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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere al diagnostico de poliquistosis renales (PQR). La invenciéon proporciona
procedimientos para diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR y el uso de kits de prueba en esos procedimientos.

La PQR es una enfermedad hereditaria comuin asociada a insuficiencia renal. Aungue el crecimiento de quistes y la
compresion del tejido circundante pueden explicar algo de pérdida de tejido renal, la naturaleza de la insuficiencia renal
progresiva en pacientes con PQR es desconocida.

La poliquistosis renal dominante autosémica (PQRAD) se produce en aproximadamente 1 de 1000 seres humanos,
y produce insuficiencia renal terminal (IRT) en méas del 50 % de todos los pacientes afectados. La formacion de quistes se
inicia durante la embriogénesis, pero normalmente no altera la funcién renal hasta mas tarde en la vida. Las mutaciones de
tanto PQR1 como PQR2 producen la enfermedad, pero sigue siendo inalcanzable por qué los quistes presentes en menos
de un uno por ciento de todas las nefronas producen insuficiencia renal. Aunque la proliferacion persistente, la secrecion de
fluido y la expansion de quistes pueden dafiar el tejido circundante por cambios reactivos de la matriz extracelular, el
aumento de la apoptosis del parénquima sano parece ser el principal culpable de la insuficiencia renal progresiva. Las
células epiteliales aisladas de rifiones quisticos muestran un aumento de los niveles de expresion proto-oncogénica, una
localizacién erronea de proteinas de la membrana integral y una secrecion de fluidos activa, pero estas alteraciones no
explican la acelera pérdida de tejido in vivo.

Se estan desarrollando medicamentos de los cuales puede esperarse un efecto terapéutico en el tratamiento de
PQR (por ejemplo, antagonistas del receptor de vasopresina 2 e inhibidores de mTOR). Los estudios clinicos de fase I/1lI
para estas sustancias se iniciaran el préximo afio. Sin embargo, todavia no se sabe cémo podria monitorizarse la eficiencia
terapéutica a corto plazo (es decir, dentro de un periodo de aproximadamente uno a aproximadamente cuatro afios). Como
la enfermedad se desarrolla durante el transcurso de muchos afios, es dificil determinar si una intervencion terapéutica
inhibira eficientemente o no la progresion de la enfermedad. Actualmente, la medicion de la cantidad de creatinina en suero
(aclaramiento de creatinina) como marcador de la funcién renal es el Gnico procedimiento disponible. Sin embargo, este
procedimiento tiene la desventaja de que la funcién renal sigue normal aungue los quistes ya se hayan desarrollado
espectacularmente con el transcurso de los afios. Como consecuencia, la medicién de creatinina en suero no es adecuada
para monitorizar la progresiéon de PQR o para determinar la eficiencia terapéutica de un medicamento.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para determinar la eficiencia de un
tratamiento terapéutico de PQR. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para diagnosticar
POR.

Se ha descubierto de manera sorprendente que la formacion de quistes esta asociada a un aumento de la
produccion y la acumulacion de proteina 4 relacionada con Frizzled secretada (sFRP4). La sFRP4 es un miembro de una
familia en desarrollo de moléculas solubles que se unen tanto a moléculas de Wnt como de Frizzled. La sFRP4 es un factor
soluble que antagoniza la sefalizacion de Wnt y produce apoptosis. Ademas, se ha encontrado inesperadamente que la
sFRP4 y otros miembros de la familia de las proteinas relacionadas con Frizzled secretadas estan presentes en el suero y se
excretan en la orina de pacientes con PQR y que la produccion de sFRP4 establece una correlacion con el grado del
volumen de quistes y la fase de insuficiencia renal. Ademas, la sFRP5 puede detectarse especificamente en la orina de
pacientes con PQR.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR
como se define en las reivindicaciones. La PQR puede ser adquirida o heredada. La PQR puede asociarse a o producirse
por mutaciones en el (los) gen(es) PQR1 y/o PQR2. Por consiguiente, en una realizacion preferida la presente invencion se
refiere a un procedimiento para diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR que comprende detectar proteina 4
relacionada con Frizzled secretada que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 4 en una muestra
gue contiene orina o suero obtenida de un individuo que padece PQR o que se sospecha que padece PQR.

Donauer y col. (2003), Journal of the American Society of Nephrology, vol. 14, Abstracts issue, pagina 106A,
describen que el ARNm de sFRP4 esta regulado por incremento en rifiones extirpados de pacientes con poliquistosis renal
(PQR). Sin embargo, sélo se detectdé ARNm, pero no proteina. En muchos casos, la verificacion de datos de micromatrices
ha revelado que el ARNm de genes regulados por incremento no se traduce necesariamente en un aumento de la
produccion de proteina. Segundo, los rifiones examinados en ese documento se extirparon de pacientes con insuficiencia
renal terminal (IRT). Los hallazgos en esta poblacién no reflejan necesariamente los cambios en la expresion génica y la
produccion de rifiones con PQRAD funcionantes. Tercero, la deteccion de sFRP4 por RT-PCR no implica complejos
anticuerpo-antigeno, pero se basa completamente en la transcripcion inversa de ARNm en ADN, y la deteccién de este
ADNCc por PCR vy electroforesis en gel. La inmunoguimica no se realizd para sFRP4. La presente invencion no se refiere al
descubrimiento de que el ARNm esta regulado por incremento en pacientes con PQR con insuficiencia renal terminal, sino
que se basa en un aumento de la produccién de sFRP4 en pacientes con PQR con rifiones funcionantes. Es probable que
numerosos genes sean inducidos por uremia y/o terapia de reemplazo renal, y la especificidad sigue siendo cuestionable. En
la técnica anterior no se ha informado del hallazgo de que la sSFRP4, ademas de otros miembros de la familia de sFRP, son
detectables en la orina y la sangre de pacientes con rifiones funcionantes.

Berndt y col. (2003) The Journal of Clinical Investigation 112(5), 785 describen estudios sobre la actividad
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fosfaturica de sSFRP4. Sin embargo, estos estudios no se relacionaron con PQR. Ademas, este documento no revela que la
sFRP4 pueda estar presente en el suero o la orina de sujetos que padece una enfermedad renal quistica.

Zheng y col. (J. Am. Soc. Nephrol. 14: 2588-2595, 2003) describen estudios sobre la excrecion urinaria de la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) en PQRAD. Esta publicacion no desvela la deteccion de sFRP4 ni de
SFRP5.

El documento WO 02/05857 A2 desvela la secuencia de aminoacidos de FRP-4 humana y describe una posible
funcién de esta proteina en la homeostasis y el transporte de fosfato. No ensefia la deteccién de sFRP4 ni de sFRP5 para
monitorizar o diagnosticar PQR.

Los términos “proteina relacionada con Frizzled secretada” y “sFRP” se usan indistintamente en este documento.
Las sFRP incluyen, pero no se limitan a, sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y sFRP5. La sFRP puede unirse preferentemente
tanto a moléculas de Wnt como a una o mas de Frizzled.

El término “proteina 1 relacionada con Frizzled secretada” o “sFRP1” denota una proteina que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:1 (Figura 7). Preferentemente, la sFRP1 es
una proteina que esta constituida sustancialmente por la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:1. La
sFRP1 también incluye variantes de proteinas de la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:1, por ejemplo, debido a
variacion alélica. Las variantes pueden tener mutaciones con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:1, por
ejemplo, sustituciones, adiciones y/o deleciones. Uno de 30, o uno de 20, o uno de diez, o uno de cinco, 0 uno de tres
aminoacidos pueden estar sustituidos, delecionados y/o afiadidos con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID
NO:1.

El término “proteina 2 relacionada con Frizzled secretada” o “sFRP2” denota una proteina que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:2 (Figura 7). Preferentemente, la sFRP2 es
una proteina que esta sustancialmente constituida por la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:2. La
sFRP2 también incluye variantes de proteinas de la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:2, por ejemplo, debido a
variacion alélica. Las variantes pueden tener mutaciones con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:2, por
ejemplo sustituciones, adiciones y/o deleciones. Uno de 30, o uno de 20, o uno de diez, o uno de cinco, o uno de tres
aminoacidos pueden estar sustituidos, delecionados y/o afiadidos con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID
NO:2.

El término “proteina 3 relacionada con Frizzled secretada” o “sFRP3” denota una proteina que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:3 (Figura 7). Preferentemente, la sFRP3 es
una proteina que esta sustancialmente constituida por la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:3. La
sFRP3 también incluye variantes de proteinas de la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:3, por ejemplo, debido a
variacion alélica. Las variantes pueden tener mutaciones con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:3, por
ejemplo, sustituciones, adiciones y/o deleciones. Uno de 30, o uno de 20, o uno de diez, o uno de cinco, 0 uno de tres
aminoacidos pueden estar sustituidos, delecionados y/o afiadidos con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID
NO:3.

El término “proteina 4 relacionada con Frizzled secretada” o “sFRP4” denota una proteina que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:4 (Figura 7). Preferentemente, la SFRP4 es una proteina que esta constituida
por la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:4.

El término “proteina 5 relacionada con Frizzled secretada” o “sFRP5” denota una proteina que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:5 (Figura 7). Preferentemente, la sFRP5 es
una proteina que esta sustancialmente constituida por la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:5. La
sFRP5 también incluye variantes de proteinas de la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:5, por ejemplo, debido a
variacion alélica. Las variantes pueden tener mutaciones con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:5, por
ejemplo, sustituciones, adiciones y/o deleciones. Uno de 30, o uno de 20, o uno de diez, o uno de cinco, o uno de tres
aminoacidos pueden estar sustituidos, delecionados y/o afiadidos con respecto a la secuencia que se muestra en SEQ ID
NO:5.

El procedimiento desvelado puede comprender detectar una SFRP en la muestra. Alternativamente, el
procedimiento puede comprender detectar al menos dos sFRP diferentes en la muestra. El procedimiento puede
comprender detectar al menos tres, al menos cuatro o al menos cinco sFRP diferentes en la muestra. El procedimiento
comprende detectar sSFRP4 humana en la muestra. En otra realizacion preferida segun la reivindicacion dependiente 8, el
procedimiento comprende detectar sSFRP4 y sFRP5 en la muestra.

