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DESCRIPCION

WNT1 como biomarcador de dafio renal.
Campo de la invencion

La presente invencién se encuadra en el campo de las herramientas clinicas para la diagnosis y monitorizacién de
la funcién renal de pacientes de insuficiencia renal crénica (Chronic Renal Failure, CRF). Especialmente aquellos que
han sufrido terapia de trasplante.

Antecedentes de la invencion

La insuficiencia renal crénica (CRF) consiste en una pérdida lenta y progresiva de la funcién renal, caracterizada
por un bajo indice de Filtrado Glomerular (Glomerular Filtration Rate, GFR). Cuando la insuficiencia renal es muy
grave (End Stage Renal Disease, ESRD), se requiere terapia de sustitucién que puede consistir bien en didlisis, bien
en trasplante, renal.

La terapia de trasplante renal es una alternativa de éxito que puede prolongar la vida del paciente hasta mas de
15 afios en algunos casos. Sin embargo, los riesgos y complicaciones son multiples. A pesar de que las pruebas de
compatibilidad de tejidos se han perfeccionado en los ultimos afios, es necesario desarrollar en paralelo una terapia
inmunodepresiva continua con el objetivo de prevenir rechazos agudos o crénicos que puedan llevar al fallo de la
funcién renal del 6rgano trasplantado. Tras un trasplante, niveles elevados de creatinina en suero son indicativos de
fallo en la funcién del rifién trasplantado. Sin embargo, el método de la creatinina no es ni sensible ni especifico. En
consecuencia, el desarrollo de herramientas de monitorizacién de la funcién renal de los rifiones trasplantados y de
evaluacion de la supervivencia del injerto se ha convertido en una necesidad clinica La nefropatia crénica de trasplante
(Chronic Allograft Nephropathy, CAN), caracterizada por fibrosis intersticial y atrofia tubular, es la mayor causa de
pérdida del 6rgano trasplantado. La CAN tiene una etiologia multifactorial dénde se implican tanto factores immuno-
16gicos (rechazo del aloinjerto) y factores no immunoldgicos, especialmente la nefrotoxicidad por inhibidores de la
calcineurina. Hoy en dia se dispone de diversas herramientas de monitorizacién en forma de kit de diagndstico que
permiten detectar el rechazo al 6érgano trasplantado en base a la actividad especifica del sistema inmune del paciente.
Por ejemplo, la solicitud WO 2004074815 Al ensefia un método para evaluar el riesgo de fallo funcional o rechazo
de un 6rgano trasplantado a partir de una muestra de sangre o biopsia de tejido que consiste en determinar el nivel
de expresion de uno o mds genes que codifican para proteinas relacionadas con la inflamacién. De manera similar,
en la solicitud de patente WO 2006099421 Al se describen métodos para evaluar la evolucién del 6rgano trasplan-
tado, identificar la presencia de dafio funcional como por ejemplo la nefropatia crénica de trasplante e identificar la
severidad y clase del rechazo agudo (Acute Rejection, AR) Los métodos descritos en ella comprenden la deteccion,
a nivel de 4cido nucleico o proteina en sangre o biopsia, de al menos un gen especificado en las tablas 1 y 2. En la
tabla 2 se especifican los 30 genes predictivos para dichos métodos utilizando sangre o tejido procedente de biopsia
renal Notablemente todos estos genes estdn relacionados con la actividad del sistema inmune. Se corresponden bien
con genes inducibles por citokinas o quimioquinas, bien con genes que forman parte del complejo MHC, genes del
complemento, o inmunoglobulinas. Los 479 genes de la tabla 3 representan en conjunto un ejemplo de “Chip de tras-
plante” que incluye tanto los genes de las tablas 1 y 2 como otros genes caracteristicos de las nefropatias de trasplantes
(AR, CAN). También se incluyen entre ellos genes control y genes moduladores de la funcién normal del sistema
inmune, identificadas en una revision bibliografica.

El tipo de herramientas clinicas citadas arriba requieren métodos invasivos de obtencién de muestras que. Por
ejemplo, biopsias que comportan una morbilidad asociada no despreciable ademds de suponer un coste econdmico
importante. Una alternativa a las muestras de sangre o tejido, es la muestra de orina; sin embargo, no existen hoy por
hoy herramientas clinicas fiables para diagnosticar el estado del 6rgano trasplantado a partir de muestras de orina. En
el caso del rifién trasplantado, se han desarrollado técnicas sensibles para detectar la presencia en orina de proteinas
relacionadas con el proceso de inflamacién. El trabajo del equipo del Dr. Nickerson, en Canad4, ha adaptado la tecno-
logfa proteondmica para detectar proteinas urinarias asociadas con AR (Schaub et al., ] Am Soc Nephrol. 2004 Jan;
15 (1): 219-27). Algunas empresas interesadas en la tecnologia biomédica estdn invirtiendo esfuerzos también en esta
direccion (WO 07121922 A2 y WO 07104537 A2, Am J Transplant. 2005 Oct; 5(10):2479-88; CA 2473814 Al).
Estas solicitudes y estudios contemplan la posibilidad de detectar biomarcadores relativos a la funcién del sistema
inmune en orina, sin embargo no existen métodos clinicos comerciales fiables que utilicen esta tecnologia. Esto es
debido a que, aunque la tecnologia proteonémica tiene el potencial de clarificar aspectos complejos de procesos pato-
fisiolégicos y de revelar nuevos biomarcadores, el estado actual del proteoma urinario de las patologias del trasplante
renal estd todavia lejos de conseguir tales objetivos (Schaub er al., Contrib Nephrol. 2008; 160:65-75).

Como se ha mencionado mads arriba, los signos caracteristicos de CAN son fibrosis intersticial y atrofia tubular.
Sabemos que la etiologia de la CAN radica, en parte, el rechazo al trasplante. Pero no disponemos de herramientas
directas que detecten dafio temprano en el tejido injertado, especialmente mediante técnicas no invasivas como el
andlisis de orina. Uno de los problemas derivados de la utilizacién de biomarcadores relativos a la actividad del
sistema inmune, es que no posibilitan la distincién entre una infeccidn aguda y un rechazo. Ademds, estos métodos no
reflejan directamente el estado de la funcién renal y no pueden aplicarse en la evaluacién de pacientes que conserven
su rifién nativo.
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Asi, en el dia a dia de la practica clinica, el principal problema del profesional es no disponer de suficientes herra-
mientas no invasivas de diagndstico que revelen la existencia de dafio renal. Existen, como hemos visto, herramientas
que detectan rechazo en funcién de la actividad del sistema inmune, pero con técnicas invasivas

Sorprendentemente, los inventores de la presente solicitud han identificado en andlisis de orina un marcador espe-
cifico de fibrosis. El andlisis de muestras de pacientes de trasplante de rifion mediante la técnica proteonémica de 2D-
DIGE ha revelado la presencia distintiva de la proteina WNT1 en la orina de aquellos pacientes que sufren una nefro-
patia crénica de trasplante. La proteina WNT1 no se expresa en el rifion adulto, pero durante el desarrollo induce al
mesénquima. metanéfrico a diferenciarse en epitelio tubular y glomerular (Herzlinger et al., 1994; Dev. Biol. 166:815-
818) y podria estar implicado en procesos de fibrosis y atrofia tisular en pulmén (Konigshoff ez al., PLoS ONE. 2008
May 14; 3(5):e2142).

