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DESCRIPCION
Uso de megalina en orina como marcador para la deteccion de nefropatia por IgA
CAMPO TECNICO
La presente invencion se refiere al uso de megalina urinaria humana para el diagnéstico de nefropatia por IgA.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La megalina es una glucoproteina expresada en las células epiteliales tubulares renales proximales con un peso
molecular de aproximadamente 600 kDa. Es también conocida como glucoproteina 330 (gp330) o proteina
relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 2 (LDL) (LRP2) (documentos no de patente 1y 2).

La megalina sirve como receptor endocitico asociado a la endocitosis/resorcion de una proteina o similar en el
lumen tubular proximal del rifion antes de la excrecidn urinaria. Se degrada entonces un ligando de la proteina
resorbida o similar por un lisosoma en las células epiteliales tubulares proximales (documento no de patente 3).

Clinicamente, un paciente con nefropatia diabética esta aquejado en primer lugar por diabetes, y el paciente
desarrolla entonces microalbuminuria, que conduce a una proteinuria continuada y después a insuficiencia renal
terminal. Se presenta una investigacion que destaca la importancia de la hiperfiltracion glomerular y la
microalbuminuria como cuadros clinicos que aparecen en una etapa temprana de la nefropatia. Especificamente,
se conocia que los pacientes con diabetes de tipo | exhiben aumentos del flujo sanguineo renal y de la tasa de
filtracion glomerular en la fase temprana de la enfermedad, se destacé entonces el desarrollo de microalbuminuria
como un cambio de fase temprana que da como resultado el desarrollo futuro de nefropatia, y se propuso el
concepto de etapa temprana de nefropatia. Ademas, se descubrié que la cantidad de albumina excretada en la
orina aumentaba a niveles anormales en esta etapa, aunque no conducia al desarrollo de proteinuria. Por tanto,
dicho sintoma se designé como “microalbuminuria” (documento no de patente 4).

Después de ello, se establecio la importancia clinica de la “microalbimina” por Mogensen C. E., Viberti G. C. et al.,
y la presencia de microalbuminuria esta fuertemente correlacionada con la progresion posterior a nefropatia. Por
tanto, se usa la microalbimina para diagndstico clinico actualmente. Se ha resefiado que la microalbuminuria esta
causada por el equilibrio y fallo de funciones de filtracion glomerular y resorcién tubular (documentos no de patente
5,6,7,8,9y10).

Se ha resefiado también que la resorcion tubular de albumina esta causada por endocitosis mediada por megalina
(documentos no de patente 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19).

Cuando un ftrastorno renal progresa desde microalbuminuria, se desarrolla una proteinuria continuada
(concretamente proteinuria manifiesta). En esta etapa, se encuentran resultados positivos de proteinuria
continuamente con el uso de una prueba de tira de papel, y la enfermedad se vuelve detectable por chequeos
médicos en esta etapa.

Segun el informe de Araki S. et al., los resultados de un estudio de seguimiento de 6 afios del tratamiento de 216
casos de nefropatia en etapa temprana demostraron que un 51 % de los casos exhibian remision de la nefropatia
(concretamente, mejoraron a albuminuria normal), que aparecid6 con mas frecuencia que la progresion
(concretamente, progresién hasta nefropatia manifiesta, 28 %) (documento no de patente 22).

Como resultado del analisis, se han ejemplificado 4 factores asociados a la remision: (i) una duracién corta
después del desarrollo de microalbuminuria; (ii) el uso de un inhibidor del sistema de renina-angiotensina, (iii) una
presiéon sanguinea sistdlica baja y (iv) suficiente control del azlicar en sangre. Especificamente, el diagndstico
temprano, reconocimiento de condiciones patoldgicas y gestion terapéutica de los trastornos renales se consideran
importantes para prevenir el avance de la nefropatia diabética. Son procedimientos de tratamiento basicos para
nefropatia diabética (1) control del azucar en sangre, (2) control de la presion sanguinea, (3) supresion del sistema
de renina-angiotensina, (4) control de lipidos, (5) terapia alimentaria (restriccion de la toma de sal y proteinas) y (6)
mejora de las costumbres del estilo de vida, tales como abstinencia del tabaco. Para inhibir el desarrollo y
progresion de la nefropatia, es necesario un tratamiento preciso y activo basado en evidencias logradas por
estudios clinicos. Respecto al control del azlcar en sangre, se han logrado evidencias por DCCT, UKPDS y el
estudio de Kumamoto de que ha sido importante para la prevencion de la progresion de nefropatia. Respecto a la
importancia del control de la presion sanguinea, se han acumulado muchas evidencias, incluyendo sobre
inhibidores de ACE y ARB.