El término “muestra” como se usa en este documento designa una composicion que se deriva del cuerpo de un
individuo. Normalmente, el individuo tiene rifiones que funcionan. En una realizacion especifica, el individuo no tiene
insuficiencia renal terminal (IRT). Las muestras preferidas son muestras de orina y muestras de suero del individuo. La
muestra puede ser una composicion que se ha procesado para estar en una condicién adecuada para el procedimiento
segun la invencion. Por ejemplo, una muestra de sangre puede someterse a centrifugacion de forma que se obtenga suero,
0 una muestra de orina puede diluirse antes del andlisis (por ejemplo, a 1:2 a 1:100, o a 1:5 6 1:50 o0 a 1:10 a 1:20). El
procesamiento puede incluir centrifugacion, precipitacion, concentracién, filtracion, didlisis y/o dilucién. El tipo de
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procesamiento puede depender de la técnica que se use para detectar la SFRP en la muestra.

El procedimiento de la invencién s6lo comprende etapas que se llevan a cabo in vitro. La etapa de obtener la
muestra del cuerpo del individuo no esta englobada por la presente invencion.

La etapa de detectar SFRP4 en la muestra puede incluir determinar la presencia o la ausencia de sFRP4 en la
muestra en un modo cualitativo. Sin embargo, la etapa de detectar la SFRP4 también puede incluir determinar la cantidad o
concentracién de sFRP4 en la muestra en un modo cuantitativo o semicuantitativo. La etapa de detectar sFRP4 incluye
detectar fragmentos de sFRP4.

La cantidad de sFRP4 en la orina de un individuo sano no es detectable por andlisis de transferencia Western. La
cantidad de sFRP4 en la orina de un paciente que padece PQR oscila de < 10 ng/ml a > 50 pg/ml, por ejemplo, de
aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 50 pg/ml. Por tanto, un paciente con PQR puede excretar entre < 1 ug y >
50 mg por dia, por ejemplo, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 50 mg por dia. Como la concentracion de orina
varia, la cantidad de sFRP4 excretada por dia puede establecer una correlacion méas exacta con la fase de la enfermedad.
En la enfermedad quistica renal, la mayoria de los quistes se desconectan del sistema tubular de drenaje. Por tanto, las
mediciones de sFRP4 en el suero en vez de en la orina pueden proporcionar un célculo aproximado mas preciso del
volumen de quistes y de la progresion de la enfermedad. En el suero, la concentracién de sFRP4 puede oscilar de < 10
ng/ml a > 100 ng/ml, por ejemplo, de aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 100 ng/ml en pacientes que padecen
PQR, y no es detectable en pacientes sin enfermedad renal.

En un aspecto de la invencion, la deteccion de un nivel elevado de sFRP4 segun la reivindicacion dependiente 4 en
la muestra del individuo con respecto a muestras de control indica un diagnéstico de PQR. Asimismo, el grado de elevacion
de sFRP4 en la muestra del individuo con respecto a muestras de control puede establece una correlacién con la progresion
de PQR en el individuo. Las muestras de control han sido obtenidas de individuos que no padecen enfermedades renales
tales como PQR. Las concentraciones de sFRP4 en la muestra > 50 ng/ml estdn normalmente asociadas a quistes renales
independientes de la etiologia.

Los intervalos de concentracion mencionados anteriormente en este documento con respecto a la sSFRP4 también
pueden aplicarse a la sFRP5.

El procedimiento de la invencién comprende preferentemente al menos un inmunoensayo directo o indirecto. Estos
ensayos incluyen, pero no se limitan a, ensayos de unidon competitiva, ensayos de unidn no competitiva,
radioinmunoensayos, enzimoinmunoandlisis de adsorcién (ELISA), ensayos tipo sandwich, reacciones de precipitina,
ensayos de inmunodifusion de difusion en gel, ensayos de aglutinacion, inmunoensayos de fluorescencia, inmunoensayos
de quimioluminiscencia, inmunoensayos de inmunoPCR, inmunoensayos de proteina A o proteina G y ensayos de
inmunoelectroforesis. Entre todos, el inmunoensayo de enzimas, en particular el enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA), se usa apropiadamente en hospitales, etc., ya que la sFRP4 puede detectarse con alta sensibilidad y asi pueden
ensayarse automaticamente varios especimenes.

El inmunoensayo comprende el uso de un anticuerpo policlonal o monoclonal que puede unirse a la sFRP4
humana. Como se usa en este documento, el término “anticuerpo” designa una inmunoglobulina o un derivado de la misma
que tiene la misma especificidad de unién. El anticuerpo usado en la invencion puede ser un anticuerpo monoclonal o un
anticuerpo derivado a partir de o que esta comprendido en un antisuero policlonal, se prefieren anticuerpos monoclonales. El
término “anticuerpo” como se usa en este documento comprende ademas derivados tales como fragmentos Fab, F(ab'),, Fv
o scFv: véase, por ejemplo, Harlow y Lane, “Antibodies, A Laboratory Manual” CSH Press 1988, Cold Spring Harbor N.Y.
Los fragmentos Fab, F(ab'"), y Fv pueden obtenerse digiriendo un anticuerpo completo con papaina, pepsina, etc. en el modo
convencional. El anticuerpo o el derivado del mismo puede ser de origen natural o puede producirse (semi)sintéticamente.
Tales productos sintéticos también comprenden material no proteinaceo o semi-proteinaceo que tiene la misma o
esencialmente la misma especificidad de unién que el anticuerpo usado en la invencion. Tales productos pueden obtenerse,
por ejemplo, por peptidomiméticos.

El anticuerpo puede unirse a uno o0 mas de sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y sFRP5.

El anticuerpo contra sFRP4 que va a usarse en la presente invencion puede producirse inmunizando un animal tal
como conejo, rata, cabra, oveja o ratén con sFRP4 o un fragmento de la misma o un derivado de la misma mediante un
procedimiento muy conocido por aquellos expertos en la materia (Harlow y Lane, “Antibodies, A Laboratory Manual” CSH
Press 1988, Cold Spring Harbor N.Y.). El antigeno que va a usarse para la inmunizacion es preferentemente sFRP4 humana
o un fragmento de la misma o un derivado de la misma. Sin embargo, también puede usarse sFRP4 de otras especies. El
antigeno puede prepararse mediante expresion recombinante en un huésped, por ejemplo, en bacterias, células de insecto o
células de mamifero, o puede prepararse mediante sintesis quimica por el procedimiento en fase sdlida. Las técnicas para
producir anticuerpos monoclonales son conocidas para aquellos expertos en la materia.

El anticuerpo que va a usarse segun esta divulgacion puede reconocer sélo una de sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4
y SFRP5. Por ejemplo, el anticuerpo puede unirse a sFRP4, pero no se une a sFRP1, sFRP2, sFRP3 ni a sFRP5.
Alternativamente, el anticuerpo puede reconocer sélo dos, sélo tres o sélo cuatro de sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y
sFRP5. En todavia otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo reactivo con pan que reconoce cada una de sFRP1,
sFRP2, sFRP3, sFRP4 y sFRP5. La presente divulgacion se refiere a tales anticuerpos descritos anteriormente.
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El anticuerpo que va a usarse segun la presente invencion puede ser especifico para sFRP4 humana, es decir, no
reconoce otras proteinas en la muestra. Lo mas preferentemente, el anticuerpo no reconoce otras proteinas en la orina
humana. El anticuerpo especifico de sSFRP4 puede unirse a un epitope en una de las siguientes regiones de la molécula de
sFRP4: péptido del extremo carboxi de sFRP4 - (aminoacidos 307 - 326): RTSRSNPPKPKGKPPAPKPA (SEQ ID NO:6),
(aminoacidos 328 - 343): PKKNIKTRSARKRTNP (SEQ ID NO:7) y péptido del extremo amino de sFRP4 - (aminoacidos
110-124): PLMKMYNHSWPESLA (SEQ ID NO: 14).

En el procedimiento de ELISA, un anticuerpo, preferentemente un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del
mismo contra sFRP se inmoviliza normalmente primero sobre un vehiculo como anticuerpo primario. El vehiculo preferido es
un vehiculo sdlido tal como un recipiente de placa de ELISA moldeada a partir de un polimero de vehiculo tal como estireno
0 poliestireno. El anticuerpo monoclonal o su fragmento puede inmovilizarse, por ejemplo, disolviendo el anticuerpo
monoclonal o su fragmento en un tampo6n tal como un tampoén carbonato o un tampoén borato seguido de la adsorcién sobre
el vehiculo.

Por separado, un anticuerpo (un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal, o un fragmento de los mismos)
usado como anticuerpo secundario se marca preferentemente con una marca no radiactiva. Como marca no radiactiva
pueden usarse marcas de enzimas, marcas fluorescentes, marcas de emision de luz, etc. Se prefiere que se use una marca
de enzima tal como fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o peroxidasa de rdbano picante.

En un aspecto de la invencion, al menos dos muestras, o al menos 3 muestras, o al menos 4 muestras, o al menos
5 muestras obtenidas del mismo individuo en momentos diferentes, se prueban para la presencia o la cantidad de sFRP4.
Esto puede incluir recoger datos durante un periodo de tiempo. Las muestras de un paciente pueden tomarse a intervalos
regulares. El intervalo puede oscilar de aproximadamente 2 a aproximadamente 12 meses, preferentemente oscila de
aproximadamente 4 a aproximadamente 8 meses, mas preferentemente oscila de aproximadamente 5 a aproximadamente 7
meses (por ejemplo, aproximadamente 6 meses). Esto permite la monitorizacion de la progresion de PQR durante diversos
periodos de tiempo.

Adicionalmente, en este documento se desvela el uso de un medio para la deteccion de una sFRP (por ejemplo, de
SFRP4 o sFRP5) o su expresion para diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR. Medios adecuados para la deteccion
de una sFRP incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos contra sFRP, moléculas de &acidos nucleicos que pueden hibridarse
con un &cido nucleico que codifica sFRP y similares. Los anticuerpos segln esta realizacion se corresponden con aquellos
descritos anteriormente.