La presente invencién proporciona, por tanto, una nueva herramienta clinica no invasiva que permite una medida
directa del dafio tisular del rifién en una etapa temprana mediante el anélisis de una muestra de orina del paciente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: La Figura muestra el detalle de la detecciéon mediante Western-blot, de la proteina wnt-1. Para la de-
teccion de la wnt-1 se han escogido dentro de los pacientes que cumplian los criterios de inclusién en el estudio dos
muestras aleatorias de cada grupo. La figura a) corresponde al detalle de dos pacientes trasplantados renales sin NCT
(NCT 0), b) corresponde al detalle de dos pacientes trasplantados renales con NCT incipiente (NCT I) ye) corres-
ponde al detalle de dos pacientes trasplantados renales con NCT avanzada (NCT II-III). NCT: Nefropatia crénica del
trasplante.

Figura 2: La figura muestra las imdgenes proporcionadas por el software de andlisis de imdgenes DeCyder® (GE
Healthcare). El drea delimitada por la linea corresponde al punto de la proteina identificada como wnt-1. Puede ob-
servarse que la altura del drea aumenta a medida que aumenta la severidad de la NCT, este aumento del area se
corresponde con un aumento de la cantidad de la proteina en la orina. La figura a) corresponde al detalle de pacientes
trasplantados renales sin NCT (NCT 0), b) corresponde al detalle de pacientes trasplantados renales con NCT inci-
piente (NCT I) y c) corresponde al detalle de pacientes trasplantados renales con NCT avanzada (NCT II-III). NCT:
Nefropatia crénica del trasplante.

Definiciones

En el contexto de la presente invencidn, el término WNTT1 se refiere, a menos que se especifique otro expresamente,
a cualquiera de las formas bioldgicas del gen wingless-related MMTYV integration site 1 (locus genético 12q12-q13 en
Homo sapiens) y combinaciones de estas. Dichas formas bioldgicas comprenden de manera no limitante el ADN, sus
variantes y mutaciones, sus regiones de control tales como reguladores, moduladores, promotores y potenciadores; el
ADNCc y construcciones que lo comprendan; ARN en cualquiera de sus versiones incluyendo el ARNm y la proteina,
sus versiones, mutaciones, modificaciones post-translaccionales y fragmentos de ella. Asi mismo, se entiende por
biomarcador cualquier molécula de origen biolégico que es distintiva de un proceso fisiopatolégico. En el caso de la
presente invencion, dicho proceso se corresponde con la fibrosis intersticial y la atrofia tubular, que son caracteristicas
del deterioro de la funcién renal.

Breve descripcion de la invencion

Un primer aspecto de la presente invencion es el uso de WNT1 como biomarcador en el prondstico del deterioro
de la funcién renal y/o en el diagnéstico de nefropatias asociadas a dicho deterioro. En realizaciones preferidas, la
presente invencién comprende este uso en pacientes de rifién trasplantado.

Otro aspecto de la presente invencion es un método para el prondstico del deterioro de la funcién renal y/o para en el
diagnéstico de nefropatias asociadas a dicho deterioro que comprende la determinacion de la presencia o ausencia del
biomarcador WNT1, o un fragmento del mismo, en una muestra biolégica aislada de un paciente. En una realizacién
preferida, 1a muestra bioldgica utilizada es orina, sangre, suero o biopsia de tejido y comprende la determinacién de la
presencia o ausencia de la proteina, el ARN o el ADN de WNT1 o un fragmento de los mismos.

En realizaciones preferentes, el método de la presente invencién comprende una muestra bioldgica aislada de un
paciente trasplantado renal. En realizaciones ain mds preferentes, el método de la presente invencién comprende la
cuantificacion de WNT1 en las muestras.

Un tercer aspecto de la presente invencidon comprende un método para el diagndstico in vitro de una nefropatia
crénica de trasplante, dicho método comprende:

a) La cuantificacion del WNT1 o un fragmento del mismo en una muestra biolégica aislada de un paciente.

b) La comparacion de la cantidad de WNT1 en la muestra del paso a) con la cantidad de WNT1 en muestras
aisladas de individuos sanos.
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En este método, la presencia o el aumento relativo de la cantidad de WNT1 son indicativos de deterioro en la
funcién renal.

En realizaciones muy preferentes, este método se realiza utilizando muestras de orina del paciente. En otras reali-
zaciones, se utilizan en el método muestras de sangre, suero o tejido procedente de biopsia.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un Kif para la monitorizacion, prognosis y/o el diagnéstico del
deterioro de la funcién renal y nefropatias asociadas a dicho deterioro que comprende al menos una molécula o
composicioén capaz de unirse y reconocer una secuencia que se corresponde con alguna de las formas bioldgicas de
WNT1 y que se selecciona de entre SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3, o un fragmento de las mismas;
opcionalmente, dicha molécula estd marcada para facilitar su deteccion.

Otro aspecto adicional de la presente invencién es un Kif para la monitorizacion, prognosis y/o el diagnéstico del
deterioro de la funcidén renal o nefropatias asociadas a dicho deterioro que comprende el biomarcador WNT1 o un
fragmento del mismo.

Una realizacion particular de la presente invencién comprende el uso de dicho kit en la biisqueda de principios
activos para la fabricacién o el desarrollo de medicamentos destinados al tratamiento de enfermedades derivadas de
procesos de fibrogénesis.

Un aspecto de la presente invencion es también un método para la bisqueda de principios activos para la fabricacion
o el desarrollo de un medicamento que comprende un ensayo de unién de dicho principio activo a WNTT1.

En realizaciones preferentes, los Kit de la presente invencidn se dirigen a la monitorizacidn, prognosis y/o al
diagnéstico o a la bisqueda de principios activos o fabricaciéon de medicamentos para la terapia de las nefropatias de
trasplante asociadas al deterioro de la funcién renal.

Un dltimo aspecto de la presente invencion es el uso de WNT1 o un fragmento del mismo en la bisqueda de prin-
cipios activos para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de nefropatias. En una realizacién preferente,
dichas nefropatias son nefropatias crénicas de trasplante.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa en la inesperada observacion por parte de los inventores, de la presencia de la protei-
na WNTT en la orina de pacientes con CAN (Figura 1). La ausencia de WNT1 en la orina de pacientes que no sufren
nefropatia crénica del trasplante o pacientes trasplantados renales sin nefropatia crénica del trasplante o poblacién
general trasplantada con normofuncién renal convierte a WNT1 en un biomarcador con elevado valor diagndstico
y predictivo para dichos pacientes. Los inventores atribuyen la expresion de WNT1 a procesos regenerativos que, al
frustrarse en el rifién adulto, derivan en fibrosis intersticial, atrofia tubular y en la formacién de las lesiones escleréticas
observadas en las biopsias. Tales procesos regenerativos comenzarian, en el rifién trasplantado, de manera inmedia-
ta con las primeras lesiones causadas por el rechazo agudo y/u otros insultos lesionales. Correspondiéndose con la
proliferacién de linfocitos, el engrosamiento de la capa intima y la disrupcidn de la capa eldstica. Asi los inventores
han observado que, a diferencia de otros marcadores utilizados en el campo de la técnica, atendiendo a la presencia
o ausencia de WNT1 en muestras de pacientes puede derivarse una medida directa del dafio y el atrofiamiento de las
estructuras que llevan a cabo la funcién renal. Los inventores especulan que WNT1 podria estar participando en la
formacién de neo-media y neo-intima observada en estadios muy tempranos del rechazo crénico.

Como la expresiéon de WNT1 no puede ser consecuencia de la mecdnica quirtirgica del trasplante, si no que se
corresponde con la fisiopatologia intrinseca del rifién, estos hallazgos pueden extrapolarse y aplicarse también a pa-
cientes que sufren deterioro de su rifién natural.

