra biológica utilizando métodos 

comúnmente conocidos en la técnica, e incluyendo, por ejemplo 

pero no limitado a escisión química o enzimática específica 

de isoforma de proteínas de isoforma, inmunotinción, análisis 

inmunohistoquímica, ELISA, y espectrometrías de masas.  5 

  En algunas modalidades de los ensayos, métodos, y 

los sistemas descritos en la presente, los niveles de 

proteína ROBO2 se miden utilizando el “Ensayo 

Inmunoabsorbente Enlazado a Enzimas (ELISA).” El ELISA es una 

técnica para detectar y medir la concentración de un antígeno 10 

utilizando una forma etiquetada (por ejemplo enlazada a 

enzimas) del anticuerpo. Existen diferentes formas de ELISA 

que son bien conocidos por aquellas personas expertas en la 

técnica. Las técnicas estándares conocidas en el campo para 

el ELISA se describen en “Methods in Immunodiagnosis”, 2nd 15 

Edition, Rose y Bigazzi, eds. John Wiley & Sons, 1980; 

Campbell y colaboradores, “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, y 20 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando un ensayo de intercalación ELISA. 

En un “ELISA de intercalación”, un anticuerpo, (por ejemplo 

anti-enzimas) se enlaza a una fase sólida, (es decir placa de 

microtítulo) y se expone a una muestra biológica que contiene 25 
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antígeno (por ejemplo enzimas). La fase sólida luego se lava 

para remover el antígeno no enlazado. Un anticuerpo 

etiquetado (por ejemplo enlazado a enzimas) luego se enlaza 

al antígeno enlazado (si está presente) formando una 

intercalación de anticuerpo-antígeno-anticuerpo. Por 5 

consiguiente, utilizando este método, un primer anticuerpo a 

la proteína ROBO2 se enlaza a la fase sólida tal como una 

cavidad de una placa de microtítulo de plástico, y se incuba 

con la muestra y con un segundo anticuerpo etiquetado 

específico a la proteína ROBO2 para ser sometida a ensayo. 10 

Ejemplos de enzimas que se pueden enlazar al anticuerpo son 

fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano picante, luciferasa, 

ureasa, y β-galactosidasa. El anticuerpo enlazado a enzimas 

reacciona con un sustrato para generar un producto de 

reacción coloreado que se puede medir.  15 

   En algunas modalidades de los ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando un ensayo de captura de anticuerpos 

o ELISA competitivo. En un “ELISA competitivo”, el anticuerpo 

se incuba con una muestra que contiene antígeno (es decir 20 

enzimas). La mezcla de antígenos-anticuerpos luego se pone en 

contacto con una fase sólida (por ejemplo una placa de 

microtítulo) que se recubre con antígeno (es decir, enzima). 

Mientras más antígenos estén presentes en la muestra, menos 

anticuerpos libres serán disponibles para enlazarse a la fase 25 
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sólida. Un anticuerpo secundario etiquetado (por ejemplo, 

enlazado a enzimas) luego se agrega a la fase sólida para 

determinar la cantidad de anticuerpo primario enlazado a la 

fase sólida. Por consiguiente, en algunas tales modalidades, 

una muestra de prueba biológicas se deja enlazar a una fase 5 

sólida, y el anticuerpo anti-proteína ROBO2 (por ejemplo 

anticuerpos que se enlazan específicamente a la proteína 

ROBO2) se pueden adicionar y dejar enlazar. Después de lavar 

el material no enlazado, la cantidad de anticuerpo enlazado a 

la fase sólida se determina utilizando un segundo anticuerpo 10 

etiquetado, anti- al primero.  

   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 quimioluminiscente.  15 

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando inmunohistoquímica. En un “ensayo 

de inmunohistoquímica” una sección de tejido se somete a 

prueba para proteínas específicas al exponer el tejido a 20 

anticuerpos que son específicos para la proteína 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 proteína presente. Ejemplos de 

métodos utilizados para visualizar anticuerpos son, por 25 
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ejemplo, a través de enzimas enlazadas a anticuerpos (por 

ejemplo, luciferasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rábano 

picante, o β-galactosidasa), o métodos químicos (por ejemplo 

DAB/Substrate chromagen). La muestra luego se analiza 

microscópicamente, mucho más preferentemente por microscopia 5 

de luz de una muestra teñida con una tinción que se detecta 

en el espectro visible, utilizando cualquiera de una variedad 

de tales métodos de tinción y reactivos conocidos por 

aquellas personas expertas en el campo. 

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 10 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando radioinmunoensayos. Un 

radioinmunoensayo es una técnica para detectar y medir la 

concentración de un antígeno, es decir, ROBO2, utilizando una 

forma etiquetada (por ejemplo radioactiva o fluorescentemente 15 

etiquetada) del antígeno. Ejemplos de etiquetas radioactivas 

para antígenos incluyen 3H, 14C, y 1251. La concentración de 

ROBO2 en una muestra biológica se mide al tener el ROBO2 en 

la muestra biológica compitiendo con el ROBO2 etiquetado (por 

ejemplo radioactivamente) para enlazarse a un anticuerpo a 20 

ROBO2. Para medir el enlace competitivo entre el ROBO2 

etiquetado y el ROBO2 no etiquetado, el ROBO2 etiquetado está 

presente en una concentración suficiente para saturar los 

sitios de enlace del anticuerpo. Mientras es más alta la 

concentración de ROBO2 en la muestra, es más baja la 25 
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concentración del ROBO2 etiquetado que se enlazará al 

anticuerpo. 

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando un ensayo inmunoradiométrico 5 

(IRMA). El IRMA es un inmunoensayo en el cual el reactivo de 

anticuerpo se etiqueta radiactivamente. Un IRMA requiere la 

producción de un conjugado de antígeno multivalente, por 

técnicas tales como por conjugación a una proteína por 

ejemplo, albumina de suero de conejo (RSA). El conjugado de 10 

antígeno multivalente debe tener por lo menos 2 residuos de 

antígeno por molécula y los residuos de antígeno deben estar 

separados a una distancia suficiente para permitir el enlace 

por al menos de dos anticuerpos al antígeno. Por ejemplo, en 

un IRMA el pre-conjugado de antígeno multivalente se puede 15 

unir a una superficie sólida, tal como una cera de plástico. 

El antígeno “de muestra” no etiquetado y el anticuerpo al 

antígeno que se etiqueta radiactivamente se adicionan al tubo 

de prueba que contiene la esfera recubierta con conjugado de 

antígeno multivalente. El antígeno en la muestra compite con 20 

el conjugado de antígeno multivalente para los sitios de 

enlace a anticuerpo de antígeno. Después de un período de 

incubación apropiado, los reactivos no enlazados se remueven 

por lavado y se determina la cantidad de radioactividad en la 

fase sólida. La cantidad de anticuerpo radioactivo enlazado 25 
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es inversamente proporcional a la concentración de antígeno 

en la muestra.  

  Se pueden utilizar otras técnicas para detectar el 

nivel de proteína ROBO2 en una muestra biológica que se lleva 

a cabo de acuerdo con la preferencia del practicante, y se 5 

basa en la presente descripción y el tipo de muestra 

biológica (es decir muestra de plasma, orina, tejido, etc.). 

Una tal técnica es tinción de Western (Towbin y 

colaboradores, Proc. Nat. Acad. Sci. 76:4350 (1979)), en 

donde una muestra adecuadamente tratada se ejecuta sobre un 10 

gel SDS-PAGE antes de ser transferido a un soporte sólido, 

tal como un filtro de nitrocelulosa. Los anticuerpos anti-

ROBO2 detectablemente etiquetados o las moléculas de enlace a 

proteínas luego se pueden utilizar para evaluar el nivel de 

la proteína ROBO2 donde la intensidad de la señal de la 15 

etiqueta detectable corresponde a la cantidad de proteína 

ROBO2. Los niveles de la cantidad de proteína ROBO2 presentes 

también se pueden cuantificar, por ejemplo por densitometría.  

  En algunas modalidades de los ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 20 

ROBO2 se miden utilizando la espectrometría de masas tal como 

MALDI/TOF (tiempo de vuelo), SELDI/TOF, cromatografía 

líquida-espectrometrías de masas (LC-MS), cromatografía de 

gas-espectrometrías de masas (GC-MS), cromatografía líquida 

de alto desempeño-espectrometrías de masas (HPLC-MS), 25 
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electroforesis capilar-espectrometrías de masas, 

espectrometrías de resonancia magnética nuclear, o 

espectrometrías de masas tándem (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 5 

incorporan en la presente en su totalidad a manera de 

referencia.  

  En algunas de tales modalidades, estas metodologías 

se pueden combinar con las maquinas, sistema de computadora y 

medios para producir un sistema automatizado para determinar 10 

el nivel de la proteína ROBO2 en una muestra biológica y 

análisis para producir un reporte imprimible que identifica, 

por ejemplo, el nivel de la proteína ROBO2 en una muestra 

biológica. En algunos casos, la medición del nivel de ROBO2 

se hace remotamente de los módulos de determinación y 15 

comparación.  

  Los métodos de espectrometría de masas son bien 

conocidos en la técnica y se han utilizado para cuantificar 

y/o identificar biomoléculas, tales como proteínas (ver, por 

ejemplo, Li y colaboradores (2000) Tibtech 18: 151-160; 20 

Rowley y colaboradores (2000) Methods 20: 383-397; y Kuster y 

Mann (1998) Curr. Opin. Structural Biol. 8: 393-400). Además, 

se han desarrollado técnicas de espectrometría de masas que 

permiten por lo menos la secuenciación de novo parcial de las 

proteínas aisladas. Chait y colaboradores, Science 262:89-92 25 
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(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 

espectrofotómetro de iones de fase gaseosa. En otras 

modalidades, la espectrometría de masas de 5 

desorción/ionización de laser se utiliza para analizar la 

muestra. La espectrometría de masas desorción/ionización de 

laser moderna (“LDI-MS”) se puede practicar en dos 

variaciones principales: espectrometría de masas de 

desorción/ionización de laser asistida por matriz (“MALDI”) y 10 

la desorción/ionización por láser de superficie mayor 

(“SELDI”). En el MALDI, el analito se mezcla con una solución 

que contiene una matriz, y una gota de líquido se coloca 

sobre la superficie de un sustrato. La solución de matriz 

luego se co-cristaliza con las moléculas biológicas. El 15 

sustrato se inserta en el espectrómetro de masas. La energía 

láser se dirige a la superficie del sustrato donde desorbe e 

ioniza las moléculas biológicas sin fragmentarlas 

significativamente. Ver, por ejemplo, patente de Estados 

Unidos No. 5,118,937 (Hillenkamp y colaboradores), y la 20 

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 que es un participante activo en el proceso de 

desorción. En una variante, la superficie se deriva con 25 
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reactivos adsorbentes y/o captura que se enlazan 

selectivamente a la proteína de interés. En otra variante, 

las superficie se deriva con moléculas absorbentes de energía 

que no se desorben cuando se impactan con el láser. En otra 

variante, la superficie se deriva con moléculas que se 5 

enlazan a la proteína de interés y que contienen un enlace 

fotolítico que se rompe en aplicación de láser. En cada uno 

de estos métodos, el agente de derivación se sitúa 

generalmente en una ubicación específica sobre la superficie 

del sustrato donde la muestra se aplica. Ver, por ejemplo, 10 

Patente de los Estados Unidos No. 5,719,060 y WO 98/59361 que 

se incorporan en la presente a manera de referencia. Los dos 

métodos se pueden combinar, por ejemplo, al utilizar una 

superficie de afinidad SELDI para capturar un analito y al 

adicionar líquido que contiene matriz al analito de captura 15 

para proporcionar el material absorbente de energía.  

  Para información adicional, con respecto a los 

espectrómetros de masa, ver, por ejemplo, Principles of 

Instrumental Analysis, 3rd edition., Skoog, Saunders College 

Publishing, Philadelphia, 1985; y Kirk-Othmer Encyclopedia of 20 

Chemical Technology, 4th ed. Vol. 15 (John Wiley & Sons, 

Nueva York 1995), pp. 1071-1094. 

  La detección del nivel de la proteína ROBO2 

dependerá típicamente en la detección de la intensidad de 

señal. Esto, a su vez, puede reflejar la cantidad y carácter 25 
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de un péptido enlazado al sustrato. Por ejemplo, en ciertas 

modalidades, la resistencia de la señal de los valores pico 

de los espectros de una primera muestra y una segunda muestra 

se pueden comparar (por ejemplo visualmente, por análisis de 

computadora, etc.) para determinar las cantidades relativas 5 

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 

análisis de los espectros de masa. Los espectrómetros de masa 

y sus técnicas son bien conocidos para aquellas personas de 10 

experiencia en el campo.  

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

ROBO2 se miden utilizando técnicas de electroforesis en gel, 

en particular SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de 15 

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 20 

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 proteína ROBO2 se miden utilizando técnicas de 

electroforesis en gel, en particular, las técnicas 25 
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mencionadas en lo anterior combinadas con otros métodos de 

separación de proteínas, particularmente métodos conocidos 

por aquellas personas expertas en el campo, en particular, 

cromatografía y/o exclusión de tamaño. 

  En algunas modalidades de estos ensayos, métodos, y 5 

sistemas descritos en la presente, los niveles de proteína 

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 proteína 10 

ROBO2 se miden utilizando un biochip de proteína. Un biochip 

comprende generalmente un sustrato sólido 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 15 

una pluralidad de ubicaciones direccionables que tienen un 

reactivo de captura enlazado. El biochip también puede 

incluir un reactivo de captura enlazado que sirve como un 

control. Los biochips de proteínas son biochips adaptados 

para la captura de polipéptidos. Muchos biochip de proteína 20 

se describen en la técnica. Estos incluyen, por ejemplo, 

biochips de proteínas producidos por CiphergenBiosystems, 

Inc. (Fremont, Calif.), Zyomyx (Hayward, Calif.), Invitrogen 

(Carlsbad, Calif.), Biacore (Uppsala, Sweden) y Procognia 

(Berkshire, UK). Ejemplos de tales biochips de proteína se 25 
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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 y 

Wagner) patente de Estados Unidos No. 6,329,209 (Wagner y 

colaboradores); Publicación Internacional PCT No. WO 00156934 5 

(Englert y colaboradores); Publicación 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 proteína ROBO2 utilizados para comparación con 10 

el nivel de la proteína ROBO2 de un sujeto pueden variar, 

dependiendo en el aspecto o modalidad descritos en la 

presente que se práctica, como será entenderá por toda esta 

especificación, y a continuación. Un valor de umbral de 

referencia se puede basar en un valor de muestra individual, 15 

tal como por ejemplo, un valor obtenido de una muestra 

biológica del sujeto que 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 biomarcador 

medido, o en un segundo punto de tiempo (t2), por ejemplo,). 20 

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 proteína ROBO2 se basan en el 25 
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valor de 50% medido (por ejemplo, medio) de la proteína ROBO2 

medida en los sujetos que se sabe tienen enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria. Por ejemplo, los sujetos en el 50% 

superior (por ejemplo en o por arriba del nivel medio) para 

la proteína ROBO2 se pueden seleccionar para estar en riesgo 5 

de tener enfermedad de riñón crónica o proteinuria. El 

valor(es) de referencia también se puede basar en un 

agrupamiento de muestras que incluyen o que excluyen la 

muestra(s) que se somete a prueba. El valor de referencia se 

puede basar en un gran número de muestras, tal como de 10 

población de sujetos sanos del grupo de edad de concordancia 

cronológica, o de sujetos quienes no tienen o no tienen un 

riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria. En 

algunas modalidades, el valor de referencia puede ser por lo 

menos uno, más típicamente por lo menos dos, desviaciones 15 

estándares por arriba del medio o mediano de cualquiera de 

estos ensayos o un medio o mediano predeterminado.  