Las moléculas de acidos nucleicos (ADN o ARN) adecuadas que pueden hibridarse con un acido nucleico que
codifica sFRP4 o sFRP5 pueden ser disefiadas por un experto habitual usando la secuencia de nucleétidos publicada del
gen sFRP4 (Abu-Jawdeh G, Comella N, Tomita Y, Brown LF, Tognazzi K, Sokol SY, Kocher O. Differential expression of
frpHE: a novel human stromal protein of the secreted frizzled gene family, during the endometrial cycle and malignancy. Lab
Invest. 1999 Apr; 79(4):439-47.). Las moléculas de &cidos nucleicos normalmente adecuadas tienen una longitud de al
menos diez nucledtidos, preferentemente de al menos 15 nucleétidos, més preferentemente de al menos 20 nucleétidos,
incluso més preferentemente de al menos 25 nucledtidos. La molécula de acido nucleico puede tener aproximadamente 15 a
35 nucledtidos de longitud. La molécula de &cido nucleico puede usarse como cebador en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o como una sonda en un ensayo de hibridacién. Una molécula de acido nucleico es “hibridable” con otra
molécula de acido nucleico tal como un ADNc, ADN genémico o ARN cuando una forma monocatenaria de la molécula de
acido nucleico puede hibridarse con la otra molécula de acido nucleico bajo las condiciones apropiadas de temperatura y
fuerza ionica de la disolucion. Las condiciones de hibridacién y de lavado son muy conocidas y se ejemplifican en Sambrook,
J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor (1989), particularmente el capitulo 11 en su interior. Un ejemplo especifico de condiciones de
hibridacién rigurosas es incubacion durante la noche a 42 °C en una disolucion que comprende: formamida al 50 %, 5 x SSC
(NaCl 150 mM, citrato de trisodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disolucion de Denhardt, sulfato de dextrano
al 10 % y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado desnaturalizado, seguido de lavado del soporte
de hibridacion en 0,1 x SSC a aproximadamente 65 °C. En un aspecto de la invencién podria usarse RT-PCR para
monitorizar la expresion de sFRP4 en células epiteliales tubulares presentes en la orina de pacientes con enfermedad renal
quistica. Esta divulgacion descrita con respecto a sFRP4 se aplica a otras sFRP tales como sFRP1, sFRP2, sFRP3 y
SFRP5.

Otro aspecto de la invencién es el uso de sFRP4 como marcador para la progresion de PQR segin la
reivindicacién 9. Las realizaciones preferidas de este aspecto se corresponden con las realizaciones preferidas del
procedimiento descrito anteriormente.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es el uso de un kit de diagnostico que comprende al menos un
anticuerpo que puede unirse especificamente a SFRP4 en un procedimiento de la presente invencién. Preferentemente, el kit
de prueba es un kit de prueba de ELISA. En una realizacion, el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con otras
proteinas presentes en la orina humana. Los anticuerpos preferidos de este kit se han descrito anteriormente a propésito del
procedimiento de la invencion. En una realizacion, el anticuerpo en el kit de prueba reconoce sFRP4 tanto en su forma nativa
como en su forma desnaturalizada. En otra realizacion, el anticuerpo en el kit reconoce sFRP4 en la muestra en un ensayo
de ELISA y en transferencias Western. En otra realizacion, la capacidad o especificidad de union del anticuerpo no depende
significativamente del estado de glicosilacion de sFRP4. En otra realizacion, el anticuerpo reconoce sFRP4 en orina humana

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2356481 T3

0 suero humano en un ensayo de ELISA (por ejemplo, un ensayo de tipo sandwich tipico). El anticuerpo puede inmovilizarse
sobre una fase sélida tal como una placa de microtitulacién o una tira reactiva. El kit puede comprender otro anticuerpo que
puede unirse especificamente a sFRP4. Normalmente, el segundo anticuerpo esta dirigido contra la misma proteina que el
primer anticuerpo (especialmente en el caso de un kit de prueba de ELISA). Este segundo anticuerpo puede usarse en una
ELISA de tipo sandwich como se conoce por si mismo en la materia. El segundo anticuerpo (un anticuerpo monoclonal o
uno policlonal) puede marcarse con una marca no radiactiva. Como marca no radiactiva pueden usarse marcas de enzimas,
marcas fluorescentes, marcas de emision de luz, etc. Se prefiere que se use una marca de enzima tal como fosfatasa
alcalina, B-galactosidasa o peroxidasa de rabano picante. En una realizacion especifica, el kit no contiene el anticuerpo mAb
3.1 6 3.4 mencionado en Berndt y col. (2003). También es posible que el segundo anticuerpo reconozca el primer anticuerpo
en el kit de prueba, o que el segundo anticuerpo reconozca una sFRP distinta de la sFRP reconocida por el primer
anticuerpo en el kit de prueba.

El kit de diagnostico puede comprender adicionalmente otros componentes tales como un concentrado de tampoén
de lavado, una composicion que comprende sFRP4 como patron, una disolucion de parada (por ejemplo, disolucion de HCI)
y similares. La composicion que comprende sFRP4 como patron normalmente comprende sFRP4 sustancialmente pura. El
kit puede comprender adicionalmente material informativo referente al uso del kit, por ejemplo, en forma de una hoja, un
panfleto o un folleto. El material informativo puede proporcionar informacion sobre los materiales del kit, la preparacion de
muestras y/o el procedimiento de ensayo. En particular, el material informativo puede contener indicaciones sobre cémo
tiene que prepararse la muestra de orina para el ensayo que va a llevarse a cabo. Preferentemente, las partes contenidas en
el kit estan dispuestas en un recipiente que puede cerrarse.

La presente divulgacién se refiere ademas a miembros de la familia de genes sFRP (véanse las Figuras 7 y 8).
Actualmente se han descrito al menos cinco proteinas sFRP estrechamente relacionadas. Todas estas proteinas se
expresan en el rifion, y estan posiblemente reguladas por incremento en PQR. Como se muestra en la Figura 6, varias
especies diferentes de proteinas relacionadas con Frizzled secretadas estan presentes en la orina de pacientes con PQR.
Las cinco proteinas sFRP contienen secuencias de proteinas conservadas que se solapan (véase la Figura 8: Alineamiento
de sFRP1-5). Por tanto, otro aspecto de la presente divulgacion es el desarrollo de anticuerpos monoclonales reactivos con
pan y sistema(s) de deteccién (como se han descrito anteriormente) que detectan las cinco (y posiblemente mas) proteinas
relacionadas con Frizzled secretadas y/o una combinacion definida de proteinas sFRP. En algunos casos (por ejemplo, para
detectar subtipos de poliquistosis renales u otras enfermedades asociadas a la expresion de proteinas sFRP) también puede
ser (til desarrollar anticuerpos monoclonales y kits de detecciéon que reconocen especificamente sFRP1, sFRP2, sFRP3 o
SFRP5.

La presente divulgacion se refiere a un procedimiento de cribado para identificar compuestos eficaces en el
tratamiento de PQR que comprende (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una célula; y (b) determinar la
expresion por la célula de uno o méas genes que son inducidos por fluido quistico o regulados por incremento en rifiones de
pacientes con PQRAD, o determinar la actividad promotora del (de los) promotor(es) de dicho(s) gen(es).

Los genes inducidos por fluido quistico o regulados por incremento en rifiones de pacientes con PQRAD pueden
seleccionarse de los genes enumerados en la Tabla 1 més adelante. En estos procedimientos de cribado puede
determinarse la expresion o la actividad promotora de al menos 2, o al menos 5, o al menos 10, o al menos 20, o al menos
50 genes enumerados en la Tabla 1.

La presente divulgacion se refiere ademas a un procedimiento de cribado para identificar compuestos eficaces en
el tratamiento de PQR que comprende (a) poner en contacto un compuesto de prueba con una célula; y (b) determinar la
expresion por la célula de sFRP4 o sFRP5 (y/u otras proteinas sFRP), o determinar la actividad promotora del promotor de
sFRP4 o sFRP5 (u otro promotor de sFRP) en la célula.

Células adecuadas que pueden usarse en los procedimientos de cribado incluyen, pero no se limitan a, células
HEK 293, COS, Hela, etc.

El procedimiento de cribado puede comprender adicionalmente la etapa de seleccionar el compuesto de prueba, si
el compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de al menos una sFRP o la actividad promotora del promotor de al
menos un sFRP. A modo de ejemplo, el procedimiento de cribado puede comprender adicionalmente la etapa de seleccionar
el compuesto de prueba, si el compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de sFRP4 o la actividad promotora del
promotor de sFRP4. Los procedimientos para determinar el nivel de expresién o la actividad promotora son conocidos para
aquellos expertos en la materia y se describen en Wong y col. (2003).

Puede considerarse que un compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de la sFRP si la expresion por la
célula de la sFRP en presencia del compuesto de prueba se reduce al menos el 10 %, preferentemente al menos el 20 %,
mas preferentemente al menos el 30 %, incluso mas preferentemente al menos el 40 %, todavia mas preferentemente al
menos el 50 %, lo mas preferentemente al menos el 75 %, con respecto a la expresion por la célula de la sFRP en ausencia
del compuesto de prueba.

Puede considerarse que un compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de sFRP4 si la expresion por la
célula de sFRP4 en presencia del compuesto de prueba se reduce al menos el 10 %, preferentemente al menos el 20 %,
mas preferentemente al menos el 30 %, incluso mas preferentemente al menos el 40 %, todavia mas preferentemente al
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menos el 50 %, lo méas preferentemente al menos el 75 %, con respecto a la expresion por la célula de sFRP4 en ausencia
del compuesto de prueba.

Puede considerarse que un compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de sFRP5 si la expresion por la
célula de sFRP5 en presencia del compuesto de prueba se reduce al menos el 10 %, preferentemente al menos el 20 %,
mas preferentemente al menos el 30 %, incluso mas preferentemente al menos el 40 %, todavia mas preferentemente al
menos el 50 %, lo mas preferentemente al menos el 75 %, con respecto a la expresion por la célula de sFRP5 en ausencia
del compuesto de prueba.