Seria muy deseable en la practica clinica diaria, disponer de una herramienta analitica que pudiera obtenerse de una
muestra aislada del paciente cuya recogida no influyera negativamente en la calidad de vida del paciente, comportara
ninguna morbilidad para el paciente ni supusiese un coste econémico elevado. Como por ejemplo, de muestras de
orina. Ajustindose a estas mejoras deseables, un primer aspecto de la presente invencion es el uso de WNT1 como
biomarcador en el prondstico del deterioro de la funcién renal y/o en el diagndstico de nefropatias asociadas a dicho
deterioro.

Segtin la presente invencion, las nefropatias asociadas al deterioro de la funcién renal comprenden la Nefropatia
Diabética, Nefroangioesclerosis, Nefropatia por IgA, Nefropatia Membranosa, Glomeruloesclerosis focal y segmen-
taria, Nefritis Lupica (asociada a Lupus eritematoso sistémico), Glomerulonefritis extracapilar paucinmune ANCA
positivo (asociada anticuerpos anti-citoplasma de los neutrofilos en plasma) y la nefropatia crénica del trasplante entre
otras. Algunas de estas nefropatias pueden aparecer tanto en pacientes trasplantados como no trasplantados.

Algunos de los desérdenes que cursan con fibrosis intersticial y atrofia tubular comprenden ademas enfermedades
infecciosas como el SIDA o enfermedades autoinmunes crénicas como el ya citado lupus eritematoso sistémico.
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Seria también deseable en la practica clinica diaria, disponer de una herramienta analitica que, siendo capaz de
indicar un estadio temprano de CAN, no fuera una medida de la actividad del sistema inmune. Para poder distinguir
asf entre una infeccién aguda y un rechazo a injerto. De acuerdo con esta mejora, en algunas realizaciones la presente
invencién comprende el uso de WNT1 como biomarcador en el prondstico del deterioro de la funcién del injerto renal
y/o en el diagndstico de nefropatias asociadas a dicho deterioro en pacientes de riiién trasplantado.

Segin la presente invencion, las nefropatias asociadas al deterioro de la funcién renal comprenden ademads de las
ya citadas, cualquiera de los desérdenes que cursan con fibrosis intersticial y atrofia tubular.

Con el objetivo de ayudar a la apreciacidn, evaluacién y determinacién de los sintomas especificos del deterioro
de la funcion renal, otro aspecto de la presente invencién comprende un método para la monitorizacién, el prondstico
del deterioro de la funcién renal y/o para en el diagndstico de nefropatias asociadas a dicho deterioro que comprende
la determinacién de la presencia o ausencia WNT1, o un fragmento del mismo, en una muestra bioldgica aislada de
un paciente.

Cuando el método se aplica a la prognosis, la invencién contempla la asistencia técnica en las valoraciones sobre
el riesgo de que dicho paciente padezca una de las enfermedades o desordenes citados para esta invencién mediante la
aportacion de datos especificos sobre la presencia o ausencia de alguna forma bioldgica de WNT]I.

En una realizacién preferida, la muestra bioldgica es orina, sangre, suero o biopsia de tejido y comprende la
determinacion de la presencia o ausencia de la proteina, el ARN o el ADN de WNT1 o un fragmento de los mismos.

Las posibles realizaciones del método de la presente invencién comprenden:

a) Larecogida de muestras del paciente. Las muestras serdn utilizadas de inmediato o conservadas adecuada-
mente dependiendo de su naturaleza.

Por ejemplo, las muestras pueden ser procesadas inmediatamente o pueden ser envasadas al vacio, o congeladas a
-80°C hasta su andlisis para evitar la degradacién de las formas bioldgicas de WNTI. El tratamiento de las muestras
tras su recogida no es limitante en ningtin caso para el objeto de la presente invencién y se realizard de acuerdo con del
mejor protocolo en conocimiento del experto en la materia en el momento de la ejecucién del método de la presente
invencion.

b) El aislamiento de la fraccién de la muestra y la deteccion en ella de la forma bioldgica elegida de WNTI.

Si por ejemplo se elige analizar la presencia o ausencia de la proteina WNT1, la muestra se centrifugard y se
someterd a protocolos de concentracién de proteinas. Si la muestra es de sangre, serd necesario eliminar la fraccién
celular con anterioridad a dicha concentracién. En el caso de una biopsia de tejido renal, se seguird el tratamiento
especifico que describen los protocolos de inmunohistoquimica o cualquier otra técnica de deteccion de proteinas en
tejidos conocidas en el campo de la técnica. Para ello se utilizardn anticuerpos comerciales especificos contra WNT1.
Estos anticuerpos pueden diluirse en soluciones para el tratamiento de dichas fracciones de las muestras junto a otros
reactivos o pueden fijarse a soportes s6lidos para facilitar la unién de la proteina a dicho soporte y su posterior revelado
en, por ejemplo, un ensayo tipo ELISA o una inmunocromatografia de afinidad. Si, en cambio, se elige analizar la
expresion genética de WNT1, se elegirdn los protocolos adecuados para la extraccion de ARNm que incluirdn la
adicién a esta de algin potente inhibidor de ARNasas. Dichos protocolos se conocen en el campo de la técnica y
pueden variar segun la naturaleza de la muestra. Por ejemplo, en el caso de biopsia, requerird la homogeneizacién del
tejido, y un protocolo de RT-PCR que puede ser cuantitativo y para el cual se requerirdn los cebadores adecuados que
el experto en la materia elegird seglin su mejor conocimiento.

C) Opcionalmente, la cuantificacién de la forma bioldgica elegida de WNT1 en la fraccion aislada en el
paso b).

Si bien, la mera presencia de ARNm o proteina WNT1 en la muestra es indicativa de deterioro en la funcién renal,
seria deseable una herramienta que permita la cuantificacién ya que ésta puede servir para determinar el grado de
pérdida en la funcién renal. De acuerdo con esto, la presente invencién comprende la cuantificaciéon de WNT1 como
herramienta clinica en la evaluacién de los sintomas para el diagndstico mds apropiado en cada paciente.

En Nefrologia clinica, el profesional responsable de la diagnosis de pacientes que sufren insuficiencia renal carece
de suficientes herramientas que aporten datos técnicos objetivos sobre la degradacion estructural del rifién La presente
invencion ofrece la posibilidad de aplicar la deteccidon y cuantificaciéon de WNT1 para mejorar esta deficiencia clinica.
Asi, una realizacién de la presente invencién comprende un método para diagnosticar in vitro una nefropatia crénica
de trasplante que comprende:

¢) Cuantificacién del WNT1 o un fragmento del mismo en una muestra biolégica aislada de un paciente.

d) Comparacion de la cantidad de WNT1 en la muestra del paso a) con la cantidad de WNT1 en muestras
aisladas de individuos sanos.
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Donde la presencia o el aumento relativo de la cantidad de WNT1 son indicativos de deterioro en la funcién renal.

Un ejemplo de esta cuantificaciéon puede verse en la figura 2. Un aspecto particularmente enojoso para el paciente
es la reduccion en su calidad de vida al tener que someterse sistemdticamente a pruebas para la obtencién de biopsias
renales para aportar datos técnicos objetivos sobre el grado de degradacion tisular de su rifién La presente invencién
representa una mejora en este sentido al permitir la obtencién de dichos datos a partir de una muestra de orina. En una
realizacién muy preferente, el método de esta invencidn para diagnosticar in vitro una nefropatia crénica de trasplante,
comprende la utilizacién de muestras de orina obtenidas del paciente.