  Para evaluar el riesgo de un sujeto que experimenta 

probablemente o tiene enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria por los ensayos, métodos, y sistemas como se 20 

describen en la presente, un “valor de umbral de referencia” 

es típicamente un valor de umbral de referencia 

predeterminado, tal como la proteína ROBO2 en la orina, suero 

o sangre media obtenida de una población de sujetos sanos que 

están en el grupo de edad cronológica coincididos con la edad 25 
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cronológica 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 proteína ROBO2 es el 5 

nivel medio para ese biomarcador en un tipo de muestra 

biológica, por ejemplo, orina, sangre, suero, en un panes de 

sujetos para la misma etnicidad, por ejemplo, Caucásicos, 

Negros, Hispánicos, Asiáticos, y Asiáticos-Indios, 

Paquistaníes, de Oriente Medio, las Islas del Pacifico. 10 

  Para evaluar el riesgo de un sujeto que experimenta 

probablemente o que tiene enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria por los ensayos, métodos, y sistemas como se 

describe en la presente, el nivel de umbral de referencia 

para la proteína ROBO2 puede ser un nivel predeterminado, tal 15 

como un promedio o medio de los niveles obtenidos de una 

población de sujetos sanos que están en el grupo cronológico 

de edad de concordancia con la edad cronológica del sujeto 

sometido a prueba. Alternativamente, el nivel de umbral de 

referencia para la proteína ROBO2 puede ser un nivel de 20 

referencia histórico para el sujeto particular que 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 riñón crónica o proteinuria. En algunos 

casos, el nivel de umbral de referencia para la proteína 25 
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ROBO2 puede ser un nivel de referencia histórico de la 

proteína ROBO2 para un grupo particular de sujetos quienes 

han tenido enfermedad de riñón crónica o proteinuria debido 

a, por ejemplo, la diabetes.  

  En algunas modalidades, los sujetos sanos se 5 

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 proteína ROBO2 en, por 

ejemplo, una muestra de orina o suero. Un sujeto “sano” o 10 

muestra de un sujeto “sano” o individuo como se utiliza en la 

presente es la misma como aquella comúnmente entendida por 

una persona experta en la técnica. Por ejemplo, se pueden 

usar métodos comúnmente conocidos para evaluar la función 

renal, como se describe en la presente, para seleccionar 15 

sujetos de control como sujetos sanos para la diagnosis y 

métodos del tratamiento descritos en la presente. En algunas 

modalidades, los sujetos con buena salud sin signos o 

síntomas de que sugieren enfermedad de riñón crónica se 

pueden reclutar como sujetos de control sanos. Los sujetos se 20 

evalúan basados en evaluaciones extensivas consistidas de 

historial médico, historial familiar, exámenes físicos y 

renales por médicos, pruebas de laboratorio. Ejemplos de 

análisis de enfermedad de riñón crónica y/o proteinuria 

incluyen, pero no se limitan a detectar el nivel de proteínas 25 
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específicas 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 combinación de los 

mismos; ensayos para detectar, por ejemplo, eliminación de 5 

creatinina; niveles de creatinina; BUN (nitrógeno de urea en 

la sangre); a través del uso de técnicas o procedimientos 

específicos, tal como un escaneo CT abdominal, MRI abdominal, 

ultrasonido abdominal, biopsia de riñón, escaneo de riñón, 

ultrasonido de riñón; a través de la detección de cambios en 10 

los resultados de ensayos o pruebas para eritropoyetina, PTH; 

prueba de densidad ósea, o Vitamina D; o cualquier 

combinación de tales métodos y ensayos de detección. 

  Las poblaciones de edad de concordancia (de los 

cuales los valores de referencia se pueden obtener) son 15 

idealmente la misma edad cronológica 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 años de la edad cronológica 20 

del individuo que se somete a prueba, o pueden ser grupos de 

diferentes edades cronológicas que abarcan la edad 

cronológica del individuo que se someta a prueba. 

  Un sujeto que se compara a su “grupo de edad de 

concordancia cronológica” esta generalmente refiriéndose a la 25 
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comparación del sujeto con una edad de concordancia 

cronológica dentro de un intervalo de 5 a 20 años. 

Aproximadamente las poblaciones con edad de concordancia 

pueden estar en 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15, o 20 años de 

incrementos (por ejemplo un grupo de “incremento de 5 años” 5 

puede servir como la fuente para valores de referencia para 

un sujeto de 62 años de edad que podría incluir individuos de 

58-62 años de edad, individuos de 59-63 años de edad, 

individuos de 60-64 años de edad, individuos de 61-65 años de 

edad, o individuos de 62-66 años de edad). En una definición 10 

más amplia, cuando existen espacios más grandes entre los 

grupos de edad cronológica diferentes, por ejemplo, cuando 

hay algunos grupos de edad cronológica diferentes disponibles 

para valores de referencia, y los espacios entre los grupos 

de edad cronológica diferentes exceden los incrementos de 2, 15 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15, o 20 años descritos en la 

presente, entonces el “grupo de edad de concordancia 

cronológica” pueden referirse al grupo de edad que es más 

cercano a coincidir con la edad cronológica del sujeto (por 

ejemplo cuando los valores de referencia disponibles para un 20 

grupo de edad más grande (por ejemplo, 80-90 años) y un grupo 

de edad más joven (por ejemplo, 20-30 años), un grupo de edad 

de concordancia cronológica para uno de 51 años puede usar el 

grupo de edad más joven (20-30 años), que es más cercano a la 

edad cronológica para el sujeto de prueba, como el nivel de 25 



95  

referencia.  

  Otros factores que se consideran mientras que se 

seleccionan sujetos de control incluyen, pero no se limitan 

a, especie, género, etnicidad, y así sucesivamente. Por 

consiguiente, en algunas modalidades, un nivel de referencia 5 

puede ser un nivel de referencia predeterminado, tal como un 

promedio o mediana de niveles obtenidos de una población 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 10 

referencia predominado, tal como un promedio o mediana de 

niveles obtenidos de una población de sujetos de control 

sanos que son de etnicidad de concordancia con la etnicidad 

del sujeto sometido a prueba (por ejemplo, Caucásico, Negro, 

Hispánico, Asiático y Asiático-Indio, Paquistaníes, de 15 

Oriente Medio y de las Islas del Pacifico). En otras 

modalidades, tanto la edad cronológica como el género de la 

población de sujetos sanos son coincidentes con la edad 

cronológica y género del sujeto sometido a prueba, 

respectivamente. En otras modalidades, tanto la edad 20 

cronológica como la etnicidad de la población de los sujetos 

sanos coinciden con la edad cronológica y etnicidad del 

sujeto sometido a prueba, respectivamente. En otras 

modalidades, la edad cronológica, género, y etnicidad de la 

población de los sujetos de control sanos todos coinciden con 25 
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la edad cronológica, género, y etnicidad del sujeto sometido 

a prueba, respectivamente. 

  El proceso para comprar un nivel de proteína ROBO2 

en una muestra biológica de un sujeto y un nivel de umbral de 

referencia para la proteína ROBO2 se puede llevar a cabo en 5 

cualquier manera conveniente apropiada y conocida por una 

persona de experiencia en la técnica. Generalmente, los 

valores de los niveles de proteína ROBO2 determinados 

utilizando los ensayos, métodos, y sistemas descritos en la 

presente pueden ser valores cuantitativos (por ejemplo, 10 

valores cuantitativos de concentración, tales como miligramos 

de proteína ROBO2 por litro (por ejemplo, mg/L) de muestra, o 

una cantidad absoluta). Alternativamente, los valores de los 

niveles de proteína ROBO2 pueden ser cualitativos dependiendo 

de las técnicas de medición, y de esta manera el modo para 15 

comparar un valor de un sujeto y un valor de referencia puede 

variar dependiendo de la tecnología de medición empleada. Por 

ejemplo, la comparación se puede hacer al inspeccionar los 

datos numéricos, al inspeccionar las representaciones de los 

datos (por ejemplo al inspeccionar las representaciones 20 

graficas tales como graficas de barras o líneas), y al 

utilizar desviaciones estándares de, por ejemplo, por lo 

menos una, o por lo menos dos desviaciones estándares. En un 

ejemplo, cuando un ensayo cualitativo se utiliza para medir 

los niveles de proteína ROBO2, los niveles se pueden comparar 25 



97  

al comparar visualmente la intensidad del producto de 

reacción coloreado, o al comparar los datos de las mediciones 

densitométricas o espectrométricas del producto de reacción 

coloreado (por ejemplo, al comparar los datos numéricos o 

datos gráficos, tales como graficas de barras, derivadas del 5 

dispositivo de medición).  

  Como se describe en la presente, los niveles de 

proteína ROBO2 se pueden medir cuantitativamente (valores 

absolutos) o cualitativamente (valores relativos). En algunas 

modalidades, los valores cuantitativos de los niveles de la 10 

proteína ROBO2 en las muestras biológicas pueden indicar un 

nivel dado (o grado) de riesgo de enfermedad de riñón crónica 

o proteinuria.  

  En algunas modalidades, la comparación se lleva a 

cabo para determinar la magnitud de la diferencia entre los 15 

valores de un sujeto y los valores de referencia (por 

ejemplo, comparando el “sufijo” o porcentaje de diferencia 

entre los niveles de proteína ROBO2 medidos obtenidos de un 

sujeto y el valor de proteína ROBO2 de umbral de referencia). 

Una diferencia de veces se puede determinar al medir la 20 

concentración absoluta de los niveles de proteína ROBO2, y al 

comparar aquella del valor absoluto al nivel de proteína 

ROBO2 de umbral de referencia, o una diferencia de veces se 

puede medir por la diferencia relativa entre el valor de 

referencia y un valor de muestra, donde ni el valor es una 25 
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medición de la concentración absoluta, y/o donde ambos 

valores se miden simultáneamente. Por ejemplo, un ELISA mide 

el contenido de concentración absoluta de una proteína de la 

cual se determina un cambio de veces en comparación co la 

concentración absoluta de la misma proteína en la referencia. 5 

Como otro ejemplo, un arreglo de anticuerpo mide la 

concentración 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 dependerá en el método que se 10 

práctica. 

  Como será evidente para aquellas personas de 

experiencia en la técnica, cuando las mediciones del 

replicado se toman para la medición de los niveles de 

proteína ROBO2, los valores medidos de los sujetos se pueden 15 

comparar con los niveles de proteína 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 20 

puede ser manual o puede, preferiblemente, ser automatizado. 

Por ejemplo, un dispositivo de ensayo (tal como un 

luminómetro para medir las señales quimioluminiscentes) 

pueden incluir circuitos y software que les permite comparar 

un valor de un sujeto con valor de referencia para la 25 
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proteína ROBO2. Alternativamente, un dispositivo separado 

(por ejemplo, una computadora digital) se puede utilizar para 

comparar los niveles de proteína ROBO2 medidos del sujeto(s) 

y los niveles de umbral de referencia para la proteína ROBO2. 

Los dispositivos automatizados para la comparación pueden 5 

incluir valores de referencia almacenados para la proteína 

ROBO2, o pueden comparar los niveles de proteína ROBO2 

medidos del sujeto(s) con referencia a los niveles de umbral 

para la proteína ROBO2 que se derivan de muestras de 

referencia contemporáneamente medidas. 10 

  En algunas modalidades, un sujeto sometido a prueba 

para los niveles de proteína ROBO2 se asigna en uno de dos o 

más grupos (estados) basado en los resultados de los ensayos, 

métodos, y sistemas descritos en la presente. Los ensayos de 

diagnóstico, métodos, y sistemas descritos en la presente se 15 

pueden utilizar para clasificar entre una variedad de 

diferentes estados.  

  Por consiguiente, en algunas modalidades, la 

determinación si un sujeto tiene un alto riesgo de tener 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria (estado: bajo 20 

riesgo v. alto riesgo) se lleva a cabo utilizando los ensayos 

de diagnóstico, métodos, y sistemas descritos en la presente. 

Las cantidades o patrones de biomarcadores de la proteína 

ROBO2 determinados por ser característicos de varios estados 

de riesgo, por ejemplo, alto, medio, o bajo son 25 
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identificados. El riesgo de desarrollar enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria se determina al medir la proteína ROBO2 

sola o en combinación con otros biomarcadores conocidos, y 

luego ya sea enviarlos a un algoritmo de comparación o 

compararlos con una cantidad de referencia (por ejemplo, una 5 

cantidad de referencia de corte como se describe en la 

presente) que se asocia con el nivel de riesgo particular.  

  En algunas modalidades, se proporcionan en la 

presente ensayos de diagnósticos, métodos, y sistemas para 

determinar la gravedad o estado o riesgo de tener una 10 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria en un sujeto. Cada 

etapa de enfermedad de riñón crónica, por ejemplo, tiene una 

cantidad característica de proteína ROBO2 o cantidades 

relativas de proteína ROBO2. L a etapa de una enfermedad se 

determina al medir la proteína ROBO2, sola o en combinación 15 

con otros biomarcadores, y luego ya sea enviarlas a un 

algoritmo de comparación o al compararlas con una cantidad de 

referencia y/o patrón de biomarcadores que se asocia con la 

etapa particular, por ejemplo, que tan pronto el sujeto 

desarrollará probablemente la enfermedad de riñón crónica o 20 

proteinuria. Por ejemplo, se puede clasificar entre 

probablemente tener enfermedad de riñón crónica o proteinuria 

dentro de un año (por ejemplo, una prognosis deficiente) o un 

sujeto tendrá probablemente enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria en los siguientes 5 años. 25 
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  Las modalidades adicionales de los ensayos de 

diagnóstico, métodos, y sistemas relacionados con la 

comunicación 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 5 

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 país o jurisdicción que difiere 

del país o jurisdicción a lo cual los resultados o 10 

diagnósticos se comunican, por ejemplo. En algunas 

modalidades, un riesgo de tener enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria, basado en los niveles de la proteína ROBO2 en 

una muestra biológica del sujeto se comunica al sujeto 

después de que se obtiene los niveles o prognosis. La 15 

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 electrónico o 

comunicar al sujeto por teléfono. Una computadora se puede 

utilizar para comunicar la prognosis o diagnosis por correo 20 

electrónico o teléfono, o a través del internet utilizando un 

servicio de inicio de sesión de paciente de compuerta de 

seguridad. En ciertas modalidades, el mensaje que contienen 

los resultados de la prognosis o prueba de diagnóstico se 

pueden generar y enviar automáticamente al sujeto utilizando 25 



102  

una combinación de hardware y software de computadora que 

será familiares para los artífices expertos en 

telecomunicaciones. En ciertas modalidades de los ensayos, 

métodos, y sistemas descritos en la presente, todas o algunas 

de las etapas del método, incluyendo el ensayo de las 5 

muestras, diagnosis de las enfermedades, y comunicación 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 

diagnóstico, métodos y sistemas para calificar o evaluar un 10 

riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria descritas 

en la presente, los ensayos, métodos, o sistemas comprenden 

además manejar el tratamiento o sujeto basado en la 

determinación del riesgo de tener una enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria. Tal manejo incluyen las acciones de 15 

médico o especialista clínico subsecuente a determinar el 

riesgo del sujeto de tener enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria, por ejemplo, si un médico hace una diagnosis del 

sujeto en riesgo de enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria, entonces puede seguirse un cierto régimen de 20 

tratamiento. Un régimen adecuado de tratamiento puede 

incluir, sin limitación, un programa de ejercicio 

supervisado; control de la presión arterial, ingesta de 

azúcar y/o niveles de lípidos; y terapias de fármacos. En 

algunas modalidades, un diagnóstico de un riesgo de tener 25 
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enfermedad de riñón crónica o proteinuria probar además 

determinar si el paciente está sufriendo de una enfermedad de 

riñón crónica, o si el paciente está sufriendo de una 

enfermedad relacionada. También, si la prueba de diagnóstico 

da un resultado no concluyente en el riesgo de estado de 5 

evento adverso mayor, se pueden solicitar pruebas 

adicionales. En algunas modalidades de los ensayos de 

diagnóstico, métodos, y sistemas para calificar o evaluar un 

riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria descrita 

en la presente, si un médico hace una diagnosis del sujeto 10 

que no está en riesgo de enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria, entonces no se proporciona tratamiento.  