Las realizaciones descritas en este documento con respecto a PQR pueden aplicarse a otros trastornos renales u
otras enfermedades renales quisticas. Las realizaciones descritas en este documento con respecto a sFRP4 pueden
aplicarse a otros miembros de la familia de proteinas de sFRP.

La presente divulgacion se refiere ademas a los siguientes aspectos:

(1) Un procedimiento para diagnosticar o monitorizar la progresion de poliquistosis renal (PQR) que comprende
detectar una proteina relacionada con Frizzled secretada (sSFRP) en una muestra de un individuo que padece PQR
0 que se sospecha que padece PQR.

(2) Un procedimiento segun el punto (1), en el que la muestra contiene orina o suero obtenido del individuo que
padece PQR o que se sospecha que padece PQR.

(3) Un procedimiento segun el punto (1) o (2), en el que la deteccion de un nivel elevado de la sFRP en la muestra
del individuo con respecto a muestras de control indica un diagndstico de PQR, o en el que el grado de elevacién
de la sFRP en la muestra del individuo con respecto a muestras de control establece una correlacién con la
progresion de PQR en el individuo.

(4) Un procedimiento segun uno cualquiera de los puntos (1) a (3), en el que la deteccion comprende poner en
contacto la muestra con al menos un anticuerpo que puede unirse a la sFRP para permitir la formacién de
complejos anticuerpo-antigeno y detectar la presencia de complejos anticuerpo-antigeno formados.

(5) Un procedimiento segln uno cualquiera de los puntos (1) a (4), en el que el procedimiento comprende al menos
un inmunoensayo directo o indirecto seleccionado del grupo que esta constituido por un ensayo de union
competitiva, un ensayo de unién no competitiva, un radioinmunoensayo, un enzimoinmunoandlisis de adsorcion
(ELISA), un ensayo de tipo sandwich, una reaccion de precipitina, un ensayo de inmunodifusion de difusion en gel,
un ensayo de aglutinacion, un inmunoensayo fluorescente, inmunoensayo de quimioluminiscencia, inmunoensayo
de inmunoPCR, un inmunoensayo de proteina A o proteina G y un ensayo de inmunoelectroforesis.

(6) Un procedimiento segun uno cualquiera de los puntos (1) a (5), en el que al menos dos muestras obtenidas del
mismo individuo en momentos diferentes se criban para la presencia de la sFRP.

(7) Un procedimiento segun uno cualquiera de los puntos (1) a (6), en el que dicha sFRP es proteina 4 relacionada
con Frizzled secretada (SFRP4).

(8) El uso de medios para la deteccion de una proteina relacionada con Frizzled secretada (sFRP) para
diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR.

(9) El uso segun el punto (8), en el que el medio para la deteccion de sFRP es un anticuerpo que puede unirse a la
SFRP.

(10) El uso de una proteina relacionada con Frizzled secretada (sFRP) como marcador para la progresion de PQR.

(11) El uso segun uno cualquiera de los puntos (8) a (10), en el que dicha sFRP es proteina 4 relacionada con
Frizzled secretada (SFRP4).

(12) Un kit de diagnéstico para diagnosticar o monitorizar la progresion de PQR que comprende al menos un
anticuerpo que puede unirse especificamente a una 0 mas proteinas relacionada con Frizzled secretadas (sFRP).

(13) Un kit de diagnostico segun el punto (12), en el que el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con otras
proteinas presentes en orina humana.

(14) Un kit de diagndstico segun el punto (12), en el que el anticuerpo puede unirse a sFRP1, sFRP2, sFRP3,
sFRP4 y sFRP5.

(15) Un kit de diagnéstico segiin uno cualquiera de los puntos (12) a (14), en el que el anticuerpo se inmoviliza
sobre una fase sdlida.

(16) Un kit de diagndstico segun el punto (15), en el que la fase sdlida es una tira reactiva.
(17) Un kit de diagndstico segin uno cualquiera de los puntos (12) a (16) que comprende ademas un segundo
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anticuerpo que puede unirse especificamente a dicha una o méas sFRP.

(18) Un kit de diagnéstico segun uno cualquiera de los puntos (12) a (17) que comprende ademas un concentrado
de tampdn de lavado y/o una composiciéon que comprende sFRP.

(19) Un procedimiento de cribado para identificar compuestos eficaces en el tratamiento de PQR que comprende
(a) poner en contacto un compuesto de prueba con una célula; y

(b) determinar la expresion por la célula de una sFRP o determinar la actividad promotora del promotor de
una sFRP.

(20) Un procedimiento de cribado segun el punto (19) que comprende ademas la etapa de seleccionar el
compuesto de prueba si el compuesto de prueba inhibe la expresion por la célula de sFRP o la actividad promotora
del promotor de sFRP.

Figura 1

A. Expresién de sFRP4 en rifiones normales y tejido de pacientes con PQRAD. La parte superior representa la expresion
relativa obtenida por analisis de micromatrices. B. Se realiz6 RT-PCR semicuantitativa para confirmar los datos de
micromatrices (parte inferior). C. Inmunorreactividad de sFRP4 en rifiones normales y con PQRAD. Obsérvese que la sFRP4
esta presente en algunas, pero no en todas las células epiteliales tubulares que revisten los quistes representados. D. El
fluido quistico estimula la expresion de sFRP4 en células del CCMI diferenciadas (cultivo de 5 dias) (panel izquierdo), pero
no en células del CCMI senescentes (cultivo de 10 dias) (panel derecho). E. El fluido quistico estimula sFRP4 en células
tubulares proximales (TP) diferenciadas (cultivo de 5 dias) (panel izquierdo), pero no en células TP senescentes (cultivo de
10 dias) (panel derecho).

Figura 2

A. El fluido quistico de pacientes con PQRAD estimula el promotor de sFRP4. B. Dos fragmentos del promotor de sFRP4, -
238/+83 y 1417/+83, se activan por el fluido quistico, mientras que el fragmento -144/+83 muestra poca respuesta al fluido
quistico. C. El fluido quistico de pacientes con PQRAD contiene grandes cantidades de sFRP4. El fluido quistico se diluy6
como se indica y se compar6 con sFRP4 recombinante para estimar la concentracion. En algunos quistes se observaron
concentraciones de sFRP4 de hasta 1 mg/ml. D. El peso molecular de sFRP4 en fluido quistico se reduce por F-
desglicosidasa, que indica que la sFRP4 secretada estd altamente glicosilada. E. El fluido quistico bloguea la actividad
estimulada por XWnt8 del indicador TOPFLASH, sugiriendo que la sFRP4 en fluido quistico conserva su actividad biolégica
(panel izquierdo). El fluido quistico no tiene efecto sobre la activacion de TOPFLASH mediada por Disheveled (panel
derecho). F. La purificacion parcial de fluido quistico revela que la actividad inhibidora de Xwnt8 establece una correlacion
con las fracciones inmunorreactivas.

Figura 3

A. El analisis de micromatrices separa CCMI tratadas con medios de control (n=3) y medios que contienen 5 ug/ml de sFRP4
recombinante (panel izquierdo: agrupamiento jerarquico y dendograma; panel derecho: mapa de riesgo). B. GASP1 (panel
izquierdo) y GASP9 (panel derecho) en células del CCMI tratadas tanto con medio de control como que contiene sFRP4. Los
datos del panel izquierdo se derivan del analisis de micromatrices, el panel derecho se gener6 usando medios
acondicionados a partir de células HEK 293T que expresan sFRP4. Las células del CCMI se incubaron tanto con medios de
células transfectadas con MOCK como con los medios acondicionados durante 24 horas. Se realizd6 RT-PCR
semicuantitativa, y la sefial de GASP9 se normaliz6 para la expresion de GAPDH. C. La sFRP4 se excreta en la orina de
pacientes con PQRAD. D. La expresion de sFRP4 esta regulada por incremento en ratones deficientes en PQR2. Se realiz6
RT-PCR y el andlisis de transferencia Western en E21 de tanto ratones PQR2 (+/-) como PQR?2 (-/-). Como se muestra en el
panel izquierdo, hay un fuerte aumento de la sFRP4 en embriones que carecen de PQR2. E. La inmunorreactividad de
sFRP4 se encuentra en células epiteliales que revisten los quistes de ratones PQR2 (-/-) (panel izquierdo), mientras que
puede encontrarse poca sFRP4 en ratones naturales (panel derecho). F. Los ratones INV revelaron una regulacion por
incremento similar de sFRP4, demostrando que la produccion excesiva de sFRP4 no se limita a la PQRAD, sino que
probablemente acompafia a la formacion de quistes.

Figura4

A. Regulacion por incremento de sFRP4 detectada por RT-PCR 5y 10 dias tras la nefrectomia de 5/6 ratones. B. La grafica
representa el promedio de expresion de sFRP4 detectada por RT-PCR y normalizada para -gal de dos experimentos
independientes, demostré que la nefrectomia de 5/6 induce expresion de sFRP4.

Figura 5

A. El fragmento de sFRP4 -144/+83 no es activado ni por subunidades Ga ni Disheveled. B. El fragmento de sFRP4 -
238/+83 puede activarse por tanto subunidades Ga como Dishevel. Como el fragmento de sSFRP4 corto no contiene un sitio
de unién a TCF, la activacion mediada por Wnt esta probablemente mediada en parte por la sefializacién dependiente de la
proteina G.
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Figura 6

A. Deteccién de sFRP4 en la orina de pacientes con IRT con enfermedad renal quistica en comparacion con
sFRP4 humana recombinante (ng por hilera como se indica). La muestra A, B, C son orinas de control de
voluntarios sanos. Los n® 1-6 son muestras de orina de pacientes con IRT con tanto PQRAD como enfermedad
renal quistica adquirida.

B. Deteccion de sFRP4 en la orina de pacientes con PQRAD y diversos grados de insuficiencia renal en
comparacion con sFRP4 humana recombinante (ng por hilera como se indica). Obsérvense los diferentes tamafios
de peso molecular que indica que los pacientes con PQRAD secretan varias proteinas sFRP estrechamente
relacionadas.