Mediante la utilizacién de un conjunto de reactivos seleccionados se puede detectar rapida y especificamente la
presencia de WNT1 en muestras de pacientes. Por ello, en otro aspecto, la presente invencién comprende un conjunto
de reactivos o kit para la obtencién de datos moleculares que ayuden en la monitorizacién prognosis y/o el diagndstico
del deterioro de la funcién renal o nefropatias asociadas a dicho deterioro. Este conjunto de reactivos comprende al
menos una molécula o composicidn capaz de unirse y reconocer una de las formas bioldgicas de WNTI, es decir,
una secuencia seleccionada de entre SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3, o un fragmento de las mismas.
Opcionalmente, dicha molécula puede estar marcada para su deteccién.

Tradicionalmente, estos reactivos comprenden en el caso de los 4cidos nucleicos, fragmentos de secuencias sinte-
tizados artificialmente en los cuales se han incluido moléculas radiactivas o moléculas capaces de impresionar un film
radiofotografico. De manera equivalente, los reactivos empleados en la deteccion de proteinas son tradicionalmente
los anticuerpos que pueden ir marcados con moléculas radiactivas, fluorescentes o luminiscentes. En la presente in-
vencién se contempla la fijacién de estos anticuerpos a un soporte sélido para originar un kit utilizable en un ensayo
tipo ELISA.

El kit descrito mds arriba, es particularmente til en la identificacién de individuos en riesgo de desarrollar una
nefropatia. Por ello, dicho kit puede servir de medio para detectar dichos individuos y desarrollar una estrategia de
medidas preventivas o terapias de intervencién adelantiandose a la aparicién de dafio irreversible o al desarrollo de la
enfermedad. De manera particular, el este kit sirve de ayuda al personal clinico en el seguimiento y monitorizacién de
la progresion de la enfermedad, asi como del éxito o inefectividad de la terapia elegida.

Dado que la fibrosis intersticial y la atrofia tubular son causantes de la insuficiencia renal crénica, seria conveniente
bloquear el agente que las causa. En este sentido, otra realizacion de la presente invencion aporta un kit alternativo al
descrito anteriormente que comprende entre sus reactivos al menos una forma biolégica de WNT1. Este kit alternativo
es util en el desarrollo de ensayos de busqueda (“screening”) de por ejemplo, moléculas capaces de promover o inhibir
la expresion genética por ejemplo mediante la unién al promotor del gen WNT1; moléculas capaces de impedir la
traslacion o transcripcion del gen o de bloquear la secrecion o la unién de la proteina WTNT1 con su receptor. Este kit
es util ademds en la fabricacion de nuevos medicamentos que tengan como diana terapéutica WNT1. Asi mismo, este
kit alternativo puede beneficiar tanto al clinico como al paciente aportando un medio para el desarrollo de ensayos
para la deteccion temprana de dafio renal o evolucidén de un riiidn trasplantado. Asi este kit comprende una matriz
o soporte sélido al cual se unirfa alguna de las formas biolégicas de WNT1 y alternativamente otros biomarcadores
conocidos. Por lo tanto, es otro aspecto de la presente invencién, un método para la bisqueda de principios activos
para la fabricacion o el desarrollo de un medicamento que comprende un ensayo de unién de dicho principio activo a
WNTI.

Gracias a la tecnologfa que aporta la presente invencion, un paciente, por ejemplo de trasplante renal puede incor-
porarse a un programa de seguimiento de la evolucién funcional de su rifién trasplantado que permitirla una pronta
intervencidn en caso de rechazo o disfuncién. De acuerdo con esto, realizaciones preferidas de la presente invencién
comprenden un kit orientado especificamente a la pronosticacién y/o el diagndstico de nefropatias de trasplante asi
como a la monitorizacion del érgano trasplantado.

Por todo ello, un aspecto final de la presente invencién comprende la utilidad terapéutica en caso de que un pa-
ciente renal desarrolle una nefropatia crénica del trasplante. Segin la presente invencion, dicha utilidad terapéutica
comprende el uso de WNT1 en la biisqueda de principios activos y/o en la fabricacién y seleccién de un medicamento
para el tratamiento o la prevencién de una nefropatia. Muy preferentemente, una realizacién de la presente invencién
comprende dicho uso cuando la nefropatia es nefropatia crénica de trasplante.

Ejemplos
Ejemplo 1
Deteccion de wnt-1 en orina de pacientes trasplantados afectos o no de NCT
1.1 Pacientes

Se recogi6 la segunda orina de la mafiana de pacientes trasplantados renales en diferentes momentos post-trasplante
Los criterios de inclusién fueron: 1) género masculino, 2) funcidn renal estable, 3) tiempo post-trasplante superior a
6 meses, 4) sedimento anodino y no hematuria, 5) tratamiento inmunosupresor con Tac+ MMF=+Pd y 6) biopsia renal

reciente sin signos de rechazo agudo y la evaluacién de las lesiones crénicas realizada acorde con la nueva clasificacién
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de Banff. Las muestras fueron recogidas de 8 pacientes trasplantados con CAN 0, 8 pacientes trasplantados con CAN
I, 5 pacientes trasplantados con CAN II y 3 pacientes trasplantados con CAN III. Los pacientes se agruparon en tres
grupos CAN 0 (n=8), CAN I (n=8) y CAN II-III (n=8).

El estudio fue aprobado y realizado de acuerdo con el comité ético del Hospital Clinic de Barcelona. Se obtuvo un
consentimiento informado de todos los pacientes.

1.2 Preparacion de muestras humanas de orina

Se confirma la ausencia de infeccion y de hematuria mediante tiras reactivas (Combur-Test, Roche). Se recogieron
los 100 ml de la segunda orina de la mafiana de los pacientes con inhibidores de proteasas (Complete Mini and
Pefabloc; Roche). Se filtré la orina con papel Whatman de 3mm (Whatman, Maidstone, UK) para eliminar los posibles
solutos de la orina y posteriormente se centrifugaron durante 5 minutos a 1,000 g. El sobrenadante se conservé a -80°C
en alicuotas de 40 ml hasta su uso.

1.3 Precipitado de proteinas

Las proteinas de la orina se precipitan con TCA (Fluka) a una concentracion final del 10%. El precipitado de
proteinas se lavé dos veces con acetona a -20°C, posteriormente se deja secar el precipitado a 4°C, entonces se disolvié
en tampon de resuspension que contiene urea 7 M (GE Healthcare), thiourea 2M (GE Healthcare), CHAPS 4% (GE
Healthcare), DTT 0.1% (Sigma), y anfolitos 0.2% con un rango de pH 4 -7 (GE Healthcare). Se llevé el pH de
las muestras a un pH de 8 - 8.5 con NaOH 1 M para optimizar el marcaje con los fluorocromos del ensayo DIGE. La
concentracion de proteinas se determiné con el Kit RcDc (BioRad, segiin protocolo de la casa comercial). Se realizaron
alicuotas de 30 ul y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

1.4. Geles preparativos
- Isoelectroenfoque

Se rehidrataron pasivamente tiras de gel de poliacrilamida de 24 cm con un gradiente de pH lineal de 4 a 7
(IPG strips, GE Healthcare) con 450 ul de tampdn de rehidratacion que contiene CHAPS 2% (w/v) (GE Healthcare),
Urea 7 M (GE Healthcare), Thiourea 2 M (GE Healthcare), anfolitos con un rango de pH de 4-7 0.5% (v/v) (GE
Healthcare), 2 mg/ml dithiothreitol (Sigma) y trazas de azul de bromofenol (GE Healthcare). Se cargaron mediante
la técnica de cup-loading (GE Healthcare) 250 ug de proteina Las tiras IPG se isoelectroenfocan a 20°C en el Ettan
IPGphor (GE Healthcare) utilizando el programa de isoenfoque especificado en la Tabla 1. Inmediatamente después
del isoelecgtroenfoque las tiras se congelan a -80°C hasta que se realice la segunda dimensién por SDS-PAGE.