  El ensayo y los métodos de detección de ROBO2 

descritos en la presente se pueden automatizar utilizando 

sistemas robóticos dirigidos por computadora. Una muestra 15 

biológica, tal como orina, plasma, o muestra de sangre, se 

pueden inyectar en un sistema, tal como un dispositivo 

microfluídico que se ejecuta completamente por una estación 

robótica de entrada de muestra a salida de resultado.  

  Por consiguiente, también se proporcionan en la 20 

presente, en algunos aspectos sistemas (y medio leíble por 

computadora para provocar que los sistemas de computadora) 

lleven a cabo un método para determinar si un individuo tiene 

una enfermedad de riñón crónica o proteinuria o una 

predisposición a una enfermedad de riñón crónica o 25 
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proteinuria basado en los perfiles de expresión o información 

de secuencia.  

  En algunos aspectos, se proporcionan en la presente 

sistemas para evaluar si un sujeto tiene o está en riesgo 

incrementado de enfermedad de riñón crónica o proteinuria, 5 

los sistemas que comprenden: (a) un módulo de determinación 

configurado para recibir por lo menos una muestra biológica y 

llevar a cabo por lo menos un análisis en la muestra 

biológica para medir un nivel de ROBO2 en la muestra 

biológica o determinar la relación de expresión de ROBO2 10 

relativa con un nivel de referencia predeterminado o de 

umbral y para enviar la relación de nivel o expresión medida; 

(b) un dispositivo de almacenamiento configurado para 

almacenar información de salida de datos del módulo de 

determinación; (c) un módulo de comparación adaptado para 15 

recibir la entrada del dispositivo de almacenamiento y 

comparar los 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 proteína ROBO2 medido 

es por lo menos el mismo o más alto que el nivel de umbral de 20 

referencia, el módulo de comparación proporciona información 

a un módulo de salida en que la muestra biológica se asocia 

con un sujeto que se desvía del nivel de biomarcador de 

umbral de referencia; y (d) un módulo de salida para mostrar 

la información al usuario.  25 
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  En todos los aspectos de la invención, los métodos 

para determinar los niveles de proteína ROBO2 se pueden 

llevar a cabo utilizando una máquina o sistema automatizado. 

Tales máquinas y sistemas generan un reporte, tal como 

mostrar un reporte en una pantalla visible o un reporte 5 

imprimible que indica los niveles de proteína ROBO2 y/o 

reportan un incremento o de la misma como un nivel de umbral 

de referencia para la proteína ROBO2, y/o si el sujeto del 

cual se obtiene la muestra está en riesgo de enfermedad de 

riñón crónica o proteinuria.  10 

  Por consiguiente, algunas modalidades descritas en 

la presente también proporcionan una máquina, sistemas de 

computadora y medios leíbles por computadora para llevar a 

cabo las etapas de (i) determinar los niveles de proteína 

ROBO2, y (ii) indicar o reportar si un sujeto está en riesgo 15 

de tener enfermedad de riñón crónica o proteinuria.  

  Las modalidades de estos aspectos se describen a 

través de módulos funcionales, que se definen por 

instrucciones ejecutables por computadora registradas en un 

medio leíble por computadora y que provocan que una 20 

computadora lleve a cabo etapas de método cuando se ejecutan. 

Los módulos se han segregado por función por consideración de 

claridad. Sin embargo, se debe entender que los módulos 

necesarios no corresponden a bloques discretos de códigos y 

las funciones descritas se pueden llevar a cabo por la 25 
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ejecución de varias porciones de códigos almacenadas en 

varios medios ejecutadas en varios tiempos. Adicionalmente, 

se debe apreciar que los módulos pueden llevar a cabo otras 

funciones, de esta manera los módulos no se limitan a tener 

ningunas funciones particulares o conjunto de funciones.  5 

  El medio leíble por computadora puede ser cualquier 

medio tangible disponible que se puede acceder por una 

computadora. El medio leíble por computadora incluye medios 

volátiles y no volátiles, removibles y no removibles 

tangibles implementados en cualquier método o para 10 

almacenamiento de información tal como instrucciones leíbles 

por computadora, estructuras de datos, módulos de programa u 

otros datos. El medio leíble por computadora incluye, pero no 

se limita a, RAM (memoria de acceso aleatorio), ROM (memoria 

solo de lectura), EPROM (memoria solo de lectura programable 15 

borrable), EEPROM (memoria solo de lectura programable 

eléctricamente borrable), memoria flash u otra tecnología de 

memoria, CD-ROM (memoria solo de lectura de disco compacto), 

DVDs (discos versátiles digitales) u otros medios de 

almacenamiento ópticos, casetes magnéticos, cinta magnética, 20 

almacenamiento de disco magnético u otro medio de 

almacenamiento magnético, otros tipos de memoria volátil y no 

volátil, y cualquier otro medio tangible que se puede 

utilizar para almacenar la información deseada y que se puede 

acceder por una computadora e incluyendo, y cualquier 25 
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combinación adecuados de lo anterior.  

  Los datos leíbles por computadora incorporados en 

uno o más medios leíbles por computadora, o medio leíble por 

computadora, pueden definir instrucciones, por ejemplo, como 

parte de uno o más programas, que, como resultado de ser 5 

ejecutados por una computadora, indican a la computadora 

llevar a cabo una o más de las funciones descritas en la 

presente (por ejemplo, en relación a un sistema, o medio 

leíble por computadora), y/o varias modalidades, variaciones 

y combinaciones de los mismos. Tales instrucciones se pueden 10 

escribir en cualquiera de una pluralidad de lenguajes de 

programación, 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 leíble por computadora 15 

o en el cual tales instrucciones se incorporan pueden recibir 

en uno o más de los componentes de cualquiera del sistema, o 

medio leíble por computadora descrito en la presente, que se 

puede distribuir a través de uno o más de tales componentes, 

y puede estar en transición entre los mismos.  20 

  El medio leíble 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 

invención descritos en la presente. Además, se debe apreciar 25 
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que las instrucciones almacenadas en el medio leíble por 

computadora, o el medio leíble por computadora, descrito en 

lo anterior, no se limitan instrucciones incorporadas como 

parte de un programa de aplicación que se ejecuta en una 

computadora hospedera. Más bien, las instrucciones se pueden 5 

incorporar como cualquier tipo de código de computadora (por 

ejemplo, software o microcódigo) que se puede emplear para 

programar una computadora para implementar los aspectos de la 

presente invención. Las instrucciones ejecutables por 

computadora se pueden escribir en un lenguaje de computadora 10 

adecuado o combinación de varios lenguajes. Los métodos de 

biología computacional básicos 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 15 

(PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles, 

Kasif, (Ed.), Computational Methods in Molecular Biology, 

(Elsevier, Amsterdam, 1998); Rashidi and Buehler, 

Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and 

Medicine (CRC Press, London, 2000) and Ouelette and Bzevanis 20 

Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and 

Proteins (Wiley & Sons, Inc., 2
da
 ed., 2001). 

  Los módulos funcionales de ciertas modalidades de 

los aspectos descritos en la presente incluyen un módulo de 

determinación, un dispositivo de almacenamiento, un módulo de 25 
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comparación y un módulo de visualización. Los módulos 

funcionales se pueden ejecutar en una, o múltiples, 

computadoras, o al utilizar una, o múltiples, redes de 

computadora o sistemas de computadora.  

  En algunos aspectos, se proporcionan en la presente 5 

sistemas de computadora que se pueden utilizar para 

determinar si un sujeto es probable que tenga o esté en 

riesgo de enfermedad de riñón crónica o proteinuria. En 

algunas modalidades, un sistema de computadora se conecta a 

un módulo de determinación y se configura para obtener los 10 

datos de salida de un módulo de determinación con respecto a 

una muestra biológica, donde el módulo de determinación se 

configura para detectar los niveles de la proteína ROBO2 en 

una muestra biológica obtenida del sujeto; y donde el sistema 

de computadora comprende (a) un dispositivo de almacenamiento 15 

configurado para almacenar la salida de datos del módulo de 

determinación así como datos de referencia; donde el 

dispositivo de almacenamiento se conecta a (b) un módulo de 

comparación que en algunas modalidades, se adapta para 

comparar los datos de salida almacenados en el dispositivo de 20 

almacenamiento con los datos de referencia almacenados, y en 

modalidades alternativas, adaptadas para comparar los datos 

de salida con las mismas, donde el módulo de comparación 

produce datos de reporte y se conecta a (c) un módulo de 

visualización para mostrar una página del contenido 25 
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recuperado (es decir, datos de reporte en el módulo de 

comparación) para el usuario en una computadora cliente, en 

donde el contenido recuperado puede indicar los niveles de 

ROBO2, y/o la probabilidad de que el sujete experimente 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria en el futuro.  5 

  En algunas modalidades, el módulo de determinación 

tiene instrucciones ejecutables por computadora para 

proporcionar datos de expresión, información de secuencia, 

información relacionada con la información de secuencia en 

forma leíble por computadora. Como se utiliza en la presente, 10 

“información de secuencia” se refiere a cualquier secuencia 

de nucleótidos y/o aminoácidos, incluyendo, pero no limitado 

a secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos de longitud 

completa, secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos 

parciales, o secuencias mutadas. Por otra parte, la 15 

información “relacionada con” la información de secuencia 

incluye la detección de la presencia o ausencia de una 

secuencia (por ejemplo, detección de una mutación o 

supresión), determinación de la concentración de una 

secuencia en la muestra (por ejemplo, niveles de expresión de 20 

secuencia de aminoácidos, o niveles de expresión de 

nucleótidos (RNA o DNA)), y similares. El término 

“información de secuencia” se propone para incluir la 

presencia o ausencia de modificaciones postraduccionales (por 

ejemplo fosforilación, glicosilación, sumilación, 25 
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farnesilación, y similares). 

  Como un ejemplo, los módulos de determinación para 

determinar la secuencia ROBO2 o la información de expresión 

de ácido nucleico pueden incluir sistemas conocidos para el 

análisis de secuencia automatizado que incluye pero no limita 5 

a Escáneres Fluorescentes Hitachi FMBIO
MR
 y Hitachi FMBIO

MR
 II 

(disponibles de Hitachi Genetic Systems, Alameda, 

California); Sistemas de Análisis Genéticos de Electroforesis 

de 96 Capilares Completamente Automatizado SPECTRUMEDIX
MR
 SCE 

9610 (disponible de SpectruMedix LLC, State College, 10 

Pennsylvania); Secuenciador ABI PRISM
MR
 377 DNA, Secuenciador 

ABI
MR
 373 DNA, Analizador Genético ABI PRISM

MR
 310, Analizador 

Genético ABI PRISM
MR
 3100, y Analizador ABI PRISM

MR
 3700 DNA 

(disponible de Applied Biosystems, Foster City, California); 

Molecular Dynamics FLUORIMAGER
MR
 575, Escáneres Fluorescentes 15 

SI, y Escáneres Fluorescentes Molecular Dynamics FLUORIMAGER
MR
 

595 (disponibles de Amersham Biosciences UK Limited, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra); Sistema de 

Secuenciación de DNA GENOMYXSC
MR
 (disponible de Genomyx 

Corporation (Foster City, California); y Secuenciador de DNA 20 

PHARMACIA ALF
MR
 y Pharmacia ALFEXPRESS

MR
 (disponibles de 

Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, Inglaterra). 

  En algunas modalidades para determinar la 

información de secuencia o proteína, los módulos de 25 
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determinación incluyen sistemas para análisis de proteínas y 

DNA. Por ejemplo, los sistemas de espectrometrías de masas y 

que incluyen sistemas de Ionización de Desorción de Láser 

Asistida por Matriz-Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF); sistemas de 

perfilado de arreglo SELDI-TOF-MS ProteinChip, por ejemplo 5 

Máquinas con el software CIPHERGEN PROTEIN BIOLOGY SYSTEM 

II
MR
; sistemas para analizar los datos de expresión génica 

(ver por ejemplo U.S. 2003/0194711); sistemas para el 

análisis de expresión basado en arreglos, por ejemplo los 

sistemas de arreglo HT y los sistemas de arreglo de cartucho 10 

disponibles de Affymetrix (Santa Clara, CA 95051) AutoLoader, 

COMPLETE GENECHIP
MR
 Instrument System, Fluidics Station 450, 

Kit de Software Hybridization Oven 645, QC Toolbox, Escáner 

3000 7G, Escáner 3000 7G más el Sistema de Genotipificación 

objetivo, Sistema de Asociación de Genoma Completo Escáner 15 

3000 7G, Instrumento GENETITAN
MR
, Estación de Arreglo 

GeneChip
MR
, Arreglo HT; un sistema ELISA automatizado (por 

ejemplo DSX
MR
 o DS2

MR
 de Dynax, Chantilly, VA o el ENEASYSTEM 

III
MR
, TRITURUS

MR
, THE MAGO

MR
 Plus); Densitómetros (por ejemplo 

X-Rite-508-Spectro Densitometer
MR
, El densitómetro HYRYS

MR
 2); 20 

sistemas de hibridación in situ de fluorescencia 

automatizados (ver por ejemplo, la patente de los Estados 

Unidos 6,136,540); sistemas de formación de imágenes en gel 

2D acoplados con el software de formación de imágenes 2-D; 

lectores de microplacas; Clasificadores de células activadas 25 
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con florescencia (FACS) (por ejemplo Citómetro de Flujo 

FACSVantage SE, Becton Dickinson); analizadores de 

radioisótopos (por ejemplo contadores de centelleo), o una 

combinación de los mismos.  

  En algunas modalidades de este aspecto y todos 5 

estos aspectos de la presente invención se pueden utilizar 

una variedad de programas y formatos de software para 

almacenar la información de nivel de proteína biomarcadora en 

el dispositivo de almacenamiento. Cualquier variedad de 

formatos de estructuración de procesador de datos (por 10 

ejemplo, archivo de datos o base de datos) se pueden emplear 

para obtener o crear un medio que tenga registrado en el 

mismo la información de secuencia o la información del nivel 

de expresión.  

  La información de la expresión de ROBO2 o la 15 

información relacionada con la información de la expresión de 

ROBO2 determinada en el módulo de determinación 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 computación o procesamiento 20 

adecuado u otro dispositivo configurado o adaptado para 

almacenar datos o información. Ejemplos del aparato 

electrónico adecuado para el uso con la presente invención 

incluyen aparatos de computación independientes, redes de 

telecomunicaciones de datos, incluyendo redes de área local 25 
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(LAN), redes de área amplia (WAN), sistemas de almacenamiento 

de nube, Internet, Intranet, y Extranet, y sistemas de 

procesamiento de computadora locales y distribuidos. Los 

dispositivos de almacenamiento también pueden incluir, pero 

no se limitan a: medios de almacenamiento magnéticos, tales 5 

como discos flexibles, medios de almacenamiento de disco 

duro, cinta magnética, medio de almacenamiento óptico, tal 

como CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento electrónicos tal 

como RAM, ROM, EPROM, EEPROM y similares, sistemas de 

almacenamiento de nube, discos duros generales e híbridos de 10 

estas categorías tales como medios de almacenamiento 

ópticos/magnéticos. El dispositivo de almacenamiento se 

adapta o se configura para tenerlo registrado sobre la misma 

información de secuencia o información de nivel de expresión. 

Tal información se puede proporcionar en forma digital que se 15 

puede transmitir y leer electrónicamente, 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 comunicación.  