Entre los sintomas de glomerulonefritis cronica, en contraposicién, se observan proliferacion de células
mesangiales glomerulares, agrandamiento de la matriz mesangial (hiperplasia) y depdsitos granulares
(principalmente de IgA) en la region mesangial en el caso de nefropatia por IgA. El diagndstico de nefropatia por
IgA se confirma por biopsia renal. La nefropatia por IgA se detecta a menudo basandose en anormalidades
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urinarias asintomaticas. La hematuria microscépica continua es inevitable, y se observan ocasionalmente
proteinuria intermitente o continua y hematuria macroscopica. La hematuria macroscoépica aparece a menudo con
infeccion aguda del tracto respiratorio superior. El diagndstico de anormalidad urinaria requiere al menos tres casos
de analisis de orina y al menos dos estos casos implican la visualizacion microscopica de sedimentos urinarios,
que se realizan ademas del analisis cualitativo general de orina. Se observan altos niveles séricos de IgA de 315
mg/dl o mayores en la mitad de los pacientes. No deberia despreciarse una anormalidad urinaria asintomatica leve.
Los datos de laboratorio sobre nefropatia por IgA son utiles para la evaluaciéon de la actividad y progresion de
trastornos renales. Se observa solo hematuria en la etapa temprana, y la proteinuria se desarrolla junto con la
progresion de etapas de la enfermedad. Los ejemplos de factores desfavorables incluyen alta presién sanguinea,
evolucidon de proteinuria leve a alta y disfuncién renal observada en el primer examen médico. Por tanto, son
necesarios una evaluacion integral de los diversos datos de laboratorio y un tratamiento adecuado de acuerdo con
la actividad de glomerulonefritis y progresion del trastorno renal. Puesto que la nefropatia por IgA se detecta a
menudo accidentalmente por proteinuria/hematuria, se requiere en primer lugar un diagndéstico diferencial de
hematuria. Se efectia entonces una biopsia renal como diagnéstico definitivo. Existen contraindicaciones implicada
en la biopsia renal, y existen muchas restricciones. En el ambito clinico actual, la biopsia renal no puede efectuarse
en muchos casos Y, actualmente, no existe una indicacion sélida exacta de si deberia llevarse a cabo o no biopsia
renal. En la biopsia renal para diagndstico definitivo, se evaltan los sintomas de glomeruloesclerosis de focales y
segmentados a difusos y globales (esféricos) con el uso de cambios proliferativos mesangiales como indicadores
en datos de microscopia 6ptica, y se evaldan los sintomas de glomeruloesclerosis difusa con el uso de deposicion
de IgA granular principalmente en la regiéon mesangial como indicador para el procedimiento de anticuerpo de
agente fluorescente o procedimiento de anticuerpo de enzima (concretamente, IgA es dominante sobre las demas
inmunoglobulinas). Se realiza la evaluacion con la deposicion de sustancias de alta densidad electronica en la
matriz mesangial (centrada en la region paramesangial, en particular) como indicador para datos de microscopia
electrénica. Se determina el prondstico basado en la biopsia renal basandose en los datos histologicos de las
imagenes de microscopia optica de muestras de biopsia renal, y se dividen los pacientes en los siguientes 4
grupos.

1) Grupo de buen pronéstico: el grupo con poca probabilidad de progresion hasta terapia de dialisis.

Datos glomerulares: se observa una proliferacion leve de células mesangiales y matriz aumentada. No se observa
glomeruloesclerosis, formacion de medias lunas ni adhesion a la capsula de Bowman.

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: no se observan cambios destacados en el tubulo renal, el intersticio ni
los vasos sanguineos.

2) Grupo de prondstico relativamente bueno: el grupo con menos probabilidad de progresion hasta terapia de
dialisis.

Datos glomerulares: se observa una proliferacion leve de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan
glomeruloesclerosis, formacion de medias lunas y adhesion a la capsula de Bowman en menos de un 10 % de los
glomérulos de la biopsia.

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: no se observan cambios destacados en el tubulo renal, el intersticio ni
los vasos sanguineos.

3) Grupo de pronéstico relativamente malo: el grupo con probabilidad de transicién hasta terapia de dialisis
en 5 a 20 afios.

Datos glomerulares: se observan proliferacion moderada de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan
glomeruloesclerosis, formacion de medias lunas y adhesion a la capsula de Bowman en 10 a 30 % de los
glomérulos de la biopsia.

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: se observan una ligera atrofia tubular, ligera infiltracion celular en el
intersticio, excepto alrededor de algunos glomérulos esclerosados, y una leve esclerosis vascular en los vasos
sanguineos.

4) Grupo de mal prondstico: el grupo con probabilidad de transicion hasta terapia de dialisis al cabo de 5
afos.

Datos glomerulares: se observan proliferacion grave de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan
glomeruloesclerosis, formacion de medias lunas y adhesién a capsula de Bowman en un 30 % o mas de los
glomérulos de biopsia. Cuando los sitios de esclerosis se suman y se convierten en esclerosis global,
adicionalmente la tasa de glomeruloesclerosis es de 50 % o mas. Se observa ocasionalmente hipertrofia
glomerular compensatoria.

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: se observan atrofia tubular, infiltracion celular intersticial y fibrosis
graves. Se observa ocasionalmente hiperplasia o degeneracion en algunas paredes arteriolares renales.

