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DESCRIPCION
Diagnostico y estratificacion de riesgo de diabetes mellitus mediante MR-proADM

La presente invencion se refiere a un procedimiento para el diagndstico y/o la estratificacion de riesgo de diabetes
mellitus, en especial de enfermedades consecuencia de la diabetes, en el que se lleva a cabo la determinacion del
marcador pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) o de un péptido parcial o fragmento
del mismo o que esta contenido en una combinacion de marcadores (panel, cluster) en un paciente a examinar.
Ademas, la invencion se refiere a la utilizacion de un dispositivo diagnostico y de un kit para llevar a cabo el
procedimiento.

El diagndstico de diabetes mellitus es conocido por adrenomedulina (Garcia-Unzueta MT, Montalban C, Pesquera C,
Berrazueta JR, Amado JA. Plasma adrenomedullin levels in type 1 diabetes. Relationship with clinical parameters.
Diabetes Care (= Niveles de adrenomedulina en plasma en diabetes tipo 1. Relacion con parametros clinicos.
Cuidado de la diabetes) 21:999-1003, 1998 y Turk HM, Buyukberber S, Sevinc A, Ak G, Ates M, Sari R, Savli H, Cigli
A. Relationship between plasma adrenomedullin levels and metabolic control, risk factors, and diabetic
microangiopathy in patients with type 2 diabetes. Diabetes Care (=Relacion entre los niveles de adrenomedulina en
plasma y el control metabdlico, factores de riesgo y microangiopatia diabética en pacientes con diabetes tipo 2.
Cuidado de la diabetes) 23:864-7, 2000). Sin embargo, resulta ser un inconveniente que, debido a la falta de
estabilidad de la adrenomedulina, asi como debido a su poca durabilidad (Lewis LK, Smith MW, Yandle TG,
Richards AM, Nicholls MG. Adrenomedullin (1-52) measured in human plasma by radioimmunoassay: plasma
concentration, adsorption, and storage. (= Adrenomedulina (1-52) medida en plasma humano mediante
radioinmunoensayo: concentracion de plasma, adsorciéon y almacenamiento.) Clin Chem. 44:571-7 1998) no se
puede realizar un diagnostico fiable en el plasma.

Sin embargo, existe la necesidad de diagnosticar diabetes mellitus de forma fiable o de realizar una estratificacion
(de riesgo), especialmente teniendo en cuenta posteriores decisiones clinicas y especialmente en cuanto al grado de
gravedad de la diabetes mellitus o de enfermedades consecuencia de la diabetes.

Ademas, segun el estado de la técnica, se ha descrito la determinacion de pro-adrenomedulina (proADM) en el
diagnéstico (EP0622458B1), especialmente para el estudio de la sepsis (EP1121600B1). Ademas, en el documento
EP1488209B1 se ha dado a conocer otro fragmento de la pro-adrenomedulina — concretamente la denominada pro-
adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2, también: AS45-92 de la preproADM en SEQ ID N° 1
(figura 1)) para fines diagnosticos. Sin embargo, no se da a conocer la aptitud de la pro-adrenomedulina de la region
media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) para el diagndstico de la diabetes mellitus.

El objetivo de la presente invencidn consiste en dar a conocer un procedimiento mejorado para el diagndstico y/o la
estratificacion de riesgo de la diabetes mellitus, en especial de enfermedades secundarias de la diabetes.

El problema se resuelve mediante un procedimiento para el diagnéstico in-vitro y/o la estratificacion de riesgo de la
diabetes mellitus, en el que se determina el marcador pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID
N° 2) o un péptido parcial o fragmento del mismo o que esta contenido en una combinacién de marcadores (panel,
cluster) en un paciente a examinar (en adelante, el procedimiento segun la invencién).

El término “estratificacion de riesgo” comprende, de acuerdo con la invencion, la deteccion de pacientes con
diabetes, especialmente de aquellos con enfermedades secundarias de la diabetes que tienen un peor prondstico a
fin de proceder a un diagnoéstico y una terapia/un tratamiento (subsiguiente) mas intensivos de la diabetes mellitus
con el fin de facilitar la evolucién mas favorable posible de la enfermedad.

Mediante el procedimiento, segln la invencién, se puede realizar, por lo tanto, de forma muy ventajosa un
diagnostico fiable y/o una estratificacion de riesgo. El procedimiento, segun la invencién, facilita por lo tanto
decisiones clinicas que conducen a un diagnéstico mas rapido, especialmente de las enfermedades secundarias de
la diabetes. Estas decisiones clinicas comprenden asimismo un tratamiento continuado mediante farmacos para el
tratamiento o la terapia de la diabetes mellitus.