  Como se utiliza en la presente, “información de 20 

nivel de expresión” se refiere a cualquier información de 

nivel de expresión de nucleótidos y/o aminoácidos, incluyendo 

pero no limitado a secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos 

de longitud completa, secuencias de nucleótidos y/o 

aminoácidos parciales, o secuencias mutadas. Por otra parte, 25 
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la información “relacionada a” la información de nivel de 

expresión incluye detección de la presencia o ausencia de una 

secuencia (por ejemplo, presencia o ausencia de una secuencia 

de aminoácidos, secuencia de nucleótidos, o modificación 

postraduccional), determinación de la concentración de una 5 

secuencia en la muestra (por ejemplo, niveles de secuencia de 

aminoácidos, o niveles de expresión de nucleótidos (RNA o 

DNA), o nivel de modificación postraduccional), y similares.  

  Como se utiliza en la presente, “almacenado” se 

refiere a un proceso para codificar información en el 10 

dispositivo de almacenamiento. Aquellas personas expertas en 

la técnica pueden adoptar fácilmente cualquiera de los 

métodos actualmente conocidos para grabar información en el 

medio conocido para generar fabricaciones que comprenden la 

información de secuencia o información de nivel de expresión.  15 

  Una variedad de programas y formatos de software se 

pueden utilizar para almacenar la información de secuencia o 

información de nivel de expresión en el dispositivo de 

almacenamiento. Cualquier variedad de formatos de 

estructuración de procesador de datos (por ejemplo, archivo 20 

de texto o base de datos) se pueden emplear para obtener o 

crear un medio que tenga grabado en el mismo la información 

de secuencia o información de nivel de expresión.  

  Al proporcionar la información de secuencia o la 

información de nivel de expresión en la forma leíble por 25 
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computadora, se puede utilizar la información de secuencia o 

la información de nivel de expresión en forma leíble en el 

módulo de comparación para comparar una secuencia específica 

o perfil de expresión con los datos de referencia dentro del 

dispositivo de almacenamiento. Por ejemplo, los programas de 5 

búsqueda se pueden utilizar para identificar fragmentos o 

regiones de las secuencias que coinciden con una secuencia 

particular (datos de referencia, por ejemplo, información de 

secuencia obtenida de una muestra de control) o comparación 

directa del nivel de expresión determinado que se puede 10 

comparar al nivel de expresión de datos de referencia (por 

ejemplo, información de nivel de expresión obtenida de una 

muestra de control). La comparación hecha en la forma leíble 

por computadora proporciona un resultado de comparación 

leíble por computadora que se puede procesar por una variedad 15 

de medios. El contenido basado en el resultado de comparación 

se puede recuperar del módulo de comparación para indicar una 

enfermedad o desorden específico, tal como enfermedad de 

riñón crónica o proteinuria. 

  En algunas modalidades, los datos de referencia 20 

almacenados en el dispositivo de almacenamiento para ser 

leídos por el módulo de comparación son la secuencia ROBO2 o 

datos de información de expresión obtenidos de una muestra 

biológica de control del mismo tipo como la muestra biológica 

que se somete a prueba. Alternativamente, los datos de 25 
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referencia son una base de datos, por ejemplo, una parte de 

la secuencia del genoma completo de un organismo, o familia 

de proteínas de secuencias, o un perfil de nivel de expresión 

(RNA, proteína o péptido). En algunas modalidades, los datos 

de referencia son información de secuencia o perfiles de 5 

nivel de expresión que son indicativos de una enfermedad 

específica o desorden, tal como enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria. 

  En algunas modalidades, los datos de referencia se 

graban electrónica o digitalmente y se anotan datos de bases 10 

que incluyen, pero no se limitan a proteína de GenBank (NCBI) 

y bases de datos de DNA tales como el genoma, ESTs, SNPS, 

Traces, Celara, Lecturas Ventor, lecturas Watson, HGTS, y 

similares; bases de datos Swiss Institute of Bioinformatics, 

tal como ENZYME, PROSITE, SWISS-2DPAGE, Swiss-Prot y bases de 15 

datos TrEMBL; el paquete de software Melanie o el servidor 

ExPASy WWW, y 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 información resultante se 20 

puede almacenar en una base de datos relacionados que se 

puede emplear para determinar homologías entre los datos de 

referencia o genes o proteínas dentro y entre los genomas.  

  Al proporcionar los niveles de ROBO2 en forma 

leíble en el módulo de comparación, se puede utilizar para 25 
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comparar con los niveles de umbral de referencia de ROBO2 

dentro del dispositivo de almacenamiento. La comparación 

hecha en la forma leíble por computadora proporciona un 

contenido leíble por computadora que se puede procesar por 

una variedad de medios.  5 

  El “módulo de comparación” puede utilizar una 

variedad de programas de software disponibles y formatos para 

la comparación operativa para comparar la secuencia ROBO2 o 

la información de nivel de expresión determinado en el módulo 

de determinación a la secuencia ROBO2 de referencia o los 10 

datos de nivel de expresión. En algunas modalidades, el 

módulo de comparación se configura para utilizar las técnicas 

de reconocimiento de patrón para comparar los datos de la 

secuencia ROBO2 o nivel de expresión de una o más entradas a 

uno o más patrones de datos de referencia. El módulo de 15 

comparación 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. El 

módulo de comparación proporciona información leíble por 20 

computadora relacionada con la información de secuencia que 

puede incluir, por ejemplo, detección de la presencia o 

ausencia de una secuencia (por ejemplo, detección de una 

mutación o supresión (proteína o DNA), información con 

respecto a alelos distintos, detección de la modificación 25 
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pos-traduccional, u omisión o repetición de la secuencia); 

determinación de la concentración de una secuencia en la 

muestra (por ejemplo, secuencia de aminoácidos/niveles de 

expresión de proteínas, o niveles de expresión de nucleótidos 

(RNA o DNA), o niveles de modificación pos-traduccional o 5 

modificación de un perfil de expresión. 

  En algunas modalidades, el módulo de comparación 

permite la comparación de los niveles de ROBO2 de los datos 

de salida del módulo de determinación con referencia a los 

datos de nivel de umbral para cada ROBO2. 10 

  En algunas modalidades, el módulo de comparación 

lleva a cabo comparaciones con espectros de espectrometría de 

masas, por ejemplo comparaciones de información de secuencia 

de fragmentos de péptido que se pueden llevar a cabo 

utilizando espectros procesados en MATLB con la escritura 15 

llamada “Qcealign” (ver por ejemplo WO2007/022248, 

incorporada en la presente a manera de referencia) y “Qpeaks” 

(Spectrum Square Associates, Ithaca, NY), o software 

Ciphergen Peaks 2.1
MR
. Los espectros procesados luego se 

pueden alinear utilizando algoritmos de alineación que 20 

alinean los datos de la muestra a los datos de control 

utilizando el algoritmo de entropía mínima al tomar los datos 

corregidos de línea base (ver por ejemplo Publicación WIPO 

WO2007/022248, incorporada en la presente a manera de 

referencia). El resultado de comparación se puede procesar 25 
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adicionalmente al calcular las relaciones. Los perfiles de 

expresión de la proteína se pueden discernir.  

  Cualquier software de comparación disponible se 

puede utilizar, incluyendo pero no limitado a, el paquete 

Ciphergen Express (CE) y Biomarker Patterns Software (BPS), 5 

Ciphergen Biosystems, Inc., CA, EUA. El análisis comparativo 

se puede hacer con el software del sistema de chip de 

proteína (por ejemplo The Proteinchip suite for Bio-Rad 

Laboratories). 

  El módulo de comparación, o cualquier otro modo 10 

descrito en la presente, puede incluir un sistema de 

operación (por ejemplo, UNIX) en el cual se ejecuta un 

sistema de manejo de base de datos relacionado, una 

aplicación de la Red Mundial, y un servidor de la red 

mundial. La aplicación de la red Mundial incluye el código 15 

ejecutable necesario para la generación de declaraciones de 

lenguaje de base de datos (por ejemplo, declaraciones 

Structured Query Language (SQL)). Generalmente, los 

ejecutables incluirán declaraciones SQL incluidas. Además, la 

aplicación de la Red Mundial puede incluir un archivo de 20 

configuración que contiene apuntadores y direcciones a las 

diversas entidades de software que comprenden el servidor así 

como las diversas bases de datos externas e internas que se 

deben acceder para dar servicio a las solicitudes de los 

usuarios. El archivo de configuración también dirige las 25 
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solicitudes para las fuentes del servidor al hardware 

apropiado -- como puede ser necesario el servidor se debe 

distribuir sobre dos o más computadoras separadas. En algunas 

modalidades, el servidor de la Red Mundial soporta un 

protocolo TCP/IP. Las redes locales tal como esta son algunas 5 

veces referidas como “Intranets”. Una ventaja de tales 

Intranets es que permiten una fácil comunicación con las 

bases de datos de dominio público 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, 10 

los usuarios pueden acceder directamente a los datos (a 

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.  15 

  En algunas modalidades, el módulo de comparación 

compara los perfiles de expresión génica. Por ejemplo, la 

detección de los perfiles de expresión génica se pueden 

determinar utilizando la versión de software Affymetrix 

Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0) (disponibles de Affymetrix, 20 

Santa Clara, California) para analizar la abundancia relativa 

de un gen o genes sobre la base de la intensidad de la señal 

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 25 
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Agilent Technologies, Santa Clara, California). El algoritmo 

de detección del software MAS 5.0 se puede utilizar para 

obtener un estudio general compresivo de cómo se detectan 

muchos transcriptos en las muestras dadas y permite un 

análisis comparativo de 2 o más conjunto de datos de 5 

microarreglos. 

  En algunas modalidades, el módulo de comparación 

compara los perfiles de expresión de la proteína. Cualquier 

software de comparación disponible se puede utilizar, 

incluyendo pero no limitado a, el paquete Ciphergen Express 10 

(CE) y Biomarker Patterns Software (BPS) (disponibles de 

Ciphergen Biosystems, Inc., Freemont, California). El 

análisis comparativo se puede hacer con el software de 

sistema de chip de proteína (por ejemplo, El Paquete 

Proteinchip (disponibles de Bio-Rad Laboratories, Hercules, 15 

California). Los algoritmos para identificar los perfiles de 

expresión pueden incluir el uso de algoritmos de optimización 

tal como el algoritmo de varianza media (por ejemplo 

algoritmo JMP Genomics disponibles de JMP Software Cary, 

North Carolina). 20 

  El módulo de comparación proporciona el resultado 

de comparación leíble por computadora que se puede procesar 

en la forma leíble por computadora por criterios 

predefinidos, o criterios definidos por un usuario, para 

proporcionar un contenido basado en parte en el resultado de 25 
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comparación que se puede almacenar y enviar como sea 

solicitado por un usuario utilizando un módulo de 

visualización. El módulo de visualización permite la vista de 

un contenido basado en parte en el resultado de comparación 

para el usuario, en donde el contenido es una señal 5 

indicativa de una enfermedad de riñón crónica o proteinuria. 

Tal señal, puede ser por ejemplo, una visualización del 

contenido indicativo de la presencia o ausencia de una 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria en un monitor de 

computadora, una página impresa del contenido que indica la 10 

presencia o ausencia de una enfermedad de riñón crónica o 

proteinuria de una impresora, o una luz o sonido indicativo 

de la presencia o ausencia de una enfermedad de riñón crónica 

o proteinuria. 

  El contenido basado en el resultado de comparación 15 

puede incluir un perfil de expresión de una o más proteínas, 

o un perfil de expresión de uno o más genes. En algunas 

modalidades, el contenido basado en el resultado de 

comparación es simplemente una señal indicativa de la 

presencia o ausencia de una enfermedad de riñón crónica o 20 

proteinuria basado en los niveles de proteína ROBO2. 

  En algunas modalidades, el contenido basado en el 

resultado de comparación se muestra en un monitor de 

computadora. En una modalidad de la invención, el contenido 

basado en el resultado de comparación se muestra a través de 25 
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medios imprimibles. En una modalidad de la invención, el 

contenido basado en el resultado de comparación se muestra 

como una luz o sonido indicador. El módulo de visualización 

puede ser cualquier dispositivo adecuado configurado para 

recibir de una computadora y mostrar la información leíble 5 

por computadora a un usuario. Ejemplos no limitantes 

incluyen, por ejemplo, computadoras de propósito general 

tales como aquellas basadas en el procesador de tipo Intel 

PENTIUM, dispositivos de computadora y tableta Apple, 

Motorola PowerPC, Sun UltraSPARC, procesadores Hewlett-10 

Packard PA-RISC, cualquiera de una variedad de procesadores 

disponibles de Advanced microDevices (AMD) of Sunnyvale, 

California, o cualquier otro tipo de procesador, dispositivos 

de pantalla visual tal como dispositivos de tableta, 

dispositivos móviles de teléfonos inteligentes, pantallas de 15 

panel plano, tubos de rayos de cátodos y similares, así 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 20 

comparación. Se debe entender que otros módulos de la 

invención 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 

módulo de comparación. De esta manera, el usuario indicará 25 
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típicamente y hará clic a los elementos de interfaz de 

usuario tales como botones, menús desplegables, barras de 

deslizamiento y similares empleados convencionalmente en las 

interfaces de usuario gráficas. Las solicitudes formuladas de 

esta manera con el servidor de la Red del usuario se 5 

transmiten a una aplicación de la red que las formatea para 

producir una petición que se puede emplear para extraer la 

información pertinente relacionada con la información de 

secuencia, por ejemplo, visualización de una indicación de la 

presencia o ausencia de mutación o supresión (DNA o 10 

proteína); visualización de los niveles de expresión de una 

secuencia de aminoácidos (proteína); visualización de los 

niveles de expresión de nucleótidos (RNA o DNA); 

visualización de la expresión SNP, o perfiles de mutación, o 

haplotipos, o visualización de información basada en los 15 

mismos. En una modalidad, la información de secuencia de los 

datos de muestra de referencia también se muestra. 

  En algunas modalidades, el módulo de visualización 

muestra el resultado de comparación y si el resultado de 

comparación es indicativo de una enfermedad, por ejemplo, si 20 

el perfil de expresión del ROBO2 es indicativo de la 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria. 

  En algunas modalidades, el contenido basado en el 

resultado de comparación que se muestra es una señal (por 

ejemplo señal positiva o negativa) indicativa de la presencia 25 
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o ausencia de una enfermedad de riñón crónica o proteinuria, 

de esta manera solo una indicación positiva o negativa se 

puede mostrar. 

  De esta manera, se proporcionan en la presente 

sistemas (y medio leíble por computadora para provocar que 5 

los sistemas de computadora) lleven a cabo ensayos y métodos 

para determinar si un individuo tiene una enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria o una pre-disposición, para una 

enfermedad de riñón crónica o proteinuria basados en los 

perfiles de expresión o información de secuencia. 10 

  Los sistemas y el medio leíble por computadora, son 

simplemente modalidades ilustrativas de la invención para 

llevar a cabo los ensayos y métodos para determinar si un 

individuo tiene una enfermedad o desorden en específico o una 

pre-disposición, para una enfermedad o desorden específico 15 

basado en los perfiles de expresión o información de 

secuencia, y no se proponen para limitar el alcance de la 

invención. Las variaciones de los sistemas, y el medio leíble 

por computadora, son posibles y se proponen para estar dentro 

del alcance de la invención. 20 

  Los módulos del sistema o los utilizados en el 

medio leíble por computadora, pueden asumir numerosas 

configuraciones. Por ejemplo, la función se puede 

proporcionar en una máquina individual o se puede distribuir 

sobre múltiples maquinas.  25 
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Robo2 es una Proteína de podocitos Localizada en la 

Superficie Celular Basal del Podocito de Ratón  

  Durante el desarrollo del riñón, el mRNA de Robo2 

se expresa en la mesénquima metanefrica que circunda la yema 

ureterica arborizante y después en el extremo próximo del 5 

cuerpo en forma de S (Piper y colaboradores, 2000), la 

ubicación de los podocitos primordiales. Para investigar si 

el Robo2 también se implica en la maduración de podocitos, 

además de su función en la inducción de inducción temprana 

del riñón, los inventores llevaron a cabo la hibridación in 10 

situ y encontraron que el mRNA de Robo2 se expresó en la 

etapa del bucle capilar del desarrollo de glomérulos de 

embriones de ratón en el día embriónico 16.5 (E16.5) (FIGS. 