C. Deteccién de sFRP4 en la sangre de pacientes con PQRAD. La hilera 1 y 3 son orina y suero de un voluntario
sano, la hilera 2 y 4 son la orina y el suero de un paciente con PQRAD. Para detectar la sFRP4 en el suero, la
sFRP4 se inmunoprecipité a partir de 50 pl de suero usando un antisuero policlonal especifico de sFRP4. La
proteina precipitada se detectd posteriormente por analisis de transferencia Western.

La Figura 7 muestra las secuencias de aminoacidos de sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y sFRP5. Mediante los numeros de
registro indicados puede obtenerse informacion adicional sobre las sFRP. En particular, pueden recuperarse las secuencias
de acidos nucleicos que codifican las sSFRP (por ejemplo, de la publicacién indicada, o a modo de un enlace con la secuencia
de ADNC), permitiendo el disefio de cebadores y sondas adecuados.

La Figura 8 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de sFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y sFRP5. El
alineamiento muestra regiones conservadas y regiones Unicas de las sFRP.

La Figura 9 representa la deteccion de sFRP4 y sFRP5 humanas en la orina de pacientes con poliquistosis renal (PQR). La
orina de controles sanos (A-C) no contiene cantidades detectables de sFRP4 ni de sFRP5 en la orina. A diferencia, los
pacientes con PQR (1-6) excretan elevadas cantidades de sFRP4 y sFRP5.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente la invencién. Sin embargo, debe entenderse que la
invencién como se reivindica no debe limitarse demasiado a tales realizaciones especificas.

Procedimientos

Materiales. Se obtuvieron muestras de paciente (material desechado, suero y orina) después de la aprobacién del
protocolo del estudio por el comité de ética local. Especimenes de tejido de rifibn o se congelaron criogénicamente en
nitrégeno liquido para el aislamiento de ARN o se fijaron inmediatamente en paraformaldehido al 4 % para
inmunohistoquimica. El fluido quistico se recogid por aspiracién y se almacend tanto a 4 °C (corto plazo) como a -20 °C
(largo plazo). Las muestras de sangre se recogieron en tubos colectores y se centrifugaron a 4 °C durante 10 min a 1200
rpm para obtener suero. El suero y la orina se almacenaron a -20 °C (largo plazo). Para el aislamiento del ARN, el tejido
congelado se homogeneizd en isotiocianato de guanidinio 4 M/B-mercaptoetanol al 0,72 % usando Polytron (PT-MR2100,
Kinematica AG, Lucerna, Suiza). El ARN total se purificé posteriormente en un gradiente de cloruro de cesio. El anticuerpo
monoclonal de sFRP-4 se ha descrito recientemente (1).

Identificacion de la expresion génica y RT-PCR semicuantitativa. El andlisis de micromatrices se realiz6 como
se ha descrito recientemente (2). Para la RT-PCR semicuantitativa se purificd6 ARN total (1 pg) con el conjunto de ADNsa
libre de RNasa (Qiagen, Hilden, Alemania), y se transcribio de forma inversa en ADNc usando un cebador oligo(dT) 12-18 y
la transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Para cada reaccion de PCR se uso la expresion de
B-actina o GAPDH como control de patrén interno (22). Los siguientes cebadores se usaron para la amplificacién de sFRP4 -
5' atcggtgcaagtgcaaaaag 3' (SEQ ID NO:8) y 5' tatgtggacactggcaggag 3' (SEQ ID NO:9), para la amplificacion de GASP2 - 5'
cttcaggtgtacatgaataaa 3' (SEQ ID NO:10) y 5' gaggtcgtggtgatttgctaagge 3' (SEQ ID NO:11) y la amplificacién de GASP9 - 5'
gcctctgetaatggeggacagge 3' (SEQ ID NO:12) y 5' gggaggcctcccaattggegg 3' (SEQ ID NO:13), respectivamente. El ciclo de
amplificacion estuvo constituido por un inicio en caliente a 94 °C durante 2 min, seguido de mdltiples ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C a 1 min, hibridacién a 58 °C durante 1 min y extension a 72 °C durante 1 min. El nimero de ciclos
se ajusto al nivel de expresion de ARNm de los diferentes genes. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa
al 2 % y se analizaron en relacion con la banda de control correspondiente.

Cultivo celular. Células epiteliales tubulares proximales (TP) acondicionadamente inmortalizadas del
ImmortoMouse de SV40 (amablemente proporcionado por H. Pavenstadt, Minster) se mantuvieron a 33 °C en DMEM-F12
complementado con suero bovino al 2 %. Para la diferenciacion de las células TP, la temperatura se aument6 hasta 37 °C.
Se cultivaron células mCCMI-3 inmortalizadas (denominadas en lo sucesivo células CCMI) (ATCC) en medio DMEM-F12
complementado con suero bovino al 10 %. Se cultivaron células renales embrionarias humanas (denominadas en lo
sucesivo células HEK-293T) en DMEM complementado con suero bovino al 10 %.

Analisis de transferencia Western. Se realizaron analisis de inmunoprecipitacion y de transferencia Western
como se han descrito (3).

Inmunoquimica. Muestras de tejido obtenidas de materiales de pacientes se fijaron en paraformaldehido al 4 %,
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se deshidrataron y se incorporaron en parafina. Se tifieron secciones de tejido (5 1) usando el kit Vectastain-ABC (Vector
Laboratories). Se prepararon embriones de ratones usando el kit de incorporacion Technovit 7100 (Heraeus-Kulzer,
Alemania). Todas las secciones se examinaron usando un microscopio Zeiss.

Ensayos indicadores. Se sembraron células HEK 293T en placas de 12 pocillos durante 24 horas antes de la
transfeccion. Para determinar la actividad de la luciferasa o la fosfatasa alcalina, 2 pg de constructos indicadores TOPFLASH
0 pSEAP2B se transfectaron con 1 pg de plasmido de B-galactosidasa usando el procedimiento del fosfato de calcio. Las
transfecciones se realizaron por triplicado. Después de 24 horas, los lisados celulares y los sobrenadantes se ensayaron
para la actividad de la luciferasa y la fosfatasa alcalina, respectivamente (Great EscAPe SEAP, BD Bioscience). Los
resultados se presentan como actividad relativa de la luciferasa o la fosfatasa alcalina normalizada para la actividad de -
galactosidasa.

Cromatografia en columna. Se concentro fluido quistico que contenia sSFRP4 a 5000 xg durante 45 min usando
un dispositivo de filtraciéon centrifugo YM-30 Centricon seguido de prepurificacion a 45000 rpm y 4 °C durante 30 minutos. Se
dializé fluido quistico concentrado durante la noche a 4 °C contra tampén de equilibrio (NaH,PO4 20mM, NaCl 30 mM, pH
7,5). Se carg6 un ml del fluido quistico dializado sobre una columna de intercambio i6nico Sephadex HighPrep 16/10 SP-FF.
Después de lavar la columna con 58 ml de tampén de equilibrio, la eluciéon se llevé a cabo con un gradiente continuo
empezando con NaH,PO4 20 mM, NaCl 30 mM, pH 7,5, y terminando con NaH,PO4 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,5. Durante la
elucidn se recogieron fracciones de 2 ml y se dializaron durante la noche a 4 °C contra PBS. Las fracciones se probaron para
la presencia de sFRP4 por andlisis de transferencia Western.

Resultados

Para entender el mecanismo molecular asociado a IRT en PQRAD, los inventores generaron perfiles de genes de
rifiones con PQRAD vy se identifico sFRP4 como un gen diferencialimente regulado (Fig. 1a). La sFRP4 (proteina 4
relacionada con Frizzled secretada) es un miembro de una familia en desarrollo de moléculas solubles que se unen tanto a
moléculas de Wnt como de Frizzled (4). La RT-PCR confirmé que la mayoria de los riflones con PQRAD expresaron
aumentos de las cantidades de sFRP4 (Fig. 1b). La sFRP4 inmunorreactiva fue detectable en células epiteliales tubulares
gue revisten los quistes en rifiones con PQRAD, mientras que las células epiteliales tubulares de rifiones normales no
expresaron sFRP4 (Fig. 1c). La sFRP4 no se expresé uniformemente en todas las células epiteliales de quistes, y los
experimentos in vitro usando células del CCMI y MT1, dos lineas celulares epiteliales tubulares, sugirieron que el fluido
quistico desencadena sFRP4 en células menos de terminalmente diferenciadas (Figs. 1d y 1e).

El fluido quistico contiene una sustancia lipofila que estimula la generacion de cAMP (5), ademas de varios factores
de crecimiento y hormonas tales como vasopresina. Como hay dos elementos sensibles a CAMP presentes en el promotor
de sFRP4 (Fig. 2a) (6), los inventores analizaron la activacion mediada por fluido quistico de diferentes fragmentos de
promotores de sFRP4. Como se muestra en la Fig. 2b, el fluido quistico activé significativamente el promotor de sFRP4 -
238/83 y -1417/83, pero fracaso al estimular sFRP4 -144/83 que carece de los elementos sensibles a cAMP. Por tanto, la
actividad estimulante de cAMP previamente descrita de fluido quistico parece estimular la expresion génica de sFRP4.