Segun otra realizacion preferente del procedimiento de la invencion el diagndstico y/o la estratificacion de riesgo se
realiza para el prondstico, la profilaxis, la deteccion precoz y la deteccion del diagnéstico diferencial, para la
evaluacion de la gravedad y para la evaluacion del desarrollo concomitante de la terapia de diabetes mellitus.

Segln una realizacién adicional del procedimiento, segln la invencion, se extrae liquido corporal al paciente a
examinar, preferentemente sangre, ya sea sangre total o suero o el plasma que se obtiene, y el diagnostico se
realiza in vitro/ex vivo, es decir al exterior del cuerpo humano o animal. Debido a la determinacién del marcador pro-
adrenomedulina de la regién media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) o de péptidos parciales o fragmentos del mismo, y
en funcion de la cantidad disponible o la modificacion de la cantidad con respecto a una referencia de, como minimo,
una muestra del paciente, se puede llevar a cabo el diagnéstico y/o la estratificacion de riesgo.
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En el contexto de esta invencion, con “diabetes mellitus” se entenderd especialmente la diabetes mellitus tipo I
(resistencia a la insulina), un trastorno crénico del metabolismo que afecta la produccién de insulina en las células
beta de los islotes de Langerhans en el pancreas, o bien existe insulina pero la misma no puede actuar
correctamente en su lugar de destino, las membranas celulares. Como consecuencia de esta produccidon o accion
alterada de la insulina aumentan los valores de azucar en sangre (hiperglucemia). En la evolucién de la diabetes se
distingue entre prediabetes que se manifiesta solamente en su estado final mediante una “tolerancia alterada a la
glucosa” que puede ser detectada quimicamente en el laboratorio, y la diabetes mellitus manifiesta, propiamente
dicha. Al principio de la fase prediabética esta la resistencia a la insulina. Casi simultdneamente ya se desarrollan
una disfuncion endotelial, hiperlipoproteinemia y una disregulacion circulatoria hipertensiva. Como consecuencia de
esta constelacion de riesgo se producen alteraciones ateroscleréticas de los vasos (micro- y macroangiopatias), asi
como complicaciones vasculares debido a trastornos de la microcirculacién. Otras enfermedades secundarias o
concomitantes son la retinopatia diabética hasta la ceguera, asi como la nefropatia hasta la insuficiencia renal, la
neuropatia, el sindrome de pie diabético y complicaciones cardiovasculares.

Por lo tanto, la invencion se refiere al diagnostico y/o a la estratificacion de riesgo de la diabetes mellitus tipo 1l y sus
enfermedades secundarias y concomitantes, especialmente disfunciones endoteliales, hiperlipoproteinemia,
disregulacion circulatoria hipertensiva, retinopatia diabética, nefropatia, insuficiencia renal, neuropatia, sindrome de
pie diabético y complicaciones cardiovasculares.

Todas las indicaciones mencionadas estan descritas, ademas, por ejemplo, en Pschyrembel, De Gruyter, Berlin
2004.

En el contexto de esta invencién, con “ pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2)" se
entendera una proteina humana o un polipéptido con una secuencia de aminoacidos de 45-92 (posicion 45 es Glu,
posicién 92 es Val) de la SEQ ID N° 1 (figura 1) de la prepro-adrenomedulina (Kitamura K, Sakata J, Kangawa K,
Kojima M, Matsuo H, Eto T. “Cloning and characterization of cDNA encoding a precursor for human adrenomedullin”
(= Clonacion y caracterizacion de ADNc que codifica un precursor para la adrenomedulina humana) Biochem
Biophys Res Commun 1993;194:720-725) o bien una secuencia de aminoacidos 1-48 de la SEQ ID N° 2 (figura 2).
Este fragmento de la pro-adrenomedulina se denomina “ pro-adrenomedulina de la regién media (MR-proADM)” (EP
1488209B1) y presenta muy ventajosamente una alta estabilidad de plasma.

Ademas, la “pro-adrenomedulina de la regién media”, segin la invencion, puede presentar modificaciones tales
como glicolisaciones, lipidizaciones o derivatizaciones.

Segun otra realizacion, la determinacion de la pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2)
puede realizarse adicionalmente con otros marcadores, pudiendo la pro-adrenomedulina de la region media (MR-
proADM: SEQ ID N° 2) estar contenida en una combinacion de marcadores (panel, cluster) y, en concreto,
preferentemente con aquellos que ya sefialan a una diabetes mellitus. Segun otra realizacion especial, asimismo
puede tratarse de un marcador vascular que puede sefialar una disfuncion endotelial del sistema circulatorio que
acompafa la diabetes.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a una de estas realizaciones del procedimiento segun la invencion, en
la que la determinacion se lleva a cabo adicionalmente con, como minimo, un marcador adicional elegido entre el
grupo de los marcadores inflamatorios, los marcadores vasculares en un paciente a examinar.