5A y 5B). La proteína Robo2 se volvió detectable por la 

tinción de inmunofluorescencia en el desarrollo de glomérulos 15 

alrededor de E14.5 y alcanzó la expresión pico a E16.5 (FIGS. 

5C-5E). Aunque la expresión disminuyó después de E17.5 

durante el desarrollo (FIG. 5F), la expresión Robo2 

especifica se mantuvo en los glomérulos después del 

nacimiento y fue detectable en los ratones adultos a las 5 20 

semanas de edad (FIGS. 5G, 5H, 5L-5M). 

  Para determinar la ubicación celular del Robo2 en 

el glomérulo en desarrollo, los inventores llevaron a cabo la 

inmunohistoquímica de etiqueta doble con los marcadores 

específicos de tipo de célula glomerular. Los inventores 25 
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descubrieron que la proteína Robo2 se co-localizó con nefrina 

(FIGS. 1A-1C) y la podocina (FIGS. 1D-1F), dos proteínas 

asociadas a slit-diafragma de podocitos, el robo2 también se 

expresó en los glomérulos con la proteína adaptadora de 

interacción de nefrina en Nck (FIGS. 1G, 1I) y con WT 1, un 5 

constituyente de los núcleos de podocitos (FIGS. 5H-5K). El 

etiquetado doble con anticuerpos contra nidógeno, un marcador 

de membrana de no basal (FIGS. 1J-1L y IP) y Pecaml, un 

marcador de células endoteliales (FIGS. 1M—1O, 5M) mostraron 

que el Robo2 se situó adyacente a la superficie externa de la 10 

membrana basal glomerular y estuvo ausente de células 

endoteliales. La microscopia confocal de alta resolución 

mostró además que Robo2 subcelular no fue más abundante en la 

superficie basal de los podocitos (FIG. 1Q). La microscopia 

electrónica de inmuno-oro de riñones de ratón posnatales con 15 

un anticuerpo contra el dominio citoplásmico estableció que 

el Robo2 se situó en los procesos basales de podocitos 

cercano a la cara citoplásmica del slit-diafragma (FIG. 1R). 

Estos resultados muestras que el robo2 es una proteína de 

podocitos y su localización subcelular basal en los procesos 20 

basales indica que desempeña una función en la regulación de 

la estructura de proceso basal de podocitos.  

El Dominio Intracelular Robo2 Interactúa Directamente con los 

Dominios SH3 de la Proteína Adaptadora Nck 

  El acoplamiento del dominio extracelular de nefrina 25 
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conduce a la fosforilación de tirosina de su dominio 

intracelular por las Src cinasas y el reclutamiento del 

dominio SH2 de la proteína adaptadora Nck, que a su vez 

induce la polimerización de la actina (Jones y colaboradores, 

2006; Verma y colaboradores, 2006). El Nck lleva un dominio 5 

SH2 en la C-terminal y tres dominios SH3 cerca de la N-

terminal. La polimerización de actina es mediada por los 

dominios SH3 de Nck (Rivera y colaboradores, 2004), que 

pueden reclutar varios reguladores de citoesqueleto 

incluyendo N-WASP y Pak (Jones y colaboradores, 2006). 10 

Previos estudios han mostrado que los dominios SH3 del 

Dreadlock no homólogo de Nck de Drosophila también 

interactúan directamente con el dominio intracelular de Robo 

para inhibir la polimerización de la actina (Fan y 

colaboradores, 2003; Yang and Bashaw, 2006). 15 

  Los inventores probaron si el Nck de mamífero 

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 híbridos de levadura para examinar si el Robo2 20 

interactuó con Nck. Puesto que dos Ncks de mamífero (es 

decir, Nckl, Nck2) comparten una estructura y función similar 

en el desarrollo del riñón (Jones y colaboradores, 2006), los 

inventores utilizaron Nckl en este estudio y observaron que 

el dominio intracelular de Robo2 interactuó directamente con 25 
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Nckl (FIGS. 2A-2C). El mapeo de sitio de enlace en Robo2 para 

Nckl mostró que la secuencia de aminoácidos 1085 a 1301, que 

contiene 4 motivos ricos en prolina, fue crucial para la 

interacción (FIGS. 2A y 2C). La ausencia de esta región rica 

en prolina previno su interacción con Nckl (FIG. 2A). El 5 

mapeo de sitio de enlace en Nckl para Robo2 mostró que los 

primeros dos dominios SH3 se requirieron para su interacción 

con el Robo2 debido a que la supresión de cualquiera o ambos 

de ellos anuló la interacción (FIG. 2B). De esta manera la 

interacción de Robo2 y Nckl fue mediada por dos dominios de 10 

proteínas bien caracterizados, los dominios SH3 y los motivos 

ricos en prolina (FIG. 2C). CD2AP, otra proteína adaptadora 

de podocitos, también lleva tres dominios SH3 en su N-

terminal (Shih y colaboradores, 2001), pero no detectó 

ninguna interacción entre CD2AP y Robo2 en cualquiera de los 15 

ensayos de dos híbridos o co-precipitación de levadura. Estas 

observaciones indican que la ligación entre Robo2 y Nckl en 

el podocito es una interacción específica.  

El Robo2 de Longitud Completa Forma un Complejo con Nefrina a 

través de Nck 20 

  Los inventores confirmaron la interacción entre 

Robo2 y Nck por ensayos de extracción y co-precipitación. El 

robo2 de longitud completa humana etiquetada con His y myc 

(His-myc-Robo2) o el robo2 humana etiquetada con His y myc 

con una supresión del dominio de enlace a Nckl (His-myc-25 



131  

Robo2-ΔNBD) se expresaron en las células HEK. Las células HEK 

transfectadas se estimularon con medio acondicionado con 

Slit2 (preparado de células establemente transfectadas Slit2) 

para activar el robo2 e incrementar el enlace Nck (Fan y 

colaboradores, 2003). El Nck se extrajo con His-mycRobo2 de 5 

los lisados de células HEK utilizando cuentas de Ni-NTA pero 

no con His-myc-Robo2-ΔNBD (FIG. 2D). Puesto que el dominio 

SH2 de Nck interactúa con las fosfotirosinas en el dominio 

citoplásmico de nefrina (NCD) (Jones y colaboradores, 2006; 

Verma y colaboradores, 2006), los inventores examinaron si el 10 

robo2 formó un complejo con nefrina a través del Nck 

utilizando un ensayo de co-precipitación. Para establecer la 

prueba del principio, los inventores co-expresaron el robo2 y 

la nefrina en célula HEK con Fyn sinasa para incrementar la 

fosforilación de nefrina (Verma y colaboradores, 2006). La 15 

extracción de His-myc-Robo2 de los lisados de células HEK con 

cuentas de Ni-NTA co-precipitó el Nck y la nefrina cuando el 

Fyn se expresó (FIG. 2E). En el orden inverso, la extracción 

de la His-myc-nefrina co-precipitó el Nck y Robo2 cuando la 

Fyn cinasa se expresó (FIG. 2F). Adicionalmente, los 20 

precipitados preparados con el anticuerpo anti-Nck 

contuvieron tanto Robo2 como nefrina cuando el Fyn se sobre 

expresó (FIG. 6A). Estos datos indican que la nefrina, Nck, y 

Robo2 forman un complejo in vitro. Para variedad de estos 

descubrimientos in vivo, los inventores inmunoprecipitaron el 25 
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robo2 de lisados de riñón de ratón recién nacido y 

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 única en los 5 

podocitos, y Nck y Robo2 también se sitúan en estas células 

en el riñón, estos resultados indican que la nefrina, Nck, y 

Robo2 son capaces de formar un complejo en los podocitos.  

  Para determinar la función de Slit2 en la formación 

del complejo de proteína Robo2-Nck-nefrina, la His-myc-Robo2, 10 

nefrina, y Fyn se co-expresaron en células HEK que se 

estimularon con un medio acondicionado con Slit2 o un medio 

acondicionado de control sin Slit2 antes de la co-

precipitación (FIG. 21). Los inventores observaron que la 

estimulación de Slit2 incremento el robo2 que se enlaza a Nck 15 

y la formación del complejo con nefrina. Ambas relaciones de 

Nckl versus Robo2 y nefrina versus Robo2 se incrementó 

después de la estimulación con Slit2 (FIG. 2J). Consistente 

con este descubrimiento, los inventores observaron que la 

Slit2 se expresó en gran medida en los glomérulos de ratón 20 

recién nacidos (FIGS. 6B, 6C). 

La Señalización Slit2-Robo2 Inhibe la Polimerización de 

Actina Inducida por Nefrina 

  Puesto que Slit se enlaza a Robo para reclutar Dock 

y srGAPs para inhibir la polimerización de la actina (Fan y 25 
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colaboradores, 2003), los inventores desean probar si Robo2 

también recluta Nck para inhibir la polimerización de actina 

en células de mamífero, una función opuesta a la nefrina que 

promueve la polimerización de actina. Para tratar esta 

pregunta, los inventores estudiaron la polimerización de 5 

actina al analizar las colas de F-actina en las células que 

expresan la proteína quimérica CD16/7-NCD como se describe 

previamente (Jones y colaboradores, 2006; Verma y 

colaboradores, 2006). Este modelo utiliza los dominios 

extracelulares y transmembrana de los receptores Fc de 10 

inmunoglobulina humana CD16 y CD7 fusionados al dominio 

citoplásmico de nefrina (NCD). CD 16/7-HA, en la cual NCD se 

reemplaza por una etiqueta HA, se utilizó como un control 

negativo. Estas proteínas quiméricas se co-expresaron con 

Robo2 en células HEK y se agruparon por el tratamiento con el 15 

anticuerpo anti-CD16 y un anticuerpo secundario conjugado a 

rodamina. Los inventores primero examinaron si el 

agrupamiento de dominio citoplásmico de nefrina podría 

reclutar Robo2. Los inventores observaron que el acoplamiento 

de CD16/7-NCD llevó Robo2 en las agrupaciones puesto que la 20 

mayoría de el robo2 se co-localizó con las agrupaciones 

CD16/7-NCD (FIGS. 6D-6F). Sin embargo, ninguna co-

localización de el robo2 se observó ya sea con el control 

CD16/7-HA (FIG. 6D') o con el constructo Robo2-ΔNBD (FIG. 

6E'), en el cual el dominio de enlace Robo2 Nck (NBD) se 25 
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suprimió. Interesantemente, en ausencia de Slit2, la co-

localización de CD16/7-NCD y Robo2 se redujo 

significativamente (FIG. 6F'). Estos datos proporcionan 

evidencia adicional de que el dominio citoplásmico de nefrina 

es capaz de formarse en complejo con el dominio intracelular 5 

Robo2 en presencia de Slit2 y valida el modelo para 

determinar si la formación de un complejo de Robo2-Nck-

nefrina afecta la polimerización de actina. 

   Las células HEK que expresan CD16/7-NCD y Robo2 se 

estimularon con Slit2 o el medio acondicionado de control sin 10 

Slit2 mientras que se agrupó por el anticuerpo anti-CD16. La 

polimerización de actina se evaluó al cuantificar el número 

de células HEK con colas de F-actina visibles (Rivera y 

colaboradores, 2004). Los inventores observaron que 80% de 

células agrupadas CD16/7-NCD formaron colas de F-actina que 15 

se podrían revelar por la tinción de faloidina como se 

reportó previamente (Jones y colaboradores, 2006; Verma y 

colaboradores, 2006). En la estimulación de Slit2, sin 

embargo, el número de células con colas de F-actina se redujo 

significativamente a aproximadamente 40% (FIGS. 3A y 3C). 20 

Solo algunas células se observaron que contienen colas de F-

actina más cortas cuando las proteínas CD16/7-HA de control 

se agruparon (FIGS. 3B y 3C). Para investigar además si esta 

inhibición de la polimerización de actina requirió Nck, los 

inventores repitieron este ensayo utilizando Robo2 sin el 25 
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dominio de enlace Nck (Robo2-ΔNBD) para determinar si el 

bloqueo de Nck que se enlaza a Robo2 previno la inhibición de 

Slit2-Robo2 en la polimerización de actina inducida por 

nefrina. CD16/7-NCD se co-expreso con ya sea Robo2 de 

longitud completa (FIG. 7A) o Robo2-ΔNBD (FIG. 7B) en células 5 

HEK. Los inventores observaron que la supresión del dominio 

de enlace Nck en Robo2 comprometió significativamente la 

inhibición de Slit2-Robo2 en la polimerización de actina 

inducida por nefrina (FIG. 7C). 

  El estudio previo ha mostrado que la nefrina se 10 

enlaza al citoesqueleto de F-actina (Yuan y colaboradores, 

2002). Para determinar si la señalización Slit2-Robo2 podría 

inhibir la F-actina asociada a nefrina, los inventores 

inmunoprecipitaron CD16/7-NCD y CD16/7-HA con el anticuerpo 

anti-CD16 y examinaron la cantidad de F-actina en los 15 

precipitados por el tinción de Western. Los inventores 

observaron que la abundancia de la F-actina asociada con 

nefrina se redujo significativamente en la estimulación de 

Slit2 (FIGS. 3D y 3E). A la inversa, el ensayo de 

inmunoprecipitación in vivo mostró que la F-actina asociada 20 

con nefrina se inmunoprecipitó por un anticuerpo anti-nefrina 

de riñones de ratones nulos recién nacidos Robo2 fue 

significativamente incrementado comparado con aquella de 

riñones de ratón heterocigotos de tipo silvestre Robo2 (FIGS. 

3F y 3G). Tomados conjuntamente, estos resultados indican que 25 
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la señalización Slit2-Robo2 inhibe la polimerización 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 5 

casi todos los ratones nulos homocigotos Robo2 en el 

antecedente genético mezclado murieron poco después del 

nacimiento debido a un fenotipo CAKUT grave (Grieshammer y 

colaboradores, 2004; Lu y colaboradores, 2007; Wang y 

colaboradores, 2011). Después de criar ratones con el alelo 10 

mutante Robo2
de15

 durante cinco generaciones en el antecedente 

genético C57BL/6, el acoplamiento de padres heterocigotos 

Robo2
de15/+

 reveló tres ratones nulos homocigotos Robo2
del5/del5 

que sobrevivieron durante 3 semanas (entre un total de 160 

ratones analizados en el destete). Para determinar si el 15 

Robo2 se requirió para la formación 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 20 

nacimiento, la microscopia electrónica de transmisión mostró 

el borramiento de proceso basal focal en ratones nulos 

homocigotos Robo2
de15/de15 

recién nacidos (FIGS. 8A-8F). Por la 

microscopia electrónica de exploración, los inventores 

observaron los procesos basales de interdigitalización 25 
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irregulares en ratones nulos homocigotos Robo2
de15/del5

 en el 

nacimiento y 3 semanas de edad (FIGS. 4A-4H). Estos 

descubrimientos indican que el Robo2 es requerido para el 

patrón de procesamiento de basal de podocitos normales 

durante el desarrollo del riñón. 5 

  Par examinar la función de Robo2 y el mantenimiento 

de la estructura de proceso basal en glomérulos maduros, los 

inventores generaron ratones inactivados robo2 específicos de 

podocitos al cruzar ratones Robo2
flox/flox

 condicionales con 

ratones heterocigotos Robo2
de15/+

; Tg
Nphs2-Cre/+

 que llevan un 10 

transgen de podocina-Cre. Veinte ratones mutantes Robo2 

específicos de podocitos con el genotipo Robo2
de15/flox

; 

Tg
Nphs2Cre/+

 y 20 ratones de control de la misma camada se 

analizaron hasta un año de edad. Ratones inactivados Robo2 

específico de podocitos fueron viables y fértiles. Sin 15 

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 

detectó por ambos análisis ELISA y Western (FIGS. 4N y 40). 20 

Además, la microscopia electrónica de exploración reveló 

defectos de patrón de procesos basales en ratones inactivados 

específicos de podocitos Robo2. En lugar de los procesos 

basales secundarios de interdigitalización similares a 

cremallera ordenados en ratones inactivados específicos de 25 
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podocitos de Robo2, de tipo silvestre mostraron patrón de 

interdigitalización de proceso basal irregular y 

desorganizado en un mes (FIGS. 8G-8J). Estos defectos fueron 

más obvios a través del tiempo. A los siete meses de edad, 

los procesos basales abiertamente desorganizados, más cortos 5 

y divagantes se observaron en ratones inactivados específicos 

de podocitos Robo2 (FIGS. 8K-8N), que fueron similares al 

fenotipo de ratones nulos Robo2 de tres semanas de edad. 