Como la sFRP4 es una proteina secretada, los inventores probaron si esta molécula se acumulaba en el fluido
quistico. El andlisis de transferencia Western reveld que el fluido quistico contiene grandes cantidades de sFRP4 altamente
glicosilada (Figs. 2c y 2d). La sFRP4 bloquea la sefializacién de Wnt candnica y previene la formacion del doble eje mediada
por XWnt8 durante el desarrollo temprano de Xenopus. Como se muestra en la Fig. 2e, el fluido quistico, que contiene
grandes cantidades de sFRP4, bloqueé muy eficazmente la activacion mediada por XWnt8 del constructo indicador
TOPFLASH dependiente de TCF, pero tuvo muy poco efecto sobre la molécula del activador citoplasmico de Wnt
Disheveled (dsh). Los inventores purificaron parcialmente sFRP4 para demostrar adicionalmente que la sFRP4 quistica
conserva su bioactividad. Como se muestra en la Fig. 2e, las fracciones que contenian sSFRP4 inmunorreactiva bloquearon la
activacion de TOPFlash mediada por XWnt8, mientras que las fracciones negativas de sFRP4 no tuvieron efecto
significativo. Considerados en conjunto, estos hallazgos muestran que los quistes contienen grandes cantidades de sFRP4
biolégicamente activa. Varios informes han ligado el aumento de la expresion de sFRP4 a tasas de apoptosis aceleradas.
Aunque el mecanismo de apoptosis inducida por sFRP4 es desconocido, el aumento de la expresion de sFRP4 en PQRAD
coincide con un aumento de la apoptosis del tejido renal normal circundante, que indica que la sFRP4 quistica puede
contribuir a la progresion de insuficiencia renal.

Para entender los efectos de la sSFRP4 sobre células epiteliales tubulares renales, los inventores incubaron células
del CCMI con sFRP4 recombinante y determinaron los genes diferencialmente regulados en células tratadas con sFRP4 por
analisis de micromatrices usando un chip de ADNc murino de 22,5 k. Como se demuestra en la Fig. 3a, el tratamiento de
sFRP4 separd los perfiles de genes de los dos conjuntos de cultivo, pero sélo proporcion6 unos pocos genes
significativamente regulados (FDR < 0,05 y p < 0,05). Una posible diana del tratamiento de sFRP4 era un miembro de la
familia de GASP. Para confirmar la regulacion diferencial de GASP, los inventores trataron células del CCMI con medios
acondicionados con sFRP4 y observaron la regulacién por disminucion de GASP9, un miembro de la familia de GASP
especifico de rifidn (Fig. 3b). Las proteinas GASP median en la endocitosis de receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
mientras que la falta de proteinas GASP produce acumulacion de GPCR en la superficie celular. Por tanto, la exposicion
persistente a sSFRP4 podria establecer un bucle de retroalimentacion perjudicial en el que el fluido quistico activa sSFRP4, que
a su vez previene la endoquistosis de GPCR mediante la regulacién por disminucion de proteinas GASP.
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Los quistes normalmente pierden su conexion con los tibulos drenantes. Sin embargo, los inventores detectaron
sFRP4 en la orina de pacientes con PQRAD. La Fig. 3c muestra que el grado de excrecion de sFRP4 establece una
correlacion con la fase de insuficiencia renal. Estos hallazgos sugieren que la excrecion de sFRP4 urinaria es un posible
marcador para monitorizar la progresion de enfermedad renal en pacientes con PQRAD.

Como PQR?2 esta mutado en algunos pacientes con PQRAD, los inventores examinaron la expresion de sFRP4 en
ratones PQR?2 (-/-). Animales normalmente homocigéticos mueren entre E15 y E20 de embriogénesis. Como se muestra en
las Fig. 3d y 3e, niveles elevados de sFRP4 son detectables en ratones PQR2 (-/-), pero no en ratones PQR2 (+/-) o
naturales. Para determinar si la regulacion por incremento de sFRP4 se limita a PQRAD, los inventores realizaron
experimentos similares en ratones INV homocigéticos. Estos ratones carecen de NPH2 (inversina), un gen mutado en
nefronoptisis recesiva autosémica de tipo Il (forma infantil). Los ratones INV revelaron una regulacioén por incremento similar
de sFRP4, demostrando que la produccién excesiva de sFRP4 no se limita a la PQRAD, pero probablemente acompafia a la
formacion de quistes (Fig. 3F). Como el aumento de sFRP4 también es detectable después de nefrectomia parcial (véase la
Figura 4), los inventores postulan que la expresion de sFRP4 es estimulada por compuestos secretados en el fluido quistico,
pero también se producen durante respuestas regenerativas.

Considerados en conjunto, los hallazgos de los inventores revelan que la formacion de quistes esta asociada a un
aumento de la produccién y la acumulacion de sFRP4, un antagonista de Wnt relacionado con Frizzled que participa en el
aumento de apoptosis. La sFRP4 regula por disminucion las proteinas GASP en células epiteliales tubulares, y por tanto,
podria conferir un aumento de susceptibilidad a ligandos que se unen y estimulan GPCR. Como la PQRAD es una
enfermedad lentamente progresiva, el éxito de las intervenciones terapéuticas ha sido dificil de monitorizar. Como la sFRP4
se excreta en la orina de pacientes con PQRAD, puede representar un marcador novedoso para la progresion de la
enfermedad y ayudar a monitorizar la respuesta para intervenciones terapéuticas que tienen como objetivo ralentizar el
desarrollo de quistes.

En un analisis de micromatrices adicional usando un chip de ADNc humano de 38 k se identificaron moléculas
adicionales que estan altamente reguladas por incremento en rifion con PQRAD. Los productos génicos, en particular
proteinas y fragmentos de las mismas, de los genes regulados por incremento en PQRAD son Utiles para detectar o
monitorizar pacientes con PQR.

Tabla 1: Genes significativamente regulados en PQRAD. Los genes enumerados estén significativamente regulados por
incremento en rifiones con PQRAD. El nimero de veces de aumento se expresa como log 2. Los péptidos de genes
sombreados en gris se han identificado en la orina de individuos sanos.

Simbolo del Numero de veces de

Gen Descripcion gen aumento (log 2)
H25590 Suero amiloide Al SAA1 8,825

N28788 Trombospondina 2 THBS2 8,418

H47153 Colageno, tipo VI, alfa 3 COLG6A3 7,828

R46444 Proteina 1 de unién a AE AEBP1 5,91

CR746674 | Tubulina, alfa 3 TUBAS3 5,674
BX093514 | Transgelina TAGLN 5,618

R72711 Sinaptopodina 2 SYNPO2 5,502

H58645 Receptor 1 de la toxina del antrax ANTXR1 5,341

W86529 Proteina 5 asociada a microfibrilar MFAP5 5,292
AA011468 | Colageno, tipo X1V, alfa 1 (undulina) COL14A1 5,258

W57893 Fibronectina 1 FN1 5,045

T97662 Sushi, factor de von Willebrand de tipo A, EGF y proteina 1 que | SVEP1 4,27

contiene dominio de pentraxina

R97974 Molécula de CD53 CD53 4,253

R22873 Catepsina S CTSS 4,18

BX110513 | Integrina, beta 6 ITGB6 4,176
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Simbolo del Namero de veces de
Gen Descripcion gen aumento (log 2)
W40296 Proteina 1 de unién al factor de crecimiento transformante latente | LTBP1 4,076
beta
H77318 Metionina-sulféxido-reductasa B3 MSRB3 4,051
BX101810 | Proteina hipotética FLJ21986 FLJ21986 4,048
R21642 Fibulina 1 FBLN1 4,034
H64964 4 dominios que atraviesan la membrana, subfamilia A, miembro 6A | MS4A6A 3,859
H69049 Molécula de CD36 (receptor de trombospondina) CD36 3,837
AA029988 | Sulfatasa 1 SULF1 3,815
BX115823 | Proteasa, serina, 23 PRSS23 3,715
BX092184 | Proteina 4 relacionada con Frizzled secretada SFRP4 3,7
T95571 Colageno, tipo XlI, alfa 1 COL12A1 3,465
N78528 Proteina 3 que contiene repeticiones similares a EGF y dominios | EDIL3 3,396
similares a discoidina |
R27079 Componente de fusién del lipoma HMGIC LHFP 3,353
R06034 Pleckstrina PLEK 3,205
R82964 Proteina 4 de unién a acido graso, adipocito FABP4 3,121
BX090914 | Familia de la aldehido-deshidrogenasa 1, miembro A3 ALDH1A3 3,089
BX279620 | Cinasa 2 similar a Polo (Drosophila) PLK2 3,063
R72689 Miosina, polipéptido 11 pesado, musculo liso MYH11 3,036
AA134668 | Proteina 1 de cuatro dominios y medio LIM FHL1 2,866
T70850 Perilipina PLIN 2,776
BX283933 Regic')r_1 v_ariable de cadena pesada de la inmunoglobulina reactiva | LOC652106 2,647
con miosina
BG104623 | Gen sobreexpresado en nefroblastoma NOV 2,636
H67479 Biglicano BGN 2,575
T89391 Caveolina 2 CAV2 2,557
H46619 Miosina, polipéptido 9 ligero, regulador MYL9 2,526
N44001 (Lisina-metiltransferasa) 7 que contiene el dominio SET SETD7 2,501
BX282272 | Proteina 3 (de unién a Rho GTPasa) efectora de CDC42 CDC42EP3 2,394
BX093905 | Proteina 22 que contiene el motivo tripartito TRIM22 2,345
W79256 Proteina 2 similar a la banda de la proteina de membrana de | EPB41 L2 2,326
eritrocito 4.1
BX114634 | Tropomiosina 4 TPM4 2,287
AA035192 | Carboxipeptidasa X (familia M14), miembro 2 CPXM2 2,257
AA039256 | Asporina (clase 1 de LRR) ASPN 2,228
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Simbolo del Numero de veces de
Gen Descripcion gen aumento (log 2)
R83765 Proteina 10 que contiene dominios de tetramerizacion de canales | KCTD10 2,221
de potasio
N57594 Proteina transmembrana 47 TMEM47 2,2
AA292054 | Proteina 1 especifica de la detencion del crecimiento GAS1 2,17
H56349 Proteina 2 similar a fibrindgeno FGL2 2,166
AA027246 | Glicerinol-3-fosfato-aciltransferasa, mitocéndrica GPAM 2,164
BX090875 | Homdlogo a pelota (Drosophila) PELO 2,115
BX114711 | Proteoglicano 1, granulo secretor PRG1 2,042
BG697186 | Canal de potasio dependiente de potasio, subfamilia H (relacionado | KCNH2 1,936
con eag), miembro 2
H90971 Familia de las polimerasas poli(ADP-ribosa), miembro 14 PARP14 1,919
R12367 Subunidad de proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 8 | PSMB8 1,913
(peptidasa 7 multifuncional grande)
H74106 Proteina 2 de union al dominio LIM LDB2 1,894
H13471 Syndecan 2 (heparano-sulfato-proteoglicano 1, fibroglicano | SDC2 1,89
asociado a la superficie celular)
BM921371 | Fibulina 5 FBLN5 1,882
R97862 Proteina 1 que contiene repeticiones de WD y la caja SOCS WSB1 1,881
BX098913 | Transductor de sefiales y activador de la transcripcion de 1,91 kDa | STAT1 1,818
R08415 Dominio sema, dominio de inmunoglobulina (lg), dominio | SEMA4G 1,795
transmembrana (TM) y dominio citoplasmico corto, (semafrina) 4G
BG679464 | Inductor angiogénico rico en cisteina, 61 CYR61 1,7
R27042 Proteina que interactia con la proteina del sindrome de Wiskott- | WASPIP 1,629
Aldrich
BM473315 | Interactuador N-myc (y STAT) NMI 1,564
AA054773 | Proteina combinada con GRINL1A Gcoml 1,504