De acuerdo con la invencion, el marcador inflamatorio puede elegirse entre, como minimo, un marcador del grupo de
la proteina C reactiva (PCR), las citocinas tales como, por ejemplo, TNF-alfa, las interleucinas tales como, por
ejemplo IL-6, la interleucina-1p, la procalcitonina (1-116, 3-116), angiotensina I, endotelina-1 y moléculas de
adhesion tales como VCAM o ICAM, asi como el marcador vascular puede elegirse entre, como minimo, un
marcador del grupo de la creatinquinasa, la mieloperoxidasa, la mioglobina, la proteina natriurética, en especial ANP
(o ANF), proANP, NT-proANP, BNP, proBNP, NT-proBNP o0 una secuencia parcial de las mismas respectivamente,
CRP. Ademas, con ello se entenderan preferentemente (pro)hormonas reguladoras de la circulacién, en especial
como el propéptido liberador de gastrina (proGRP), proendotelina-1, proleptina, proneuropéptido-Y,
prosomatostatina, proneuropéptido-YY, proopiomelanocortina o0 una secuencia parcial de las mismas,
respectivamente.

Segun otra realizacion se puede determinar adicionalmente, como minimo un marcador/factor diabético. Los
marcadores/factores diabéticos son, de acuerdo con la invencion, especialmente aquellos como adiponectina,
hidratos de carbono, grasas tales como colesteroles (LDH) y otros, indice de masa corporal (IMC), edad, presion
sanguinea, HOMA-IR (modelo homeostatico de evaluacién de la resistencia a la insulina, para la determinacion
véase: Matthews DR, Hosker JP, Rudenski AS, Naylor BA, Treacher DF, Turner RC, “Homeostasis Model
Assessment: Insulin Resistence and B-cell Function from Fasting Plasma Glucose and Insulin Concentrations in Man
(= Modelo homeostatico de evaluacion: La resistencia a la insulina y la funcion de las células B de la fijacion de la
glucosa en plasma y concentraciones de insulina en el hombre.) Diabetologia 28: 412-419. 1985).

Segun oftra realizacién de la invencion, el procedimiento, segun la invencién, puede llevarse a cabo mediante
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determinaciones paralelas o simultdneas de los marcadores (por ejemplo, placas de microtitulacién con 96 o mas
cavidades), realizandose las determinaciones en como minimo una muestra de paciente.

Ademas, el procedimiento, segun la invencion, y sus determinaciones pueden llevarse a cabo en un autémata de
andlisis, en especial mediante un encriptador (http://www.kryptor.net).

Segun otra realizacion, el procedimiento de la invencién y sus determinaciones pueden realizarse mediante una
prueba rapida (por ejemplo, prueba de flujo lateral (lateral flow)), ya sea en determinaciones de parametros
individuales o multiples.

Ademas, la invencion se refiere a la utilizacion de pro-adrenomedulina de la regiéon media (MR-proADM: SEQ ID N°
2) o péptidos parciales o fragmentos de la misma o que estan contenidos en una combinacion de marcadores
(panel, cluster) para el diagnostico in vitro y/o la estratificacion de riesgo de la diabetes mellitus, en especial diabetes
mellitus tipo 1l y sus enfermedades secundarias o concomitantes, asi como teniendo en cuenta especialmente las
realizaciones indicadas anteriormente. La combinacién de marcadores puede, en su caso, contener otros
marcadores adecuados.

Otro objetivo consiste en la utilizacién de un dispositivo diagnéstico para llevar a cabo el procedimiento, segun la
invencion.

En el contexto de la presente invencion, con un dispositivo diagnostico de este tipo se entendera especialmente un
“array” 0 conjunto, 0 un “assay” o ensayo (por ejemplo, un inmunoensayo, ELISA, etc.), y en el mas amplio sentido,
un dispositivo para llevar a cabo el procedimiento, segun la invencion.

La invencion se refiere ademas a la utilizacién de un kit para el diagnéstico in-vitro y la estratificacion de riesgo de la
diabetes mellitus, especialmente de la diabetes mellitus tipo Il y de sus enfermedades secundarias y concomitantes,
llevandose a cabo la determinacién de la pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) o de
péptidos parciales o fragmentos de la misma, 0 que estan contenidos en una combinaciéon de marcadores (panel,
cluster) en un paciente a examinar, especialmente teniendo en cuenta las realizaciones indicadas anteriormente.
Estos reactivos de deteccion comprenden, por ejemplo, anticuerpos, etc.