Aunque los ratones inactivados específicos de podocitos Robo2 

mostraron un número de podocitos normal, la deposición de 10 

matriz se incrementó significativamente en los glomérulos 

(FIGS. 8O-8T, Tablas 1 y 2). Estos cambios morfológicos 

indican que el Robo2 desempeña una función en la regulación y 

mantenimiento de la estructura de proceso basal de podocitos 

glomerular. 15 

La Pérdida de Robo2 Alivia el Defecto Estructural de los 

Podocitos en Ratones Nulos de Nefrina  

  Ratones homocigotos de nefrina desarrollan un 

fenotipo característico con dilatación del espacio de Bowman, 

procesos basales anormalmente amplios, ausencia de slit-20 

diafragma glomerulares, y proteinuria significativa (Done y 

colaboradores, 2008; Hamano y colaboradores, 2002). Puesto 

que Robo2 formó un complejo con nefrina, y la señalización 

Slit2-Robo2 inhibió la polimerización de actina inducida por 

nefrina, los inventores quisieron saber si la pérdida de 25 
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Robo2 modificaría el fenotipo de podocitos en ratones nulos 

de nefrina. Para probar esta hipótesis de una posible 

interacción genética entre Robo2 y nefrina, los inventores 

generaron ratones inactivados doblemente de Robo2-nefrina y 

Robo2
~
'
~
 Nphsl

~
'
~
 Robo2

flox/flox
; Tg

Nphs2-Cre/+
; Nphs1

-/- 
de línea 5 

germinal y específicos de podocitos. Como el homocigoto 

individual Nphsl
-/-
, los ratones doblemente inactivados 

1'
 single homozygote, Robo2

-/-
, Nphsl

-/-
 (4/4, 100%) y 

Robo2
flox/flox

; Tg
Nphs-Cre/+

; Nphsl
-/-

 (3/3, 100%) murieron dentro 

de 10 horas después del nacimiento, el análisis histológico, 10 

sin embargo, reveló que la morfología de los glomérulos en 

los ratones doblemente homocigotos Robo2
-/-
 Nphs

-/- 
parecieron 

relativamente normales comparados con el fenotipo en ratones 

homocigotos de nefrina individuales Nphsl
-/- 

que tuvieron un 

espacio de Bowman dilatado (FIGS. 8U-8X). El número de 15 

glomérulos con el espacio de Bowman dilatado se redujo 

significativamente en ratones homocigotos dobles Robo2
-/-

 Nphsl
-/- 

(2/55, 3.6%) comparados con los ratones nulos 

individuales de nefrina (31/122, 25.4%) (FIGS. 8Y y Tabla 3). 

Además, el análisis de la ultra estructura glomerular por la 20 

microscopia electrónica de exploración mostró que la 

estructura del proceso basal de podocitos de 

interdigitalización se observó en solamente 1 (6.67%) de 150 

glomérulos de ratones homocigotos individuales de nefrina 

(FIGS. 4P y 4Q) comparados con homocigotos individuales con 25 
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100% en Robo2
-/-
 (FIGS. 4T y 4U) y controles de tipo silvestre 

(FIG. 4V y 4W). Notablemente el patrón de interdigitalización 

de nulos procesos basales de podocitos se restauró en 12 

(75%) de 16 glomérulos de riñones de ratón recién nacido 

homocigotos dobles Robo2
-/-
; Nph1r

-/-
 (FIGS. 4R y 4S, Tabla 4), 5 

indicando que una pérdida concomitante de Robo2 y nefrina 

alivió el fenotipo estructural del proceso basal de podocitos 

en estos ratones. Estos descubrimientos indican que las 

interacciones físicas de Robo2-Nck-nefrina descritas en lo 

anterior tienen un efecto sustancial en la morfología de 10 

proceso basal de podocitos in vivo cuando los niveles de 

expresión de Robo2 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 que llevan 15 

proceso elaborado que los inventores reconocen como podocitos 

maduros (Reeves y colaboradores, 1978). Esta plasticidad se 

retiene después de la maduración. Se observa más gráficamente 

como borramiento de proceso basal reversible después de la 

neutralización de carga superficial experimental con sulfato 20 

de protamina y restauración con heparina (Seiler y 

colaboradores, 1975) y durante la recaída y remisión de la 

proteinuria en niños con enfermedad de intercambio mínimo 

(Nachman y colaboradores, 2008). Los cambios más sutiles en 

los procesos basales se presentan probablemente bajo 25 
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condiciones fisiológicas en respuesta a señales positivas y 

negativas en la forma de estímulos hemodinámicos, hormonales 

o paracrinos. Dada la abundancia de la F-actina en los 

procesos basales, es probablemente, sin que se desee ser 

limitado por la teoría, que tales estímulos llevan a cabo 5 

estos cambios sutiles en respuesta a las señales positivas y 

negativas transducidas al citoesqueleto de F-actina. Las 

señales positivas demasiadas o no balanceadas pueden conducir 

a un fenotipo de enfermedad. De hecho, aunque un ligando 

fisiológico todavía no se ha identificado, es claro que la 10 

agrupación y fosforilación de la nefrina induce la 

polimerización de actina al reclutar en Nck, un mecanismo que 

se puede implicar en la proteinuria inducida en l ratas por 

un anticuerpo monoclonal nefritogénico al dominio 

extracelular de nefrina (Topham y colaboradores, 1999) y en 15 

casos de síndrome nefrótico congénito que desarrolla a los 

anticuerpos anti-nefrina después del trasplante renal 

(Patrakka y colaboradores, 2002). 

  Los estudios de los inventores descritos en la 

presente revelan otro nivel de regulación negativa de la 20 

polimerización de actina de podocitos en la cual Robo2, 

cuando se enlaza por Slit, inhibe la polimerización de actina 

inducida por nefrina. Los inventores proponen, sin que se 

desee ligado o limitado por la teoría, que la señalización de 

SLIT-ROBO2 puede inhibir la polimerización de actina inducida 25 
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por nefrina para mantener la estructura del proceso basal de 

podocitos normal como sigue: bajo condiciones fisiológicas 

(por ejemplo, durante el desarrollo del proceso basal), el 

acoplamiento de nefrina conduce a la fosforilación del Yl 

191/1208/1232 intracelular al cual el dominio Nck SH2 se 5 

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 

polimerización de actina para la extensión del proceso basal 

de podocitos o propagación (FIG. 8Z). La secreción local y el 10 

enlace de Slit incrementa la interacción de Robo2 con Nck a 

través de su región rica en prolina y los primeros dos 

dominios SH3 de Nck. El secuestro de los primeros dos 

dominios SH3 de Nck por Robo2 inhibiría la polimerización de 

actina mediada por nefrina Nck y disminuiría la F-actina 15 

asociada con la nefrina para mantener un citoesqueleto de F-

actina dinámico y balanceado la estructura del proceso basal 

de podocitos normal (FIG. 8Z). Además de dirigir la 

inhibición de la polimerización de activa inducida por 

nefrina a través de Nck, la señalización de SLIT-ROBO2 puede 20 

inactivar la polimerización 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 y 

colaboradores, 2001). En ausencia de la señalización Slit2-25 
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Robo2 (por ejemplo, cuando Robo2 se inactiva), los efectos 

inhibidores de Robo2 en la polimerización inducida por 

nefrina se pierden. Los dominios SH3 de Nck son capaces de 

interactuar con reguladores de citoesqueleto corriente abajo 

para incrementar la polimerización de actina (FIG. 8Z), lo 5 

cual puede explicar la 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 señalización de SLIT-ROBO puede regular la 10 

plasticidad de podocitos al regular negativamente el 

citoesqueleto de F-actina, que es similar a la función de la 

señalización de SLIT-ROBO en la orientación de conos 

desarrollados de axones (Guan y Rao, 2003). El descubrimiento 

patológico de la deposición de matriz incrementada en los 15 

glomérulos de ratón mutante Robo2 representa probablemente 

una respuesta secundaria. 

  Aunque es claro de los estudios de los inventores 

descritos en la presente que Robo2 se sitúa en la superficie 

basal de los podocitos y forman complejo con otras proteínas 20 

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) y un 25 
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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 interacción entre el dominio intracelular de Robo2 

y el dominio citoplásmico de nefrina en el ensayo de dos 5 

híbridos de levadura. Los datos bioquímicos de los inventores 

(FIGS. 2E y 2F) tampoco soportaron una interacción 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 10 

celulares de los procesos basales adyacentes a través de una 

trans-interacción en el slit-diafragma.  

  Los inventores descubrieron que ratones inactivados 

nulos homocigotos Robo2 y específicos de podocitos 

desarrollaron un patrón de interdigitalización de proceso 15 

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 

desempeñan funciones opuestas en la regulación de 

citoesqueleto de F-actina de podocitos. Mientras que la 20 

señalización de nefrina induce la polimerización de actina 

localizada, la señalización Slit2-Robo2 actúa como un 

regulador negativo en la polimerización de actina para 

mantener la plasticidad y dinámica del proceso basal de 

podocitos. Hay que destacar que un defecto de organización de 25 
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proceso basal similar se observa en los ratones en los cuales 

el factor de despolimerización de actina Cofilin-1, otro 

regulador negativo del citoesqueleto de F-actina en los 

podocitos, se inactiva (Garg y colaboradores, 2010). Esto 

indica que la ausencia de ya sea un factor de promoción de 5 

polimerización de actina tal como señalización de nefrina o 

un factor inhibidor de tal como señalización Robo2 afectará 

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 10 

mantener la estructura de proceso basal normal. La 

recuperación de este equilibrio al desactivar tantas señales 

positivas (nefrina) como negativas (Robo2) puede explicar la 

restauración de la irrigación del proceso basal de podocitos 

y el fenotipo glomerular más leve en ratones inactivados 15 

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 20 

morfología del proceso basal a través de su interacción con 

el citoesqueleto de actina (Jones y colaboradores, 2006; 

Verma y colaboradores, 2006) por la otra. Mientras que la 

señalización Robo2 contrarresta claramente los efectos de 

señalización positivos de la nefrina en los procesos basales, 25 
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permanece para ser determinados si también afecta la 

integridad de slit-diafragma. 

  Por consiguiente, como se describe en la presente, 

los inventores han identificado Robo2 como un nuevo 

componente de la unión intercelular de podocitos en el riñón. 5 

Los inventores han mostrado interacciones entre Robo2 y 

nefrina utilizando técnicas bioquímicas, funcionales y 

genéticas y han mostrado que la señalización Slit2-Robo2 

inhibe la dinámica de la actina inducida por nefrina. Los 

resultados de los inventores indican que la señalización 10 

Robo2 actúa como un regulador negativo en la nefrina para 

modular la arquitectura del proceso basal de podocitos. Este 

estudio extiende el entendimiento de los inventores de la 

función de la señalización de SLIT-ROBO e identifica un 

mecanismo de interferencia novedoso por el cual el receptor 15 

de señal guía Robo podría influir en la dinámica del 

citoesqueleto de F-actina. 

  A menos que se defina de otra manera en la 

presente, los términos científicos y técnicos utilizados en 

relación con la presente solicitud tendrán los significados 20 

que se entienden comúnmente por aquellas personas de 

experiencia ordinaria en la técnica la cual esta descripción 

pertenece. Se debe entender que esta invención no se limita a 

la metodología particular, protocolos, y reactivos, etc., 

descritos en la presente y como tal deben variar. La 25 
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terminología utilizada en la presente es para el propósito de 

describir modalidades particulares solamente, y no se propone 

para limitar el alcance de la presente invención, que se 

define solamente por las reivindicaciones. Las definiciones 

de los términos comunes en la inmunología, y la biología 5 

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 y 

colaboradores (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, 

publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-10 

9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology y 

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 biología molecular 15 

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 0-

632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Maniatis y 20 

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 y 25 
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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 5 

(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 y Sons, 

Inc.) and Current Protocols in Immunology (CPI) (John E. 

Coligan, y colaboradores, ed. John Wiley y Sons, Inc.), las 10 

cuales se incorporan a manera de referencia en sus 

totalidades.  

  Como se utiliza en la presente, el término “que 

comprende” significa que otros elementos también pueden estar 

presentes además de los elementos definidos presentados. El 15 

uso de “que comprende” indica la inclusión antes que 

limitación.  

  Como se utiliza en la presente el término “que 

consiste esencialmente de” se refiere a aquellos elementos 

requeridos para una modalidad dada. El término permite la 20 

presencia de elementos adicionales que no afectan 

materialmente la característica(s) básica y novedosa o 

funcional de esa modalidad de la invención.  

  El término “que consiste de” se refiere a 

composiciones, métodos, y componentes respectivos de los 25 
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mismos como se describe en la presente, que son exclusivos de 

cualquier elemento no citado y en esta descripción de la 

modalidad. 

  Además, a menos que se requiera de otra manera por 

el contexto, los términos singulares incluirán pluralidades y 5 

los términos plurales incluirán el singular. Como se utiliza 

en esta especificación y las 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 10 

“métodos” incluyen uno o más métodos, y/o etapas del tipo 

descrito en la presente y/o que serán evidentes para aquellas 

personas expertas en la técnica en la lectura de esta 

descripción y así sucesivamente. 

  Diferente en los ejemplos de operación, o donde se 15 

indique de otra manera, todos los números que expresan 

cantidades de ingredientes o condiciones de reacción 

utilizados en la presente se debe de entender como 

modificados en todos los casos por el término 

“aproximadamente.” El término “aproximadamente” cuando se 20 

utiliza en relación con los porcentajes puede significar ±1%. 

  Se debe entender que esta invención no se limita a 

la metodología particular, protocolos, y reactivos, etc., 

descritos en la presente y como tal pueden variar. La 

terminología utilizada en la presente es para el propósito de 25 
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describir modalidades particulares solamente, y no se 

proponen para limitar el alcance de la presente invención, 

que se define solamente por las reivindicaciones.  

  Todas las patentes y otras publicaciones 

identificadas se incorporan expresamente en la presente a 5 

manera de referencia para el propósito de describir y 

divulgar, por ejemplo, las metodologías descritas en tales 

publicaciones que se pueden utilizar en relación con la 

presente invención. Estas publicaciones se proporcionan 

solamente para su descripción antes de la fecha de 10 

presentación de la presente solicitud. Nada en este aspecto 

se debe considerar como una admisión de que los inventores no 

tienen derecho a anteceder tal descripción en virtud de la 

técnica previa o por cualquier otra razón. Todas las 

declaraciones en cuanto a la fecha o representación a los 15 

contenidos de estos documentos se basa en información 

disponible a los solicitantes y no constituye ninguna 

admisión en la exactitud de las fechas o contenidos de estos 

documentos. 