Un procedimiento para diagnosticar o monitorizar la progresién de un trastorno renal podria comprender detectar
uno o mas de los productos génicos codificados por los genes enumerados en la Tabla 1 en una muestra de orina o de
suero de un individuo que padece el trastorno renal o que se sospecha que padece el trastorno renal. Los diversos aspectos
de este procedimiento se corresponden con aquellos descritos para sFRP4 y sFRP5 en este documento, cambiando lo que
se deba cambiar. El procedimiento puede comprender detectar al menos uno, al menos dos, al menos 5, al menos 10, al
menos 20 o al menos 50 productos génicos codificados por los genes respectivos enumerados en la Tabla 1. El término
“producto génico” incluye proteinas y fragmentos de las mismas.
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Ccys

ser

Ala

Cys

190

Ile

Tyr

Trp

Asn

Ile

270

Ile

Ala

Ala

30

Leu

Gln

Thr

ASp

Asp

Cys

175

Lys

Asn

Lys

Leu

Ala

255

Thr

ser

Gly

15

Arg

Pro

Ala

His

Arg

His

160

Lys

Asn

Arg

Leu

Ser

Arg

Leu

Ala

Trp

Asn

Cys
80



ser

Thr

Glu

Ser

Arg

Asn

Lys

ser

225

ser

Met

ser

Trp

Asn

305

Arg

Pro

Ile

Arg

Pro

cys

Asn

cys

210

Ser

Gly

Gly

Ile

ASp

290

ser

Gln

<210>4

<211> 346

<212> PRT

Asp

AsSp

Ala

115

Pro

cys

Met

Lys

TYyr

195

His

Leu

Cys

Tyr

Ala

275

Met

Asp

Ala

Leu

Phe

100

Arg

Glu

Ile

Asp

Cys

180

Asn

Asp

val

Leu

Glu

260

Glu

Lys

ser

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 4

Leu

85

Gln

Gln

Asn

ser

Ser

165

Lys

Tyr

val

Asn

cys

245

Asp

Lys

Leu

Thr

Asn
325

Phe

His

Gly

Leu

Pro

150

ser

Pro

val

Thr

Ile

230

Pro

Glu

Trp

Arg

GIn
310

Phe

Glu

Cys

Ala

135

Glu

Asn

Ile

Ile

Ala

215

Pro

Pro

Glu

Lys

His

295

ser

Leu

Pro

Glu

120

cys

Ala

Gly

Arg

Arg

Leu

Arg

Asp

280

Leu

Gln
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Cys

Ile

105

Pro

Glu

Ile

Asn

Ala

185

Ala

val

Asp

Asn

Ser

265

Arg

Gly

Lys

Ala

90

Lys

Ile

Glu

val

Cys

170

Thr

Lys

Glu

Thr

val

250

Arg

Leu

Leu

ser

Met

Pro

Leu

Leu

Thr

155

Arg

GlIn

val

val

val

235

Asn

Leu

Gly

ser

Gly

Tyr

Ccys

Ile

Pro

140

Ala

Gly

Lys

Lys

Lys

220

Asn

Glu

Leu

Lys

Lys

300

Arg

18

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Glu

205

Glu

Leu

Glu

Leu

Lys

285

ser

Asn

Pro

Ser

110

Tyr

Tyr

Gly

Ser

Tyr

190

Ile

Ile

Tyr

Tyr

val

270

val

Asp

ser

Ile

95

val

Arg

AsSp

Ala

ser

175

Phe

Lys

Leu

Thr

Ile

Glu

Lys

Ser

Asn

Cys

Cys

His

Arg

160

Glu

Arg

Thr

Lys

ser

240

Ile

Gly

Arg

Ser

Pro
320



Met

Leu

Arg

ser

val

65

Tyr

Cys

Lys

Pro

145

val

Arg

Lys

Ser

Lys

Ser

Met

Phe

Gly

His

Thr

50

Asp

Ala

Lys

Met

val

130

Leu

Gln

Cys

Asn

Gly

ser

ser

Cys

Leu

val

Met

35

GlIn

val

Pro

ser

Tyr

115

Tyr

Pro

Glu

Lys

Tyr

195

Cys

Ser

Cys

Tyr

ser

Arg

20

Pro

Glu

Asn

Ile

val

100

AsSn

ASp

Glu

Arg

Cys

180

ser

Asn

ser

G1In

Glu

Ile

Gly

Trp

AsSn

Cys

Cys

85

Cys

His

Arg

ASp

Pro

165

Lys

TYyr

Glu

Pro

Cys

245

Trp

Leu

Ala

Asn

Ala

Ser

70

Thr

Gln

ser

Gly

val

150

Leu

Lys

val

val

Ile

230

Pro

Arg

val

Pro

Ile

Ile

55

Ala

Leu

Arg

Trp

val

135

Lys

Asp

val

Ile

Thr

215

Pro

Ser

Ala

Cys

Thr

40

Leu

val

Glu

Ala

Pro

120

Cys

Trp

val

Lys

His

200

Thr

Arg

Ile

Arg
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Leu
Glu
25

Arg
Ala
Leu
Phe
Ar

10

Glu
Ile
Ile
Asp
Pro
185
Ala
val
Thr

Leu

Met

Cys

10

Ala

Met

Ile

Arg

Leu

90

Asp

ser

ser

Asp

cys

170

Thr

Lys

val

GlIn

Pro

250

Met

Leu
val
Pro
Glu
pPhe
75

His
ASp
Leu
Pro
Ile
155
Lys
Leu
Ile
Asp
val
235
His

Leu

Trp

Arg

Asn

GlIn

60

Phe

Asp

Cys

Ala

Glu

140

Thr

Arg

Ala

Lys

val

220

Pro

GlIn

Leu

19

Leu

Ile

His

45

Tyr

Leu

Pro

Glu

Cys

125

val

Pro

Leu

Thr

Ala

205

Lys

Leu

ASp

Glu

His
Pro
30

Leu
Glu
Cys
11 e.
Pro
110
Asp
Ile
Asp
Ser
Tyr
val
Glu
Ile

val

Asn

Leu
15

Met
His
Glu
Ala
Lys
Leu
Glu
val
Met
Pro
175
Leu
GIn
Ile
Thr
Leu

255

cys

Ala

Cys

His

Leu

Met

80

Pro

Met

Leu

Thr

Met

160

ASp

ser

Arg

Phe

Asn

240

Ile

Leu
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260 265 270

val Glu Lys Trp Arg Asp GIn Leu Ser Lys Arg Ser Ile GIn Trp Glu
275 280 285

Glu Arg Leu GIn Glu GIn Arg Arg Thr val GIn Asp Lys Lys Lys Thr

290 295 300
Ala Gly Arg Thr Ser Arg Ser Asn Pro Pro Lys Pro Lys Gly Lys Pro
305 310 315 320
Pro Ala Pro Lys Pro Ala Ser Pro Lys Lys Asn Ile Lys Thr Arg Ser
325 330 335
Ala GIn Lys Arg Thr Asn Pro Lys Arg val
340 345
<210>5
<211> 317
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Arg Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly val Arg Thr Ala Ala Leu Ala
1 5 10 15