TABLA 1

Condiciones de isoenfoque

Paso | Voltage (V) | Duracién (h:min) | Voltios-hora | Tipo de gradiente

1 0 6:00 - -—

2 50 6:00 - Step-n-hold

3 500 1:00 -— Gradient

4 1000 1:00 - Gradient

5 4000 1:00 - Gradient

6 8000 1:00 -— Gradient

7 8000 — 80.000 Step-n-hold

- Segunda dimension: SDS-PAGE

Previo a la separacion en la segunda dimension, para eliminar los puentes bisulfito, se incubaron las proteinas
15 minutos a temperatura ambiente en tampén de equilibrado con SDS (Tris-Cl pH 8.8 50 mM (GE Healthcare),
urea 6 M (GE Healthcare), glicerol 30% (v/v) (GE Healthcare), SDS 2% (w/v) (Fluka), trazas de azul de bromofenol
(GE Healthcare) 1-4 ditiotreitol (DTT) 0.5% (w/v) (GE Healthcare)). Las tiras IPG posteriormente se incuban 15
minutos con el tampon de equilibrado con iodoacetamida (el tampdn es exactamente igual que el anterior pero con
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iodoacetamida al 2.5% (GE Healthcare) en lugar del DTT. La solucién tampén II es idéntica a la solucién tampén
I solo que lleva iodoacetamide en vez de DTT. Las proteinas se separaron en la segunda dimensién a 20°C en geles
de poliacrilamida al 12.5% a 2 W por gel en el sistema Ettan DALT (GE Healthcare) hasta que el frente de azul de
bromofenol eluy6 (10-14 horas).

- Tincion con plata

Las proteinas separadas se visualizaron utilizando tincién de plata convencional. Brevemente, las proteinas se fijan
al gel con la solucién de fijacién (etanol 40% (Merk) y acido acético 10% (Panreac)) durante 30 minutos; se sensibi-
1iz6 el gel con la solucién de sensibilizacién (etanol 30%, Na,S,0; 0.2% w/v (Amersham Biosciences) y acetato de
sodio 6.8% w/v (Amersham Biosciences) durante 30 minutos. Después de realizar tres lavados de 5 min. con agua
mQ se impregnaron los geles con una solucién de nitrato de plata al 2,5% w/v (Fluka) durante 20 min. Posteriormen-
te se lavaron dos veces durante 1 min con agua mQ. La solucién de revelado (Bicarbonato sédico 2.5% (Fluka) y
0.4 mL/L formaldehido (Sigma)) evidenciaron los puntos. La reaccién se pard sustituyendo la solucién de revelado
por una solucién de EDTA-Na,-2H,0 1.4 6% w/v (Fluka)durante 10 min. Finalmente se realizaron tres lavados con
agua desionizada de 5 minutos cada uno y se escanearon con Molecular Imager® GS-800™ Calibrated Densitometer
(Bio-Rad).

1.5 Andlisis bidimensional DIGE del proteoma urinario en pacientes con CAN
- Marcage fluorescente

Se realizaron seis geles con la técnica DIGE, en cada gel se compara el proteoma del total de dos pacientes de un
grupo con el total de dos pacientes de otro grupo, ver tabla 2. Cada muestra se marca con cada uno de los fluorocromos
del DIGE, Cy2, Cy3, o Cy5 (GE Healthcare). Las proteinas se marcaron por incubacién a 4°C y a oscuras con el
fluorocromo asignado a una concentracién final de 8 pmol fluorocromo por ug proteina). La reaccién se paré con
25 mol de lisina por mol de fluorocromo. Con los fluorocromos Cy3 y Cy5 marcamos las muestras correspondientes
a los diferentes grupos a analizar, con la finalidad de analizar los cambios de expresion en funcién del estadio de
la enfermedad. El Fluorocromo Cy2 se reserva para marcar el control intergel. Para su constitucién se mezclaron
proporciones idénticas de todas las muestras del ensayo. En cada gel se cargaron 50 ug de este control intergel con
dos propdsitos. Primero como el control intergel contiene todas las proteinas tanto de los controles como de las
condiciones experimentales nos produce un patrén de referencia comparar los patrones tanto de los geles analiticos
como preparativos. Segundo, la intensidad de los puntos tefiidos con Cy2 nos sirve para comparar las intensidades de
las condiciones control y experimental. Antes de cargar los geles, las muestras tefiidas con los tres fluorocromos se
mezclaron tal y como estd indicado en la Tabla 2.

TABLA 2

Marcaje de los totales y mezclas de los 6 geles realizados. NCT 0 a,b,c,d Representan los 4 totales de 2
pacientes/total de trasplantados renales sin NCT; NCT I a,b,c,d Representan 4 totales de 2 pacientes/total de
pacientes trasplantados renales con NCT incipiente; NCT II-11I Representan 4 totales de 2 pacientes/total de

pacientes trasplantados renales con NCT avanzada. NCT: Nefropatia cronica del trasplante

Cy 2 Cy 3 Cy 5
Gel 1 [Standard NCT 0 a NCT II-III ¢
Gel 2 |Standard NCT 0 b NCT II-III d
Gel 3 |[Standard NCT I a NCT 0 ¢
Gel 4 [Standard NCT I b NCT 0 d
Gel 5 |Standard NCT TII-IIINCT I c¢
a
Gel 6 |Standard INCT II-IIINCT I d
b
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- Isoelectroenfoque y SDS-PAGE

Se realizaron el isoelectroenfoque y la segunda dimensién tal y como se ha descrito anteriormente pero todos los
procesos se realizaron a oscuras.

- Andlisis de imdgenes

En cuanto acaba la segunda dimension, se lavaron los geles con agua destilada y se escanearon utilizando el DIGE-
enabled Typhoon Scanner (GE Healthcare). Las proteinas se visualizaron con el Typhoon Variable Mode Imager (GE
Healthcare). El software DeCyder Differential In-gel Analysis (GE Healthcare) se utiliz6 para analizar la intensidad
de los puntos. El alineamiento de los puntos de los diferentes geles se realiz6 utilizando el patrén interensayo marcado
con Cy2. Especificamente, el andlisis de expresion se realizé para cada uno de los geles en paralelo utilizando el
médulo DIA del programa DeCyder utilizando un valor inicial de 1000 puntos presentes. El andlisis DIA se utilizd
para la comparativa directa de intensidades de puntos especificos entre diferentes muestras de un mismo gel. En este
caso, las intensidades de las proteinas que se compararon son de los proteomas urinarios de los grupos con CAN
I, CAN II-IIT y CAN 0. Estos andlisis DIA posteriormente se analizaron con el modulo BVA del DeCyder que nos
permite analizar globalmente los ratios de expresion entre las tres condiciones.

- Identificacion de las proteinas diferenciales: Peptide mass fingerprinting (PMF) mediante MALDI-TOF-MS

In-Gel Digestion

Con la ayuda de un spot picker manual de 1,5 mm de didmetro (Gel Company) se escindieron las proteinas de
interés. Las proteinas se digirieron con tripsina (Sequencing grade modified, Promega). En el robot Investigator Pro-
Gest (Genomic Solutions). Brevemente, los puntos escindidos se lavaron secuencialmente con bicarbonato aménico
y acetonitrilo. Tras una incubacién con DTT 10 mM durante 30 minutos, para la reduccién de las proteinas, y otra
con iodoacetamide 55 mM durante 30 minutos, las proteinas se sometieron a lavados secuenciales de tamp6n y ace-
tonitrilo. Las proteinas se digirieron durante la noche a 37°C con 0.27 nmol de tripsina. Los péptidos obtenidos de la
digestion triptica se extrajeron del gel con dcido férmico al 10% y acetonitrilo, los extractos se juntaron y se secaron
en una centrifuga de vacio.