  Las modalidades de los diversos aspectos descritos 20 

en la presente se pueden ilustrar por los siguientes párrafos 

numerados: 

2. Un método que comprende:  

 a. someter a ensayo una muestra de prueba biológica 

de un sujeto para determinar un nivel de expresión 25 
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del polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un 

polipéptido ROBO2; 

b. determinar el nivel de expresión del polipéptido 

ROBO2 o del nivel de expresión del RNA que codifica 

un polipéptido ROBO2 en la prueba de biológica está 5 

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 riñón 

crónica 

3. El método del párrafo 10, en donde el ensayo de nivel 10 

de expresión del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo 

utilizando un anticuerpo o un fragmento de enlace a 

antígeno del mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

4. El método del párrafo 10, en donde el ensayo de nivel 

de expresión del RNA que codifica un polipéptido ROBO2 15 

se lleva a cabo utilizando PCR o un ensayo de 

hibridación  

5. El método de cualquiera de los párrafos 10-12, en 

donde la muestra de prueba biológica es una biopsia de 

riñón, muestra de orina, sangre, suero, o células 20 

formadas en pelotillas de una muestra de orina.  

6. El método de cualquiera de los párrafos 10-13 en 

donde el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel de umbral 25 
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de referencia. 

7. El método de cualquiera de los párrafos 10-13, en 

donde el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 r el 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estándares por 5 

arriba del nivel de umbral de referencia. 

8. Un ensayo que comprende:  

a. poner en contacto una muestra de prueba bilógica 

aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el 

polipéptido ROBO2 o un RNA que codifica un 10 

polipéptido ROBO2; y 

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, 15 

relativo con una muestra biológica normal, 

identifica un sujeto que tiene enfermedad de riñón 

crónica y/o progresión de la enfermedad de riñón 

crónica o proteinuria.  

9. El ensayo del párrafo 16, en donde la detección de 20 

nivel de expresión del polipéptido ROBO2 se lleva a cabo 

utilizando un anticuerpo o fragmento de enlace a 

antígeno del mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

10. El ensayo del párrafo 16, en donde la detección del 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido 25 
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ROBO2 se lleva a cabo utilizando PCR o un ensayo de 

hibridación. 

11. El ensayo de cualquiera de los párrafos 16-18, en 

donde la muestra de prueba biológica es una biopsia de 

riñón, muestra de orina, sangre, suero, o células 5 

formadas en pelotillas de una muestra de orina.  

12. El ensayo de cualquiera de los párrafos 16-19, en 

donde el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 es por lo menos 20% por arriba del nivel de umbral 10 

de referencia. 

13. El ensayo de cualquiera de los párrafos 16-19, en 

donde el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 

nivel de expresión del RNA que codifica un polipéptido 

ROBO2 es por lo menos dos desviaciones estándares por 15 

arriba del nivel de umbral de referencia. 

14. El ensayo de cualquiera de los párrafos 16-21, en 

donde el sujeto se ha diagnosticado con diabetes o 

presión arterial alta. 

15. Un sistema para determinar si un sujeto está en 20 

riesgo de una enfermedad de riñón crónica o proteinuria, 

o tiene una enfermedad de riñón crónica que comprende: 

a. un módulo de medición configurado para 

determinar el nivel de expresión del polipéptido 

ROBO2 o el nivel de expresión del RNA que codifica 25 
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un polipéptido ROBO2 en una muestra biológica 

obtenida de un sujeto; 

b. un módulo de comparación configurado para 

recibir el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 

o el nivel de expresión del RNA que codifica un 5 

polipéptido ROBO2 determinado por el módulo de 

medición y llevar a cabo por lo menos un análisis 

para determinar si el nivel de expresión del ROBO2 

o el nivel de expresión del RNA que codifica un 

polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel de 10 

referencia pre-determinado o relación, y para 

proporcionar un contenido recuperado; y 

c. un módulo de visualización para mostrar un 

contenido basado en la salida de datos del módulo 

de comparación, en donde el contenido comprende una 15 

señal indicativa de que el nivel de expresión o la 

relación del ROBO2 o RNA es mayor que el nivel de 

referencia predeterminado o relación, o una señal 

indicativa que el nivel o relación de expresión de 

ROBO2 no es mayor que el nivel de referencia o 20 

relación predeterminada.  

16. El sistema del párrafo 23, en donde el contenido 

mostrado en el módulo de visualización comprende además 

una señal indicativa de que el sujeto está siendo 

recomendado para recibir un régimen de tratamiento 25 
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particular. 

17. Un sistema para determinar si un sujeto está en 

riesgo de una enfermedad de riñón crónica o proteinuria, 

o tiene una enfermedad de riñón crónica que comprende: 

a. un módulo de determinación configurado para 5 

recibir por lo menos una muestra de prueba 

obtenida de un sujeto y llevar a cabo por lo 

menos un análisis en la por lo menos una muestra 

de prueba para determinar la presencia o ausencia 

de cualquiera de las siguientes condiciones: 10 

i. una relación de expresión de ROBO2   

 mayor que una relación predeterminada, o 

ii. un nivel de expresión de ROBO2 mayor  

 que un nivel predeterminado  

b. un dispositivo de almacenamiento configurado 15 

para almacenar la salida de datos del módulo de 

determinación; y 

c. un módulo de visualización para mostrar un 

contenido basado en la salida de datos del módulo 

de determinación, en donde el contenido comprende 20 

una señal indicativa de que la relación de 

expresión de ROBO2 es mayor que la relación 

predeterminada o nivel de ROBO2 que un nivel 

predeterminado, o una señal indicativa de que la 

relación de expresión de ROBO2 no es mayor que la 25 
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relación predeterminada o no mayor que un nivel 

predeterminado. 

18. El sistema del párrafo 25, en donde el contenido 

mostrado en el módulo de visualización comprende además 

una señal indicativa del sujeto que está siendo 5 

recomendado para recibir un régimen de tratamiento 

particular. 

  Esta invención se ilustra adicionalmente por los 

siguientes ejemplos que no se deben considerar como 

limitantes. 10 

EJEMPLOS 

Hibridación In Situ de Tejido, Inmunohistoquímica, y 

Microscopia Electrónica de Inmuno-oro 

  El análisis de hibridación in situ se llevó a cabo 

con ribosondas Robo2 etiquetadas con digoxigenina como se 15 

describe previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). La 

inmunohistoquímica se llevó a cabo en tejidos de riñón 

embriónicos de ratón fijados en 4% de paraformaldehído y en 

tejidos de riñón de ratones adultos fijados en metanol. Para 

la microscopia electrónica de inmuno-oro, los riñones de 20 

ratones de tipo silvestre se disecaron y se fijaron en 

paraformaldehído-lisina-periodato (PLP). Las secciones ultra 

delgadas del riñón de ratón se prepararon y se incubaron con 

anticuerpo anti-Robo2 de cabra (DAKO Corporation) y un 

anticuerpo secundario acoplado a 10 nm de oro coloidal (Ted 25 
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Pella). 

Ensayos de Dos Híbridos de Levadura, Co-Precipitación y 

Polimerización de Actina. 

  El sistema de dos híbridos de levadura DUPLEX-A™ 

(OriGene Tech) se utilizó para caracterizar la interacción de 5 

Robo2 y Nck1 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

El cultivo celular, la co-precipitación de la proteína 

etiquetada con His, y la inmunoprecipitación se llevaron a 

cabo como se reporta previamente (Fan y colaboradores, 2003). 

Para la inmunoprecipitación endógena, se utilizaron riñones 10 

de ratones recién nacidos. La reticulación mediada por 

anticuerpos CD16 de las proteínas de fusión CD16/7 y el 

ensayo de polimerización de actina se llevaron a cabo como se 

describe previamente (Jones y colaboradores, 2006; Rivera y 

colaboradores, 2004; Verma y colaboradores, 2006). 15 

Estudio de Ratón Inactivado, Microscopia Electrónica de 

Transmisión y Exploración y Análisis Glomerular de Riñón 

  Los protocolos de ratones se aprobaron por the 

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) at Boston 

University Medical Center (#14388). La generación y 20 

generación y genotipificación del alelo condicional Robo2
flox

, 

el alelo mutante de línea germinal Robo2
del5

 (también llamado 

Robo2
-
 intercambiablemente en este documento), y el alelo de 

tipo silvestre Robo2
+/-
 se describieron previamente (Lu y 

colaboradores, 2007; Wang y colaboradores, 2011). Para 25 
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generar ratones inactivados dobles Robo2-nefrina, los ratones 

Robo2
+/-

 se cruzaron con ratones Nphs1
+/-
 que se generaron 

previamente (Hamano y colaboradores, 2002). Para la 

microscopía electrónica de transmisión, los riñones se 

fijaron, se incubaron en 2% de glutaraldehído en cacodilato 5 

de sodio 0.15 M, se deshidrataron en etanol graduado, se 

incrustaron en Epon, se seccionaron y se tiñeron con acetato 

de uranilo y citrato de plomo. Las secciones de riñón 

ultradelgadas se examinaron utilizando un microscopio 

electrónico JEM-1011. Para la microscopía electrónica de 10 

exploración, los riñones se prepararon siguiendo el protocolo 

estándar. Para los estudios patológicos de riñón, los riñones 

se fijaron en 4% de paraformaldehído, se incrustaron en 

parafina, se seccionaron, y se tiñeron utilizando métodos de 

ácido periódico de Schiff (PAS) o eosina-hematoxilina (H&E) 15 

estándares. Para la cuantificación del número de podocitos, 

se utilizó WT1 como un marcador nuclear de podocitos y la 

tinción de inmunoperoxidasa se llevó a cabo en las secciones 

de riñón siguiendo el protocolo estándar. Los núcleos de 

podocitos positivos WT1 en cada sección cruzada glomerular se 20 

contaron. Para el análisis de proteinuria, especímenes de 

orina “mancha” de ratones de 6 semanas de edad se examinaron 

utilizando un equipo de cuantificación ELISA de albuminuria 

de murino (Exocell) de acuerdo con la instrucción del 

fabricante y una tira reactiva de orina (Multistix, Bayer, 25 
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IN) como un método de clasificación. 

Hibridación e Inmunohistoquímica In Situ de Tejido 

  El análisis de hibridación in situ se llevó a cabo 

con ribosondas Robo2 etiquetadas con digoxigenina como se 

describe previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). El 5 

cDNA de Robo2 se linealizó con NotI y las sondas se generaron 

utilizando el equipo de etiquetado y detección DIG DNA (Roche 

Applied Science). La hibridación se llevó a cabo en secciones 

congeladas de riñón embriónico de ratón incrustadas en OCT 

fijadas en 4% de paraformaldehído. La inmunohistoquímica se 10 

llevó a cabo en los tejidos de riñón embriónicos de ratón 

fijados en 4% de paraformaldehído seguido por 30% de 

crioprotección de sacarosa (Mugford y colaboradores, 2008) y 

en tejidos de riñón de ratones adultos fijados en metanol. 

Los riñones de ratón incrustados en el compuesto OCT se 15 

congelaron y se seccionaron utilizando Cryostat a 8-10 μm. 

Las secciones se tiñeron con anticuerpos primarios y se 

siguieron por anticuerpos secundarios conjugados con FITC o 

Cy3 apropiados. Los anticuerpos primarios utilizados en este 

estudio incluyen los que están en contra de ROBO2 (R&D 20 

System, Abnova, Santa Cruz Biotechnology), nefrina 

(sintetizada personalizada) (Topham y colaboradores, 1999), 

Nck (Upstate/Millipore), podocina (Sigma), nidógeno (Santa 

Cruz Biotechnology), Pecam1 (BD Biosciences), WT1 (Santa Cruz 

Biotechnology), SLIT2 (Santa Cruz Biotechnology), PDGFR beta 25 
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(Cell Signaling), Sinaptopodina (Santa Cruz Biotechnology). 

Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal 

de exploración de láser de disco giratorio de múltiples 

puntos Perkin Elmer UltraView LCI y un microscopio de 

exploración de láser confocal Zeiss LSM 510 con un objetivo 5 

de inmersión en aceite de 60x. 

Microscopía Electrónica de Inmuno-oro 

  Riñones de ratón de tipo silvestre se diseccionaron 

y se fijaron para paraformaldehído (PLP) a 4°C durante la 

noche. El tejido se lavó en 1x PBS y se deshidrató en etanol 10 

graduado y se incrustó en resina blanca LR (Electron 

Microscopy Sciences). Las secciones ultradelgadas del riñón 

de ratón se prepararon y se transfectaron a rejillas de oro 

recubiertas con Formvar, y se bloquearon con albúmina de 

suero bovino al 1% y 5% de suero de cabra normal en 1x PBS. 15 

Las secciones luego se incubaron con anticuerpo anti-Robo2 de 

cabra con una dilución de 1:50 en DAKO (DAKO Corporation) a 

4°C durante la noche. El suero no inmune se utilizó como un 

control. Después de tres lavadas con 1x PBS, las secciones se 

incubaron con un anticuerpo secundario IgG acoplado a 10 nm 20 

de oro coloidal (Ted Pella) durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Las secciones se pos-fijaron finalmente con 1% de 

glutaraldehído y se contrastaron con acetato de uranilo. Las 

secciones se examinaron con un microscopio electrónico de 

transmisión JEM-1011 (JEOL, Tokio, Japón) a 80kV, y las 25 
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imágenes se adquirieron utilizando un sistema de formación de 

imágenes digital AMT (Advanced Microscopy Techniques, 

Danvers, MA.) y se importaron en Adobe Photoshop. La 

localización subcelular del Robo2 teñido con partículas de 

oro en los glomérulos se reconoció en las micrografías 5 

electrónicas digitales en comparación con las micrografías de 

control teñidas con suero no inmune.  

Ensayo de Dos Híbridos de Levadura  

  El sistema de dos híbridos de levadura DUPLEX-A
MR
 

(OriGene Tech, Rockville, MD) se utilizó para caracterizar la 10 

interacción de Robo2 y Nck1. Los cDNAs que codifican el 

dominio intracelular de Robo2 humano y sus formas truncadas 

se clonaron en el vector pJG4-5 en sitios EcoRI/XhoI, 

fusionándolas al dominio de activación de transcripción de 

B42. Los cDNAs del Nck1 humano y sus formas truncadas se 15 

clonaron en el vector pEG202 en EcoRI/XhoI para fusionarlas 

al DNA que enlaza el dominio de LexA. El gen lacZ en el 

constructo pSH18-34 y el gen LEU2 en el genoma de levadura de 

cepa EGY48 se utilizaron como genes reportadores. Los 

constructos pEG202, pSH18-34, y pJG4-5 se co-transfectaron en 20 

células EGY48 de levadura. La interacción se consideró 

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, Transfección, Co-

Precipitación y Tinción Western   25 
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  Las células HEK (293T) se transfectaron a 60% de 

confluencia utilizando la transfección de fosfato de calcio. 

Para hacer las proteínas de fusión 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 5 

de restricción Hind III/EcoR1 y EcoR1/Xho1 respectivamente. 