Leu Leu Leu Gly Ala Leu His Trp Ala Pro Ala Arg Cys Glu Glu Tyr
20 25 30

Asp Tyr ;gr Gly Trp Gln Ala gau Pro Leu His Gly ﬁgg Ser Tyr Ser

Lys 250 Pro GIn Cys Leu Agp Ile Pro Ala Asp tgu Pro Leu Cys His
5

Thr val Gly Tyr Lys Arg Met Arg Leu Pro Asn Leu Leu Glu His Glu
65 70 75 80

Ser Leu Ala Glu val Lys GIn GIn Ala Ser Ser Trp Leu Pro Leu Leu
85 90 95

Ala Lys Arg Cys His Ser Asp Thr GIn val Phe Leu Cys Ser Leu Phe
100 105 110

Ala Pro val Cys Leu Asp Arg Pro Ile Tyr Pro Cys Arg Ser Leu Cys
115 120 125

Glu Ala val Arg Ala Gly Cys Ala Pro Leu Met Glu Ala Tyr Gly Phe
130 135 140

Pro Trp Pro Glu Met Leu His Cys His Lys Phe Pro Leu Asp Asn Asp
145 150 155 160

20



10

15

Leu

val

Leu

Lys

Lys

Gln

ASp

Lys

Leu
305

cys

Thr

Met

Glu

210

Lys

Arg

Leu

Gly

Glu

290

Tyr

<210> 6

<211> 20

<212> PRT

Ile

Lys

Glu

195

Ile

Lys

Leu

Asp

Gln

275

Met

Tyr

<213> Atrtificial

<220>

<223> Péptido del extremo C de sFRP4

<400> 6

Ala

Ile

180

GIn

Lys

Lys

val

Ser

260

Leu

Lys

Pro

val

165

Cys

Met

Ile

Leu

Leu

245

Leu

Leu

Phe

Phe

Gln

Ala

cys

Glu

Leu

230

His

Ala

Leu

Ala

Phe
310

Phe

Gln

ser

Asn

215

Lys

Met

Gly

Met

val

295

TYr

Gly
cys
ser
200
Gly
Pro
Lys
Ser
Ala
280

Lys

Gly
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His

Glu

185

Asp

Asp

Gly

Asn

Phe

265

val

pPhe

Ala

Leu

170

Met

Phe

Arg

Pro

Gly

250

Leu

Tyr

Met

Ala

Pro Ala

Glu His

val val

Lys Leu
220

Leu Lys
235

Ala Gly

val Met

Arg Trp

Phe ser

300

Glu Pro
315

Thr

ser

Lys

Ile

Arg

cys

Gly

ASp

285

Tyr

His

Ala

Ala

190

Met

Gly

Lys

Pro

Lys

Pro

Pro

175

Asp

Arg

Ala

ASp

cys

Lys

Lys

cys

Pro

Gly

Ile

Gln

Thr

240

Pro

val

Asn

Ser

Arg Thr Ser Arg Ser Asn Pro Pro Lys Pro Lys Gly Lys Pro Pro Ala
1 5 10 15

Pro Lys Pro Ala
20

<210>7

<211>

<212> PRT

16

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido del extremo C de sFRP4

<400>

7

21



10

15

20

25

30

35

pro Lys Lys Asn Ile Lys Thr Arg Ser Ala Arg Lys Arg Thr Asn Pro
1 5 10 15

<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador 1 para la amplificacién de sFRP4
<400> 8

atcggtgcaa gtgcaaaaag 20

<210>9

<211>20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 2 para la amplificacién de sFRP4
<400> 9

tatgtggaca ctggcaggag 20

<210> 10

<211>21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador 1 para la amplificacion de GASP2
<400> 10

cttcaggtgt acatgaataa a 21

<210>11

<211>24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 2 para la amplificacion de GASP2
<400> 11

gaggtcgtgg tgatttgcta aggc 24

<210> 12

<211>23

ES 2356481 T3

22



10

15

20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 1 para la amplificacién de GASP9
<400> 12

gcctctgceta atggcggaca ggc 23

<210> 13

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador 2 para la amplificacion de GASP9
<400> 13

gggaggcctc ccaattggeg g 21

<210> 14

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido del extremo N de sFRP4

<400> 14

Pro Leu Met Lys Met Tyr Asn His Ser Trp Pro Glu Ser Leu Ala
1 S ‘ 10 15

ES 2356481 T3
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para diagnosticar o monitorizar la progresion de una poliquistosis renal (PQR) que comprende
detectar una proteina relacionada con Frizzled secretada (sFRP) en una muestra que contiene orina o suero obtenida de un
individuo que padece PQR o que se sospecha que padece PQR, en el que dicha sFRP es proteina 4 relacionada con
Frizzled secretada (sFRP4) que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:4.

2.- Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra es una muestra de orina.
3.- Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra es una muestra de suero.

4.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la deteccion de un nivel
elevado de la sFRP4 en la muestra del individuo con respecto a muestras de control indica un diagnéstico de PQR, o en el
gue el grado de elevacion de la sFRP4 en la muestra del individuo con respecto a muestras de control establece una
correlacion con la progresion de PQR en el individuo.

5.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la deteccion comprende poner
en contacto la muestra con al menos un anticuerpo que puede unirse a la sSFRP4 para permitir la formacion de complejos
anticuerpo-antigeno y detectar la presencia de complejos anticuerpo-antigeno formados.

6.- Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el procedimiento comprende al
menos un inmunoensayo directo o indirecto seleccionado del grupo que esta constituido por un ensayo de unién competitiva,
un ensayo de unién no competitiva, un radioinmunoensayo, un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), un ensayo de
tipo sandwich, una reaccion de precipitina, un ensayo de inmunodifusion de difusion en gel, un ensayo de aglutinacion, un
inmunoensayo fluorescente, inmunoensayo de quimioluminiscencia, inmunoensayo de inmunoPCR, un inmunoensayo de
proteina A o proteina G y un ensayo de inmunoelectroforesis.

7.- Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que al menos dos muestras
obtenidas del mismo individuo en momentos diferentes se criban para la presencia de la sSFRPA4.

8.- Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende detectar tanto
SFRP4 como sFRP5 en dicha muestra.

9.- El uso de una proteina relacionada con Frizzled secretada (SFRP) en una muestra que contiene orina 0 suero
como marcador para la progresion de PQR, en el que dicha sFRP es proteina 4 relacionada con Frizzled secretada (sSFRP4)
que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO:4.

10.- El uso de un kit de diagndstico que comprende al menos un anticuerpo que puede unirse a sSFRP4 en un
procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha sFRP4 tiene la secuencia de aminoacidos
que se muestra en SEQ ID NO:4.

11.- El uso segun la reivindicacién 10, caracterizado porque dicho anticuerpo puede unirse a sFRP4 presente en
orina humana.

12.- El uso segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el anticuerpo no reacciona de forma cruzada con otras
proteinas presentes en orina humana.

13.- El uso segun la reivindicacion 12, en el que el anticuerpo es especifico para sFRP4.

14.- El uso segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el anticuerpo puede unirse a SFRP1, sFRP2, sFRP3, sFRP4 y
SFRP5.

15.- El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el anticuerpo esta inmovilizado sobre
una fase sélida.

16.- El uso segun la reivindicacion 15, en el que la fase solida es una tira reactiva.

17.- El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, en el que dicho kit comprende ademés un
segundo anticuerpo que puede unirse especificamente a SFRP4.

18.- El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, en el que dicho kit comprende ademés un
concentrado de tampon de lavado y/o una composicion que comprende sFRP4.
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Figura 1
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Figura 2!
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Figura 33
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Figura 4

Figura 5

ES 2356481 T3

dO d5 d10

0.4 5

0,34
0.2 4

0,1 9

do d1 ds d10 d14




Figura 6
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Figura 7
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Secuencias de las proteinas 1-5 relacionadas con Frizzled secretadas humanas

SEQ IDNO:1 - sFRPl humana (n° de registro: Q8N474)

1 mgigrseggr
ipadlrichn
cldrpiypcr
qggttvepped
kdlkklvlyl
mknhecptfgq

rgaalgvlla
vgykkmvlpn
wlceavrdsc
nelkseaiie
kngadcpchg
svfk

61
121
181
241
301

lgaallavgs
llehetmaev
epvimgffgfy
hlcasefalr
ldnlshhfli

aseydyvsfq
kqgasswvpl
wpemlkcdkf
mkikevkken
mgrkvksqyl

sdigpygsgr
lnknchagtq
pegdvciamt
gdkkivpkkk
ltaihkwdkk

SEQ ID NO:2 - sFRP2 humana (n° de registro: AAH08666)

1 mlggpgslll lflashcclg
61 pnllghetmk evlegagawi
121 vkdrcapvms afgfpwpdml
181 ddndimetlc kndfalkikv
241 dslgctceem ndinapylvm

sarglflfgqg.
plvinkgchpd
ecdrfpgdnd
keityinrdt
gagkgggelvi

pdfsykrsnc
tkkflcslfa
lciplassdh
kiiletkskt
tsvkrwgkgg

SEQ ID NO:3 - sFRP3 humana (n° de registro: Q92765)

llragllala
gfegllgthc
penlaceelp
frnnynyvir
neeyiimgye
sgksgrnsnp

1 mvcgspggml
tganailaie
pilikyrhsw
kpiratgkty
sgclcpplnv
sdssnsdstg

61
121
181
241
301

alcllrvpga
spdllfflca
vydrgvcisp
akvkeiktkc
deersrlllv
rgarn

raaacepvri
myapictidf
eaivtadgad
hdvtavvevk
egsiaekwkd

kpipvnlglc
pvclddldet
llpateeapk
iyklngvser
refkrisrsi

plckslpwnm
ghepikpcks
fpmdssngnc
eilksslvni
rlgkkvkrwd

SEQ ID NO:4 - sFRP4 humana (n° de reglstro CAG46555)

1 mflsilvalc
yeelvdvncs
eslacdelpv
kkvkptlaty
sscgephilp
kkktagrtsr

lwlhlalgvr
avlrfflcam
ydrgvcispe
lsknysyvih
hgdvlimcye
snppkpkgkp

61
121
181
241
301

gapceavrip
yapictlefl
vivtdlpedv
akikavgrsg
wrsrmmllen
papkpaspkk

mcrhmpwnit
hdpikpcksv
kwiditpdmm
cnevttvvdv
clvekwrdql
niktrsagkr

rmpnhlhhst
cgrarddcep
vgerpldvdc
keifkssspi
skrsigweer
tnpkrv

SEQ ID NO:5 - sFRP5 humana (n° de registro: AAH50435)

1 mraaaaaggv
61 plchtvgykr
121 iypcrslcea
181 cagcemehsa
241 krlvlhmkng
301 ypcslyypff

rtaalalllg
nrlpnllehe
vragcaplme
dglmeqmess
agcpcpglds
ygaaeph

alhwaparce
slaevkggas
aygfpwpeml
dfvvkmrike
lagsflvmgr

30

eydyygwgae
swlpllakrc
hchkfpldnd
ikiengdrkl
kvdgglllma

plhgrsyskp
hsdtgvflcs
lciavgfghl
igagkkkkll
vyrwdkknke

)
fytkppgcvad
vilcslfapv
ppnateaskp
kplklgpikk
nkefknfmkk

66)
hgieygqnmrl
igpchslcvg
vceacknknd
dlkksvliwlk
rklqgc

1)
tkmpnhlhhs
vcerarggce
rgasserckc
prdtvnlyts
mklrhlglsk

55)
genailaieq
1lmkmynhswp
krlspdrckc
prtgvplitn
lgeqrrtvqgd

35)
pgcldipadl
lfapvcldrp
patappvtki
kpgplkrkdt
mkfavkfmfs
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Figura 8

Alineamiento de las FRP1-5 humanas:l
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Figura 8 (continuacién)
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Figura 9
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