Adgquisicion de espectros

Las proteinas escindidas de los geles bidimensionales se analizaron mediante ESI-MS-MS (Q-TOF Global, Micro-
mass-Waters). Los péptidos derivados de la digestion triptica se analizaron mediante cromatografia liquida en tindem
con espectrometria de masas (CapLC-nano-ESI-Q-TOF) (CapLC, Micromass-Waters). En este caso, las muestras se
resuspendieron en 15 uL de 4cido férmico al 1% y se inyectaron 4 uL en el cromatégrafo para realizar una separacién
po fase reversa con C;g (didmetro interno 75 um y 15 cm de longitud, PepMap column, LC Packings). Los peptidos
eluidos se ionizaron mediante nano agujas (PicoTip™, New Objective). Se aplicé un voltaje de 1800-2200 V al capilar
junto a un voltaje del cono de 80 V. La colisién en el GID (collision-induced dissociation) es de 20-35 eV, el gas de
colisién utilizado es el argén. Los datos generados tienen formato PKL, que permiten ser sometidos a una busqueda
en bases de datos utilizando herramientas de biisqueda como MASCOT o NCBI-Entrez.

1.6. Western blot de wnt-1

Se realizaron minigeles de acrilamida al 12% (Miniprotean, BioRad) y de 1,5 mm de grueso. Se cargaron 25 ug de
los extractos proteicos de orina de pacientes con diferentes grados de CAN, y se hicieron correr durante 10 min a 60 V
y posteriormente a 100 V. En cuanto el frente del azul de bromofenol eluyd, se realizé la transferencia de las proteinas
a una membrana de nitrocelulosa (Protan 45 ym de didmetro) mediante el trans-blot semidry (BioRad) durante 30 min
a 10 V. a una membrana de nitrocelulosa (Protan 45 um de didmetro) mediante el trans-blot semidry (BioRad) durante
30mina 10 V.

Posteriormente se procedi6 al bloqueo de la membrana con una solucién de leche en polvo desnatada al 4% en PBS
durante 90 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé la incubacién del anticuerpo primario (human
wnt-1 obtenido en conejo, Rockland) con una dilucién 1:500 en una solucién de leche en polvo desnatada al 1%,
durante la noche (10 horas) a 4°C y en agitacion suave. Tras tres lavados de 10 minutos, cada uno con una solucién de
leche en polvo desnatada al 1%, se realiz6 la incubacién con el anticuerpo secundario (anti-rabbit, SIGMA) con una
dilucién 1:2000 en una solucién de leche en polvo desnatada al 1%. Tras dos lavados de 10 minutos cada uno con una
solucién de leche en polvo desnatada al 1% en PBS, se realiz6 un dltimo lavado en PBS. Para el revelado del mismo
se utiliz6 el sistema ECL (GE Healthcare). Posteriormente se obtuvieron las imédgenes en el sistema de adquisicion de
imagenes LARS.

El resultado de la identificacion de la wnt-1 en dos pacientes con CANO, CAN [ y CAN II-III puede observarse en
la Figura 1.
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Ejemplo 2
Deteccion inmunohistoquimica de wnt-1 en biopsias renales

Se utiliza como anticuerpo primario el anticuerpo comercial de Roackland contra wnt-1 humana. Los cortes fueron
montados en portaobjetos con carga positiva (Genex-brand®).
2.1. Desparafinado

Se logré mediante el pase de los cortes por xileno (10 min), y graduaciones decrecientes de alcohol etilico (100°
10 min, 96° 5 min, y 70° 5 min).
2.2. Bloqueo de la actividad endogena de peroxidasa

Incubacién de los cortes en solucién de peréxido de hidrégeno 3% en metanol por 15 min, e incubacién en agua
destilada por 10 min.
2.3. Recuperacion antigénica

Se sumergen los cortes en solucién buffer citrato 10 mM pH 6, y se calientan a 121°C, en autoclave durante 15
min. Se les dejé enfriar 5 min, y luego se llevaron a un bafio de solucién buffer TBST (50 mM Tris-HCI, 300 mM
NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,6) en el que permanecen 15 min.
2.4.. Inmunomarcacion

Se incubaron los cortes de tejido con una solucién de albimina bovina sérica fraccion V (SIGMA), 1% en buffer
TBST por 5 min con la intencién de bloquear sitios de unién inespecificos Luego se coloca el antisuero anti-wnt-1 con
la dilucién adecuada durante toda la noche a 4°C, en camara himeda.
2.5. Revelado de la reaccion

Se utiliza la técnica LSAB2®, de DAKO, con AEC como sustrato cromégeno.

2.6. Coloracion de contraste

Se sumergen los cortes en hematoxilina de Mayer durante 15 s; luego se colocaron bajo un flujo de agua corriente
para el revelado.

2.7. Montaje

Se realiza con medio de montaje acuoso (VectaMount™ AQ, Vector Lab Ind).
2.8. Lectura

La observacion de las preparaciones se hace en un microscopio Leitz Dialux 20 EB. Las fotografias se toma con
una cdmara digital Olympus C4000, montada a este.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de WNT1 como biomarcador en el prondstico del deterioro de la funcién renal y/o en el diagndstico de
nefropatias asociadas a dicho deterioro.

2. Uso segun la reivindicacién 1 donde la funcién renal o la nefropatia son de un rifién trasplantado.

3. Método para el prondstico del deterioro de la funcién renal y/o para el diagndstico de nefropatias asociadas a
dicho deterioro que comprende la determinacion de la presencia o ausencia del biomarcador WNT1 o un fragmento
del mismo en una muestra bioldgica aislada de un paciente.

4. Método segun la reivindicacién 3 donde la muestra bioldgica es orina, sangre, suero o biopsia de tejido y que
comprende la determinacién de la presencia o ausencia de la proteina, el ARN o el ADN de WNT1 o un fragmento de
los mismos.

5. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4 donde el paciente ha sufrido terapia de trasplante renal.

6. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 3-5 que comprende la cuantificacién del biomarcador WNT1.

7. Método para el diagndstico in vitro una nefropatia crénica de trasplante que comprende:

a) Cuantificacién de WNT1 o un fragmento del mismo en una muestra bioldgica aislada de un paciente.

b) Comparacién de la cantidad de WNT1 en la muestra del paso a) con la cantidad de WNT1 en muestras
aisladas de individuos sanos.

Donde la presencia o el aumento relativo de la cantidad de WNT1 son indicativos de deterioro en la funcién
renal.
8. Método segtn la reivindicacién 7 donde la muestra bioldgica es una muestra de orina.
9. Kit para la monitorizacién prognosis y/o el diagnéstico del deterioro de la funcién renal o nefropatias asociadas
a dicho deterioro que comprende al menos una molécula o composicién capaz de unirse y reconocer una secuencia
seleccionada de entre SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3 o un fragmento de las mismas, opcionalmente

marcada para su deteccion.

10. Kit para la monitorizacién, prognosis y/o el diagnéstico del deterioro de la funcién renal o nefropatias asociadas
a dicho deterioro que comprende el biomarcador WNT1 o un fragmento del mismo.

11. Uso del kit de la reivindicacién 9 6 10 en la bisqueda de principios activos para la fabricacién o el desarrollo
de medicamentos destinados al tratamiento de enfermedades derivadas de procesos de fibrogénesis,

12. Método para la bisqueda de principios activos para la fabricacion o el desarrollo de medicamentos que com-
prende un ensayo de unién de dicho principio activo a WNT1.

13. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10 donde la nefropatia asociada al deterioro de la funcién renal
es una nefropatia de trasplante.