Los siguientes ejemplos y figuras sirven para explicar mas detalladamente la invencion, pero sin limitar la invencién
a estos ejemplos y figuras.

Ejemplos:
Ejemplo 1:

El ensayo MR-proADM se realizé segin Morgenthaler y otros (Morgenthaler NG, Struck J, Alonso C, Bergmann A.
Measurement of midregional proadrenomedullin in plasma with an immunoluminometric assay. (= Medicién de pro-
adrenomedulina de la regidon media en plasma mediante un ensayo de inmunoluminometria.) Clin Chem. 2005 Oct;
51(10):1823-9).

Se determind MR-proADM en 100 individuos sanos sin trastorno de la tolerancia a la glucosa, en 60 pacientes que
ya presentaban trastorno de la tolerancia a la glucosa y 200 pacientes con diabetes mellitus tipo Il manifiesta (en
adelante, sélo “DM II"). Estos 200 pacientes se dividieron en 100 diabéticos sin enfermedades secundarias y 100
diabéticos con enfermedades secundarias ya manifiestas tales como la nefropatia diabética y la retinopatia
diabética. En la figura 3, se aprecia un aumento significativo de los valores MR-proADM con creciente gravedad de
la DM Il. Especialmente los dos grupos de pacientes DM |l se diferenciaron de los controles sanos y de los pacientes
con trastorno de la tolerancia a la glucosa. Sorprendentemente, se encontraron los mayores valores de MR-proADM
en los pacientes con DM Il que ya habian desarrollado enfermedades secundarias de la diabetes. En la tabla 1 se
muestran, ademas de MR-proADM, los parametros relevantes para la diabetes tales como la glucosa y HbAlc en los
respectivos grupos.
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Tabla 1 (complicaciones tardias (SK) (sin: enfermedades secundarias)):

Sano Trastorno de la DM 11 Sin SK DM Il Con SK Valor p (para la
(n=100) tolerancia a la (n=100) (N=100) tendencia)
glucosa (n=60)
Sexo (% masculino 50 32 58 55 0,007
Edad (yr) 40(14) 44(11) 58(10) 61(10) <0,001
Duracion de la
enfermedad (afios) ) ) 16(7) 17(9) 055
Indice de masa
corporal (kg/m?) 229(3.7) 24,1 (4,2) 25,8 (4,2) 26,1 (4,5) <0,001
Presién sistélica
(mmHg) 121 (14) 126 (22) 136 (17) 147 (21) <0,001
Presion diastolica
(mmHg) 77 (8) 78 (12) 81 (8) 81 (11) 0,02
Glucosa en sangre,
en ayunas (mmol/L) 4,9 (0,3) 5,9 (0,4) 7,0 (1,2) 8,5 (3,5) <0,001
HBA1c(%) - - 7.8(1,3) 8,1(1,6) 0,07
Pro-adrenomedulina |, ,7 ) o) 0,29 (0,13) 0,42 (0,13) 0,81 (0,54) <0,001
de la regiéon media
(mmol/L)

La relacion que existe entre una microcirculacion restringida ya presente y valores MR-proADM también se muestra
por una correlacion significante (r = 0,43, P = 0,002) entre los valores MR-proADM en 50 pacientes con DM 1l y el
flujo de circulacion medido como “resting forearm cutaneous micro-circulatory perfusiéon” (resto de perfusion cutanea
microcirculatoria en el brazo). (RCMP: A Enriqgue Caballero, Rola Saouaf, Subodh Arora, Su C Lim, Frank W.
LoGerfo, Edward S Horton, Aristidis Veves. Reactivity of the micro- and macrocirculation is impaired in those at risk
for type 2 diabetes. (= La reactividad de la micro- y macrocirculacion esta debilitada en aquellos que tienen un riesgo
de desarrollar diabetes tipo Il). Diabetes 48: 1856-1862, 1999).

Figuras:

La figura 1 muestra la SEQ ID N° 1 de la preproADM incluidas las secuencias parciales correspondientes.

La figura 2 muestra la SEQ ID N° 2 de la MR-proADM

La figura 3 muestra la MR-proADM en individuos sanos, pacientes con trastorno de la tolerancia a la glucosa,
pacientes con diabetes mellitus tipo Il (DM II) sin complicaciones tardias (SK) (sin: enfermedades secundarias) y
pacientes con DM Il con complicaciones tardias (sin: enfermedades secundarias).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para el diagnostico in-vitro y/o la estratificacion de riesgo de diabetes mellitus, caracterizado
porque se lleva a cabo una determinacion de pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2)
en una muestra de un paciente a examinar.

2. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque se realiza el diagnéstico in-vitro y/o la
estratificacion de riesgo de diabetes mellitus del tipo Il y de sus enfermedades secundarias y concomitantes,
especialmente disfunciones endoteliales, hiperlipoproteinemia, disregulacién circulatoria hipertensiva, retinopatia
diabética, nefropatia, insuficiencia renal, neuropatia, sindrome de pie diabético y complicaciones cardiovasculares.

3. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque adicionalmente se lleva a cabo
la determinacion de como minimo un marcador adicional elegido del grupo de los marcadores inflamatorios v,
concretamente, de como minimo un marcador del grupo de la proteina C reactiva (PCR), las citocinas tales como,
por ejemplo, TNF-alfa, las interleucinas tales como, por ejemplo IL-6, la interleucina-1, la procalcitonina (1-116, 3-
116), angiotensina Il, endotelina-1 y/o de un marcador vascular, concretamente elegido entre, como minimo, un
marcador del grupo de la creatinquinasa, la mieloperoxidasa, la mioglobina, la proteina natriurética, en especial ANP
(o ANF), proANP, NT-proANP, BNP, proBNP, NT-proBNP o (pro)hormonas reguladoras de la circulacion tales como
el propéptido liberador de gastrina (proGRP), proendotelina-1, proleptina, proneuropéptido-Y, prosomatostatina,
proneuropéptido-YY, pro-opiomelanocortina y/o de un marcador/factor diabético en un paciente a examinar.

4. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se llevan a cabo
determinaciones paralelas o simultdneas de los marcadores.

5. Procedimiento, segin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las determinaciones se llevan
a cabo mediante una muestra de un paciente.

6. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las determinaciones se llevan
a cabo mediante una prueba rapida, especialmente en determinaciones de parametros individuales o mdltiples.

7. Procedimiento, segiin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el diagndstico se lleva a cabo
para la estratificacion de pacientes para la toma de decisiones clinicas, especialmente para el tratamiento
continuado mediante farmacos para el tratamiento o la terapia de la diabetes mellitus, especialmente diabetes
mellitus del tipo 1l y sus enfermedades secundarias y concomitantes.

8. Procedimiento, segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el diagnéstico y/o la
estratificacién de riesgo se lleva a cabo para el prondstico, la profilaxis, la deteccion precoz y la deteccion del
diagnostico diferencial, para la evaluacién de la gravedad y para la evaluacion del desarrollo concomitante a la
terapia de diabetes mellitus, especialmente diabetes mellitus del tipo 2 y sus enfermedades secundarias y
concomitantes.

9. Utilizacion de pro-adrenomedulina de la regién media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) o contenida en una
combinacién de marcadores para el diagndstico in-vitro y/o la estratificacion de riesgo de diabetes mellitus,
especialmente diabetes mellitus del tipo 2 y sus enfermedades secundarias y concomitantes, conteniendo la
combinacién de marcadores otros marcadores, segun la reivindicacion 3 o, en su caso, otro marcador adecuado.

10. Utilizacion de un dispositivo diagnéstico para la realizacion de un procedimiento, segin una de las
reivindicaciones 1 a 8.

11. Utilizacion de un kit para el diagndstico in-vitro y/o la estratificacion de riesgo de diabetes mellitus, especialmente
diabetes mellitus de tipo Il y sus enfermedades secundarias y concomitantes, que contiene reactivos de deteccion
para la determinacién del marcador pro-adrenomedulina de la region media (MR-proADM: SEQ ID N° 2) o que esta
contenido en una combinacién de marcadores, conteniendo la combinaciéon de marcadores otros marcadores, segun
la reivindicacion 3, asi como coadyuvantes para la realizacion de un procedimiento, segun una de las
reivindicaciones 1 a 8.
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Figura 2
SEQ ID 1_\10. 2

Glu Leu Arg Met Ser Ser Ser Tyr Pro Thr Gly Leu Ala Asp Val Lys
1 5 10 15

Ala Gly Pro Ala Gln Thr Leu Ile Arg Pro Gln Asp Met Lys Gly Ala
20 25 30

Ser Arg Ser Pro Glu Asp Ser Ser Pro Asp Ala Ala Arg Ile Arg
35 40 ' 45

1-48 MR-proADM = AS 45 - 92 de preproADM (48 AS)
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