El Robo2-NBD se obtuvo al suprimir el dominio de enlace Nck 

(FIG. 2C) utilizando el equipo de mutagénesis dirigida al 

sitio QUIKCHANGE (Strategene) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El Robo2 y Nck1 no etiquetados 10 

se clonaron en el vector pCS2 (Addgene) en los sitios 

EcoR1/Xho1, la nefrina en los sitios HindIII/EcoR1. Los 

constructos Slit2 etiquetados con Fyn y myc humanos se han 

reportado previamente (Li y colaboradores, 2008; Wong y 

colaboradores, 2001). Los constructos CD16/7-NCD y CD16/7-HA 15 

también se reportaron previamente (Verma y colaboradores, 

2006). Para detectar la interacción de Robo2 y Nck1, el Robo2 

o Robo2-NBD humanos etiquetados con His y myc C-terminales 

se expresaron en células HEK. Cuarenta y ocho horas pos-

transfección, las células se lisaron en la solución 20 

amortiguadora de lisis (NaH2PO4 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 

4°C durante 2 horas para precipitar el His-Robo2, la resina 25 



163  

NTA sin Ni se utilizó como un control. La resina se lavó tres 

veces con solución amortiguadora de lavado (NaH2PO4 50 mM, 

NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, 0.5% de TX100 [pH 8.0]) y se 

calentó a 95°C durante 10 min. Los precipitados se 

resolvieron en geles SDS-PAGE y se tiñeron con anticuerpos 5 

anti-Nck1 monoclonales de conejo, anti-myc de conejo (Cell 

Signaling) en una dilución de 1:1000. Para examinar la 

interacción triple entre Robo2, Nck1, y nefrina, His-myc-

Robo2 o His-myc-Robo2-NBD se co-expresaron en células HEK 

con nefrina humana y Fyn humana. El His-myc-Robo2 se 10 

precipitó con cuentas de Ni-NTA como se describe en lo 

anterior. Para confirmar la triple interacción, la His-myc-

nefrina se co-expresó con Robo2, y Fyn en las células HEK y 

la His-myc-nefrina se extrajo en cuentas de Ni-NTA. Los 

precipitados se tiñeron con anticuerpos anti-myc policlonales 15 

de conejo, anti-Nck1 monoclonales de conejo, anti-nefrina 

monoclonales de conejo, anti-Robo2 monoclonal de ratón (R&D 

systems), y anti-Fyn policlonal de conejo (Santa Cruz 

Biotechnology) en una dilución de 1:1000. Para la co-

inmunoprecipitación de las proteínas endógenas, los riñones 20 

de ratones recién nacidos se homogenizaron en la solución 

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, Na3VO4 1 mM, 

NaF 1 mM, 1x de inhibidor de proteasa) sobre hielo. Las 

muestras se centrifugaron durante 10 min a 4°C y el 25 



164  

sobrenadante se incubó con 1 μg de anticuerpo anti-Robo2 

monoclonal de ratón (R&D Systems) durante 1 hora a 4°C. El 

IgG de cabra de control (Santa Cruz Biotechnology) se utilizó 

como un control. Las muestras luego se mezclaron con 30 μl de 

suspensión de cuentas de proteína A/G más agarosa (Santa Cruz 5 

Biotechnology) y se incubaron adicionalmente durante 12 horas 

a 4°C. Las cuentas luego se lavaron tres veces en la solución 

amortiguadora RIPA y las proteínas se eluyeron en 1x de 

solución amortiguadora de carga de proteína al calentar a 

95°C durante 10 min. Los precipitados se resolvieron en geles 10 

de SDS-PAGE y se tiñeron con anticuerpos anti-Robo2 de ratón, 

anti-nefrina de conejo, y anti-Nck1 de conejo como se 

describe en lo anterior. La actina se tiñó con anticuerpo de 

ratón anti-beta-actina de Sigma. La intensidad de las bandas 

se midió utilizando el ImageJ. Para la detección de 15 

proteinuria, las muestras de orinad de ratones se 

recolectaron y se diluyeron con 1x de solución amortiguadora 

de carga de proteína a una dilución de 1:100. Las proteínas 

de orina luego se resolvieron en geles de SDS-PAGE y la 

albúmina purificada se utilizó como un control (MP 20 

Biomedicals). Los geles se tiñeron con anticuerpo policlonal 

anti-albúmina de conejo (MP Biomedicals). 

Reticulación de CD16/7-NCD y Ensayo de Polimerización de 

Actina 

  La reticulación mediada por anticuerpo CD16 de las 25 
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proteínas de fusión CD16/7 se han descrito previamente (Jones 

y colaboradores, 2006; Rivera y colaboradores, 2004; Verma y 

colaboradores, 2006). Brevemente, CD16/7-NCD o CD16/7-HA se 

co-expresaron en células HEK con Robo2. Después de 24 horas, 

las células se transfirieron y se sembraron en cubreobjetos 5 

de vidrio recubiertos con polilisina durante otras 24 horas. 

Las células luego se incubaron con 1 μg/ml de anti-CD16 

monoclonal de ratón (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 10 

diluyeron en el medio acondicionado con Slit2 (Wong y 

colaboradores, 2001) o el medio acondicionado de control 

durante 30 min y se fijaron en 4% de paraformaldehído en 1x 

PBS. La F-actina se tiñó utilizando faloidina conjugada con 

FITC (Invitrogen) de acuerdo con la instrucción del 15 

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-20 

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-

NCD totales. La fórmula de cuantificación es: Porcentaje % = 

(número de células transfectadas con colas de F-actina/número 25 
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total de células transfectadas) x 100. Las imágenes se 

obtuvieron utilizando un microscopio confocal LSM510 con un 

objetivo de inmersión en aceite 60x. 

Generación y Caracterización de Ratones Inactivados 

Específicos de podocitos de Robo2 y Ratones Desactivados 5 

dobles Robo2-Nefrina 

  La generación y genotipificación del alelo 

condicional Robo2
flox

, el alelo mutante de línea germinal 

Robo2
del5

 (también llamado Robo2
-
 intercambiablemente en este 

documento), y el alelo de tipo silvestre Robo2
+
 se 10 

describieron previamente (Lu y colaboradores, 2007; Wang y 

colaboradores, 2011). El esquema de reproducción estándar se 

siguió para generar ratones desactivados Robo2
del5/flox

;Tg
Nphs2-

Cre/+ 
específicos de podocitos Robo2, que llevan un alelo 

Robo2
del5

 y un alelo Robo2
flox

. En este mutante compuesto, la 15 

Cre recombinasa específica de podocitos conducida por el 

promotor de podocina suprime solo el alelo Robo2
flox

 para 

facilitar la penetración de un fenotipo debido a que el otro 

alelo, Robo2
del5

, se ha suprimido ubicuamente de la expresión 

de línea germinal. La autenticidad de los ratones 20 

Robo2
del5/flox

;Tg
Nphs2-Cre/+

 se determinó por la genotipificación de 

DNA de cola para la presencia de los alelos Robo2
del5 

y 

Robo2
flox

 así como el transgen Tg
Nphs2-Cre

. Los ratones Robo2
flox/+ 

de crías de camadas F2 sin el alelo Robo2
del5

 y el transgen 

Tg
Nphs2- Cre

 se utilizaron como controles. Para generar los 25 
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ratones inactivados dobles Robo2-nefrina, los ratones 

heterocigotos Robo2
+/-

 se cruzaron con ratones heterocigotos 

Nphs1
+/-

 que se generaron previamente (Hamano y colaboradores, 

2002). Después de la generación de ratones heterocigotos 

dobles Robo2
+/-
;Nphs1

+/-
, la cruza de los ratones heterocigotos 5 

dobles se llevó a cabo para generar ratones homocigotos 

dobles Robo2
-/-

;Nphs1
-/-
, así como homocigotos individuales 

Nphs1
+/-

, homocigotos individuales Robo2
-/-
 y controles de tipo 

silvestre Robo2
+/+
;Nphs1

+/+
. Los protocolos de ratón se 

probaron por the Institutional Animal Care and Use Committee 10 

(IACUC) at Boston University Medical Center (#14388). 

Microscopía Electrónica de Transmisión y Exploración  

  Para la microscopía electrónica de transmisión, los 

riñones se disecaron de ratones nudos homocigotos Robo2 y 

ratones inactivados específicos de podocitos se fijaron en 15 

PLP a 4°C durante la noche, y luego se incubaron en 2% de 

glutaraldehído en cacodilato de sodio de 0.15 M durante 6 

horas. Después del lavado en 1x PBS, los riñones fijos se 

deshidrataron en etanol graduado, se incrustaron en Epon, se 

seccionaron y se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de 20 

plomo. Las secciones de riñón ultradelgadas se prepararon y 

se examinaron utilizando un microscopio electrónico JEM- 

1011. Las crías de camadas de tipo silvestre se utilizaron 

como controles. Para la microscopía electrónica de 

exploración, las muestras de riñón de los ratones nulos 25 
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homocigotos Robo2, ratones inactivados específicos de 

podocitos, ratones nulos homocigotos de nefrina, y ratones 

homocigotos dobles de Robo2-nefrina se prepararon siguiendo 

el protocolo descrito previamente (Friedman y Ellisman, 1981) 

con menores modificaciones. Brevemente, el riñón se 5 

perfusionó con solución de 2.5% de glutaraldehído y 2% de 

paraformaldehído en solución 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-fijación en 2% de solución de tetraóxido 10 

de osmio (Electron Microscopy Sciences). Las muestras de 

riñón se crio-fracturaron, se deshidrataron y se secaron 

utilizando hexametildisilazano (Electron Microscopy 

Sciences). Las muestras de riñón se formaron en imágenes 

utilizando microscopios electrónicos de exploración Amray 15 

1000A y Jeol 6340F. Tres glomérulos de cada animal se 

examinaron para proporcionar imágenes representativas.  

Estudios de Patología de Riñón de Ratones, Cuantificación de 

Número de podocitos, y Análisis de Proteinuria   

  Para estudios patológicos de riñón, los riñones se 20 

disecaron y se fijaron en 4% de paraformaldehído durante la 

noche, y luego se trataron una serie de etanol graduado para 

la incrustación en parafina. Los bloques de parafina de riñón 

se seccionaron a 4 μm utilizando un microtomo MT-920 (MICROM) 

y se tiñeron utilizando métodos de ácido Periódico de Schiff 25 
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(PAS) o eosina-hematoxilina (H&E) estándares. Los glomérulos 

se examinaron y se evaluaron para la deposición de matriz, 

glomérulosclerosis segmentaria, y dilataciones del espacio de 

Bowman utilizando un microscopio de luz Olympus BHT equipado 

con un sistema de cámara digital SPOT. Para la cuantificación 5 

del número de podocitos, se utilizó el WT1 como un marcador 

nuclear de podocitos y la tinción de inmunoperoxidasa se 

llevó a cabo en las secciones de riñón siguiendo el protocolo 

descrito previamente (Sanden y colaboradores, 2003). 

Brevemente, las secciones de riñón incrustadas en parafina en 10 

ratones inactivos específicos de podocitos Robo2
del5/flox

;Tg
Nphs2-

Cre/+
 de 4 años de edad y 4 ratones de control de tipo 

silvestre de edad de concordancia se seccionaron a 4 μm y se 

tiñeron con anticuerpo WT1 (Santa Cruz Biotechnology) después 

de la recuperación del antígeno por microondas. El anticuerpo 15 

secundario biotinilado y el equipo Vectastain ABC (Vector 

Laboratories) se utilizaron para detectar la señal WT1. Los 

núcleos de podocitos positivos WT1 en cada sección 

transversal glomerular se contaron en 165 glomérulos totales 

de cuatro ratones mutantes y 166 glomérulos de cuatro ratones 20 

de control. Para el análisis de proteinuria, especímenes de 

“muestra” de orina de ratones de 6 semanas de edad se 

examinaron utilizando un equipo de cuantificación ELISA de 

albúmina de murino sensible (Exocell) de acuerdo con la 

instrucción del fabricante y una tira reactiva de orina 25 
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(Multistix de Bayer, IN) como un método de clasificación. La 

albúmina de suero se normalizó con creatinina para 

proporcionar una relación de albúmina/creatinina. La 

creatinina en la orina se determinó utilizando el equipo de 

detección de creatinina (Sigma) de acuerdo con la instrucción 5 

del fabricante. La albúmina de orina también se examinó por 

12% de SDS-PAGE y se tiñó con anticuerpo de anti-albúmina (MP 

Biomedicals). Los datos de los mutantes y los controles se 

analizaron utilizando la prueba t de Student, ANOVA de una 

vía, y la prueba de Chi-al cuadrado. 10 

Tabla 1. Análisis Cuantitativo de Glomérulos con Expansión de 

Matriz Incrementada en Ratones Inactivados Específicos de 

podocitos de Robo2 de 2 a 9 Meses de Edad (Mutantes) 

Comparados con los Controles (Tipo silvestre) 

Genotipo Ratón 

ID# 

Edad 

(meses) 

Glomérulos 

totales 

contados 

Glomérulos con 

expansión de 

matriz mesangial 

% de Glomérulos 

con expansión de 

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 
Mutantes 

  488 82 16.80% 

Tipo 
silvestre 

4058 2 90 4 4.44% 

Tipo 
silvestre 

4052 3 105 6 5.71% 

Tipo 
silvestre 

3919 6 107 4 3.74% 

Tipo 
silvestre 

1191 7 103 5 4.85% 
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Tipo 
silvestre 

2385 9 106 5 4.72% 

Total de 
tipo 

silvestre 

  511 24 4.70% 

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

Tabla 2. Análisis Cuantitativo de Glomérulos con Expansión de 

Matriz Incrementada en Ratones Inactivados Específicos de 

podocitos de Robo2 de 12 Meses de Edad (Mutantes) Comparados 

con los Controles (Tipo silvestre) 5 

Genotipo Ratón 

ID# 

Edad 

(meses) 

Glomérulos 

totales 

contados 

Glomérulos con 

expansión de 

matriz 

mesangial 

% de Glomérulos 

con expansión de 

matriz 

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 
Mutantes 

total 

  662 94 14.20% 

Tipo 
silvestre 

1901 12 125 5 4.00% 

Tipo 
silvestre 

2429 12 179 8 4.47% 

Tipo 
silvestre 

2834 12 154 9 5.84% 

Tipo 
silvestre 

2836 12 159 7 4.40% 

Tipo 
silvestre 

2837 12 124 5 4.03% 

Total de 

tipo 

silvestre 

  741 34 4.59% 

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

Tabla 3. Análisis de Morfología de Glomérulos con Espacio de 

Bowman Dilatado en Ratones Homocigotos Individuales Nphs1
-/-
, 

(Robo2
+/-

;Nphs1
-/-
) Comparados con los Recién Nacidos 



172  

Homocigotos Dobles Robo2
-/-
;Nphs1

-/-
 por Histología  

Genotipo 
Glomérulos totales 

contados 

Glomérulos con espacio de 

Bowman dilatado 

% de Glomérulos 

con espacio de 

Bowman dilatado 

Robo2
+l
~\Nphsr

l
~ 122 31 25.4% 

Robo2~
,
~\Nphsl'

1
' 55 2 3.6% 

Robo2'
l
'\Nphsl

+l
' 158 3 1.9% 

Robo2
+l+
;Nphsl

+l+
 271 1 0.4% 

 

Nota: El glomérulo se registró como positivo con el espacio 

de Bowman dilatado si el glomérulo mostró fenotipo similar 

como se muestra en la Fig. S4U, y se registró como negativo 5 

si el glomérulo similar como se muestra en la FIG. 8V-8X se 

observó. Tres ratones de cada genotipo se analizaron. El 

homocigoto individual Robo2
-/-
 (Robo2

-/-
;Nphs1

+/-
) y el de tipo 

silvestre (Robo2
+/+

;Nphs1
+/+
) se utilizaron como controles. 

Tabla 4. Análisis de Morfología de Fenotipo del Proceso Basal 10 

(FP) de Interdigitalización de podocitos Glomerular en 

Ratones Recién Nacidos Homocigotos individuales Nphs1
-/-
 

(Robo2
+/-

;Nphs1
-/-
) Comparados con los Homocigotos Dobles 

Robo2
-/-

;Nphs1
-/-
 por Microscopía Electrónica de Exploración  

Genotipo 
Glomérulos totales 

contados 

Glomérulos con estructura 

FP de 

interdigitalización 

% de Glomérulos con 

estructura FP de 

interdigitalización 

Robo2*
l
~\Nphsl~

l
~ 15 1 6.67% 

Robo2~
,
~\Nphsl'

1
' 16 12 75% 

Robo2'
l
'\Nphsl

+l
' 13 13 100% 

Robo2
+l+
;Nphsl

+l+
 13 13 100% 
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