14. Uso de WNT1 o un fragmento del mismo en la fabricacién y/o seleccién de un medicamento para el tratamiento
o la prevencién de una nefropatia.

15. Uso segtin la reivindicacion 14 donde la nefropatia es una nefropatia crénica de trasplante.

11
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cctecttegge

ctccgeegygg

cacgtgtgac

cgacaacatt

gcgggacctg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cgcttectcea
840

cgccaggagt
900

cggctgccca
960

cgcgtcecctgt
1020

gagccggaag
1080

tcgeccaact
1140

tgtaacagct
1200

cgcacgcgca
1260

gtcagctgcec
1320

cggactcgcece
1380

caagacccgg
1440

atcccatcte
1500

atgaaccctc
1560

gagacccctt
1620

ccgecatggg
1680

tctgectcte
1740

attctcetge
1800

cccacctgta
1860

tgaggttggg
1920

gaacagctgt
1980

tgaaccttca

gcaagtgcca

cgctgegege

acggcaaccg

acccggcececa

tctgcacgta

cgtcgeccege

cgcagcgcegt

gcaactgcac

cccaggaaac

ttattcgccece

tccecacttee

ttgccatcct

gttgcactgce

gtcggctect

ttcttceect

catgggtgca

gctgaagcag

ggaaccagca

gagccatgcec

ES 2 341 419 Al

caacaacgag
cgggatgtcce
cgtgggcgat
cggcagcaac
caaaccgccce
cagcggacgce
gctggacggce
caccgagcgce
gcacacgcgc
gctctceteg
accﬁgagtac
tcctacctgg
gatggacctyg
ccecetgettg
gatggtgtca
ttgtecctgceg
gaccctgaac
gaggttacag
gaaatgcccce

tccectgggece

gcaggccgta

ggctcatgcea

gtgctgecgeg

cgegettege

tcceeccacyg

ctgggcacag

tgcgagcetge

tgcaactgca

gtactgcacg

agccctecce

ctccagtcac

ggactcctca

ccccggacct

gccaggaggt

ttctgecetge

ttttctcecgg

ccacacctgg

ggcaaaaggg

cattctccca

acctcctacc

cgaccgtatt

cggtgcgcac

accgcttcga

gagcggagcet

acctcgtcta

caggcacggc

tctgectgcgg

ccttccactg

agtgtctgtg

caaacagact

actcceccgeg

aaccacttgc

acctccctee

gagagaagga

tccategege

gtcctcctaa

gcatcagggc

cagctgtgat

gtctctgtcg

ccttectgte

ctccgagatyg
gtgctggatg
cggcgecteg
gctgcgectg
cttcgagaaa
agggggcgcc
caggggccac
gtgctgccac
aggcgctgeg
cgctagcact
gttcatacgc
ctggggcgge
ctctcegegg
tgggtceccecet
cagcgacctc
gtcccttecet
ctttctcctce
gatgtggaaa
tggagccatt

ctgcctcecte
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<210> 2

atcagtgtgt
2040

aaataaaact
2100

acccaatccc
2160

ctcctcecagtt
2220

tattagcgge
2280

ttttatcgat
2340

ccctatecte
2368

<211> 2368
<212> RNA
<213> Homo sapiens

<400> 2

gcggugecgce
60

gccgeecgece
120

cgcgucccgu
180

ggcaaagcca
240

cugcugcugyg
300

ugggguauug
360

cugguacucg
420

aauccgggga
480

uggcaguucc
540

aagaucguca
600

aaataatttg

atttattgtg

tctcecactct

tctcaaagat

tcctegeeee

gacttggtgg

ccecttttace

ccgcegugge

cccaggguug

cccaccgucyg

ggcaggccau

cgcuggccege

ugaacguagc

agcccagucu

uccugcacag

ggaaucgceg

accgaggcug

ES 2 341 419 Al

cactgaaacg

ctgggtccca

tctetecttt

gcgtttgcecet

caccagtgta

cttttcecttg

actcccag

cgccucagcec

uuaaagccag

cgggcaacaa

ggggcucugg

ucugcccgcea

cuccuccacg

gcagcuguug

cgugaguggg

cuggaacugu

ucgagaaacqg

tggatacaga

gcctggtttg

ctccecctgeag

cctggaatca

gcatcttect

aatccagaac

caccagccgg

acugcgaacu

ccaaagucgc

gcgcuguuge

gcccuggcug

aaccugcuua

agccgcaaac

gggcugcaga

cccacugcuc

gcguuuaucu

gccacgagtt

Ccaaagaccac

ccttttctgyg

gtatttecctt

ctgcagaata

acaaccttgt

gaccgcgage

cucgccacug

cgcaacugca

cuggcugggu

ccaacagcag

cagacuccaa

agcggegucu

gugccgugeg

cagggcccecea

ucgcuaucac

tggatgttgt

ctccaaccca

tcectettet

ccactgtagce

aaatctctat

ttgtggtgtce

caugcugucc

ccgcecaccge

gcacagagcg

uucugcuacg

uggccgaugg

gagucugcaa

gauacgccaa

cgagugcaag

ccucuucgge

cuccgecggg
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gucacccauu
660

uaccggcgge
720

gacuucggcc
780

cgcuuccuca
840

cgccaggagu
800

cggcugcccea
960

cgcguccugu
1020

gagccggaag
1080

ucgcccaacu
1140

uguaacagcu
1200

cgcacgcgcea
1260

gucagcugcc
1320

cggacucgcc
1380

caagacccgg
1440

aucccaucuc
1500

augaacccuc
1560

gagaccccuu
1620

ccgccauggyg
1680

ucugccucuc
1740

auucuccuge
1800

cgguggcegeg

gcggeeccgg

gccucuucgg

ugaaccuuca

gcaagugcca

cgcugcgege

acggcaaccg

acccggccca

ucugcacgua

cgucgcecge

cgcagcgegu

gcaacugcac

cccaggaaac

uuauucgcce

ucccacuucce

uugccauccu

guugcacugce

gucggcuccu

uucuuccccu

caugggugca

ES 2 341 419 Al

cuccugcuca

gggccecgac

ccgggaguuc

caacaacgag

cgggaugucc

cgugggcgau

cggcagcaac

caaaccgcecec

cagcggacgce

gcuggacggc

caccgagcgce

gcacacgcgce

gcucuccucg

acccgaguac

uccuaccugg

gauggaccug

ccceugeuug

gaugguguca

uuguccugcg

gacccugaac

gaagguucca

uggcacuggg

guggacuccg

gcaggccgua

ggcucaugca

gugcugegeg

cgcgcuucgce

ucccceccecacg

cugggcacag

ugcgageuge

ugcaacugca

guacugcacg

agcccuceec

cuccagucac

ggacuccuca

ccccggaccu

gccaggaggu

uucugccuge

uuuucuccgyg

ccacaccugg

ucgaauccug

ggggcugcag

gggagaaggg

cgaccguauu

cggugegceac

accgcuucga

gagcggagcu

accucgucua

caggcacggce

ucugcugegyg

ccuuccacug

agugucugug

caaacagacu

acuccccgeg

aaccacuugc

accucccucc

gagagaagga

uccaucgcge

guccuccuaa

gcaucagggc

cacgugugac

cgacaacauu

gcgggaccug

cuccgagaug

gugcuggaug

cggcgecucyg

gcugcgecug

cuucgagaaa

agggcgcgcec

caggggccac

gugcugccac

aggcgcugcg

cgcuagcacu

guucauacgce

cuggggcggce

cucuccgcgyg

uggguccccu

cagcgaccuc

gucccuuccu

cuuucuccuc
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<210>3

cccaccugua
1860

ugagguuggg
1920

gaacagcugu
1980

aucagugugu
2040

aaauaaaacu
2100

acccaauccc
2160

cuccucaguu
2220

uauuagcggc
2280

uuuuaucgau
2340

cccuauccuc
2368

<211> 370
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Gly
1

Leu Ala

Arg Trp

Asp Ser
50

Ser Arg
65

Leu

Leu

Trp

35

Lys

Lys

gcugaagcag

ggaaccagca

gagccaugcc

aaauaauuug

aunuuauugug

ucuccacucu

ucucaaagau

uccucgeccee

gacuuggugg

cccuuduacce

Trp Ala

Ala
20

Ala

Gly Ile

Leu

Ser

Gln Arg

Leu Leu

Leu Pro

Val Asn

Gln Leu

Arg Leu

ES 2 341 419 Al

gagguuacag

gaaaugcccce

ucccugggec

cacugaaacg

cuggguccca

ucucuccuuu

gcguuugecu

caccagugua

cuuuuccuug

acucccag

Pro

Ala

Val
40

Val
55

Ile

70

ggcaaaaggg
cauucuccca
accuccuacc
uggauacaga
gccugguuug
cucccugcag
écuggaauca
gcaucuuccu

gauccagaac

Trp Val

10

Ala
25

Leu Ala

Ala Ser Ser

Leu Glu Pro

Gln Asn

75

Arg

cagcugugau

gucucugucg

ccuuccuguc

gccacgaguu

caaagaccac

ccuuuucugg

guauuuccuu

cugcagaaua

acaaccuugu

Ser Ala

Ala Asn
30

Thr Asn

45

Ser Leu

60

Pro Gly

Thr Leu

Ser Ser

Leu Leu

Gln Leu

Ile Leu

gauguggaaa

uggagccauu

cugccuccuc

uggauguugu

cuccaaccca

ucccucuucu

ccacuguage

aaaucucuau

uugugguguc

Leu

15

Gly

Thr

Leu

His
80
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Sexr

Phe

Phe

Ala

Glu

145

Gly

Gly

Asp

Thr

Gly

225

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu
305

Val

Arg

Gly

Ile

130

Gly

Gly

Arg

Leu

Val

210

Serxr

Val

Tyr

Leu

Val

290

Gly

Ser

Asn

Lys

115

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

195

Phe

Cys

Gly

Gly

Glu

275

Tyr

Thr

Gly

Arg

100

Ile

Ser

Ile

Asp

Phe

180

Phe

Ser

Thr

Asp

Asn

260

Pro

Phe

Ala

Gly

85

Arg

Val

Ala

Glu

Trp

165

Gly

Leu

Glu

Val

Val

245

Arg

Glu

Glu

Gly

ES 2 341 419 Al

Leu

Trp

Asn

Gly

Ser

150

His

Arg

Met

Met

Arg

230

Leu

Gly

Asp

Lys

Thr
310

Gln

Asn

Arg

Val

135

Cys

Trp

Glu

Asn

Arg

215

Thr

Arg

Ser

Pro

Ser

295

Ala

Ser

Cys

Gly

120

Thr

Thr

Gly

Phe

Leu

200

Gln

Cys

Asp

Asn

Ala

280

Pro

Gly

Ala

Pro

105

His

Cys

Gly

Val
185

His

Glu

Trp

Arg

Arg

265

His

Asn

Arg

Val

90

Thr

Arg

Ser

Asp

Cys

170

Asp

Asn

Cys

Met

Phe

250

Ala

Lys

Phe

Ala

Arg

Ala

Glu

Val

Tyr

155

Ser

Ser

Asn

Lys

Arg

235

Asp

Ser

Pro

Cys

Cys
315

Glu

Pro

Thr

Ala

140

Arg

Asp

Gly

Glu

Cys

220

Leu

Gly

Arg

Pro

Thr

300

Asn

Cys

Gly

Ala

125

Arg

Arg

Asn

Glu

‘Ala

205

His

Pro

Ala

Ala

Ser

285

Tyr

Ser

Lys

Pro

110

Phe

Ser

Arg

Ile

Lys

190

Gly

Gly

Thr

Ser

Glu

270

Pro

Ser

Ser

Trp

95

His

Ile

Cys

Gly

Asp

175

Gly

Arg

Met

Leu

Arg

255

Leu

His

Gly

Ser

Gln

Leu

Phe

Ser

Pro

160

Phe

Arg

Thr

Ser

Arg

240

Val

Leu

Asp

Arg

Pro
320
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ES 2 341 419 Al

Ala Leu Asp Gly Cys Glu Leu Leu Cys Cys Gly Arg Gly His Arg Thr
325 330 335

Arg Thr Gln Arg Val Thr Glu Arg Cys Asn Cys Thr Phe His Trp Cys
340 345 350

Cys His Val Ser Cys Arg Asn Cys Thr His Thr Arg Val Leu His Glu
355 360 365

Cys Leu
370
<210> 4
<211> 18
<212> DNA

<213> synthetic
<400> 4
cacctcctgg ccttetec

<210>5

<211> 18
<212> DNA
<213> synthetic

<400> 5

gggocaggta catggtgt

18

18
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DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
X WO 01/54706 A2 (ROTHENPIELER) 02.08.2001. Reivindicaciones 1, 4 12,14,15
y7.
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2000.Pé4gina 2. Reivindicaciones 1, 4,9y 18.
A BIAO HE ET AL. A monoclonal antibody against Wnt-1 induces 1-15
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misma categoria de la solicitud
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Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

GO1N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, TXT
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OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200802442

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 02.06.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-13
14,15

1-11,13
12,14,15

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802442

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 WO 01/54706 A2 (ROTHENPIELER). 02-08-2001
D02 WO 00/61630 A1 (PRESIDENT AND FELLOWS OF HARVARD 19-10-2000

COLLEGE).

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud de patente, divulga el uso de Wnt-1 como biomarcador en el pronéstico del deterioro de la funcién renal y/o en el
diagnostico de nefropatias asociadas a dicho deterioro.

El documento D01, revela un método para el tratamiento de des6rdenes renales.
El documento D02, divulga un modo de estimular la formacion tubular en el rifién.

El documento D03, muestra como un anticuerpo monoclonal anti-Wnt-1 induce apoptosis en células cancerigenas en humanos.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Articulos 6 y 8 LP 11/1986)

La reivindicacion 12 de la solicitud de patente, reivindica un método para la busqueda de principios activos, para la fabricacién
o el desarrollo de medicamentos, que comprende un ensayo de unién de dicho principio activo a Wnt-1. En la reivindicacion
14, se reivindica el uso de Wnt-1 o de un fragmento del mismo, en la fabricacion y/o seleccion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de una nefropatia. La reivindicacién 15, hace referencia concreta a una nefropatia cronica de
trasplante. Los documentos DO1 (en las reivindicaciones 1, 4 y 7) y D02 (en la pagina 2 y en las reivindicaciones 1, 4, 9y
18) revelan un método terapéutico o preventivo, para el tratamiento de desérdenes renales, tales como nefropatias crénicas,
consistente en administrar Wnt-1. Por tanto, teniendo en cuenta la informacion divulgada en los documentos D01 y D02, las
reivindicaciones 14 y 15 no presentan novedad segun lo establecido en el Articulo 6 LP 11/1986. El desarrollo de un método
para la busqueda de principios activos para la fabricacion de medicamentos, que comprendiera un ensayo de unién de dicho
principio activo a Wnt -1, no presentaria dificultad técnica para un experto en la materia, a partir de la informacién contenida
en el estado de la técnica, por tanto, la reivindicacion 12, presenta novedad, pero no actividad inventiva, segun lo establecido
en el Articulo 8 LP 11/1986.
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