La base para la medicacion de nefropatia por IgA es una selecciéon del farmaco adecuado para las condiciones
patolégicas de cada paciente. La terapia con esteroides corticosuprarrenales es adecuada para un caso con
aclaramiento de creatinina (Ccr) de 70 ml/min o superior, proteina urinaria de 1 a 2 g/dia y sintomas de inflamacion
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aguda detectados por la biopsia renal como sintomas principales. En contraposicion, la terapia farmacolégica que
implica el uso de inhibidores del sistema de renina-angiotensina o aceite de pescado se selecciona para casos que
implican principalmente lesiones crénicas y que exhiben una progresion lenta. Las funciones renales de los
pacientes del grupo de mal prondstico que exhiben una disfuncidon renal moderada o grave y que implican
principalmente lesién esclerosante crénica no pueden mantenerse solo mediante terapia de esteroides durante un
largo periodo de tiempo, y se ha esperado el desarrollo de técnicas terapéuticas eficaces capaces de mejorar el
prondstico de las funciones renales. Ademas, se emplea ocasionalmente el uso de agentes antiplaquetarios,
terapia anticoagulante, terapia de Kurernejin, terapia de tonsilectomia o similares. La nefropatia por IgA aparece a
corta edad, y un 30 a 40 % de los pacientes desarrollan insuficiencia renal terminal. Las cargas econoémicas y
sociales son importantes cuando un paciente tiene que empezar el tratamiento de dialisis a corta edad. Como se
describe anteriormente, no existen indicadores exactos y precisos de diagnéstico diferencial o prediccion del
prondstico que posibilite el diagndstico de nefropatia por IgA actualmente.

El nimero de paciente con insuficiencia renal terminal que necesitan didlisis esta creciendo en todo el mundo, y es
un problema grave en términos de economia médica. La prediccion y el diagnostico de condiciones patoldgicas de
los trastornos renales y, en particular, nefropatia diabética o nefropatia por IgA, son los mas criticos para
proporcionar un tratamiento adecuado. Sin embargo, la exactitud de las técnicas de diagndstico convencionales es
insuficiente para una prediccion del prondéstico o diagnoéstico de la graduacion del trastorno.

En la etapa precedente a nefropatia diabética, no se observa microalbuminuria en la orina, y la nefropatia no puede
detectarse basandose en datos clinicos actuales. Se deduce que aparece una albuminuria minima en la etapa
temprana de la nefropatia. Incluso si las funciones renales son normales, o a veces aceleradas, pueden estar
presentes lesiones nodulares en los glomérulos en esta etapa. Por tanto, sigue siendo problematico si la
microalbuminuria es util o no como indicador del diagnéstico temprano de nefropatia diabética. En los ultimos afios,
se ha encontrado un caso de trastorno renal rapidamente progresivo que conduce a insuficiencia renal (nefropatia
diabética de etapa V) sin la etapa de albuminuria manifiesta (nefropatia diabética de etapa Ill (etapa de nefropatia
manifiesta)) en los grupos de pacientes de nefropatia diabética que exhiben microalbuminuria (nefropatia diabética
de etapa Il; etapa temprana de nefropatia). Por tanto, se ha discutido la posible naturaleza problematica de la
importancia clinica del uso de la albuminuria para la prediccion del prondstico de una enfermedad renal y para el
diagndstico preciso y temprano de la graduacion del trastorno (progresion de condiciones patolégicas) como
indicador (Perkins B. A., Krolewski A. S. et al., 2007, J. Am. Soc. Nephrol. 18 (4), 1353-1361; de Boer I. H., Steffes
M. W., 2007, J. Am. Soc. Nephrol. 18 (4), 1036-1037).

El prondstico de nefropatia por IgA se clasifica histolégicamente basandose en los datos de la biopsia renal, y se
usan los resultados para prediccion del prondstico y determinacion del curso de tratamiento. Sin embargo, existen
algunas restricciones sobre la biopsia renal, y la aplicacién de biopsia renal esta limitada a los siguientes casos: i)
se observa 1,0 g o mas de proteina en orina al dia; ii) aunque se observa un trastorno renal de etiologia
desconocida, no se observa atrofia renal mediante una prueba de formacion de imagenes; iii) se sospecha
glomerulonefritis crénica con hematuria continua y progresiva y iv) se reducen rapidamente las funciones renales.
Por su lado, las contraindicaciones de la biopsia renal son las siguientes: i) ya se ha observado atrofia renal
mediante la prueba de formacion de imagenes debido a disfunciones renales crénicas; ii) es dificil detener la
hemorragia debido a la tendencia a sangrar o una hipertension sanguinea incontrolable; iii) el paciente tiene un
rifdn poliquistico y iv) el paciente no puede mantenerse quieto o seguir las instrucciones durante la biopsia renal o
durante y después del ensayo. En el ambito clinico actual, la biopsia renal no puede efectuarse en muchos casos, y
no existen actualmente indicadores exactos y definitivos para la determinacion de si la biopsia renal deberia
efectuarse o no.

Ademas de los trastornos renales crénicos representados por la nefropatia diabética y la nefropatia por IgA
descritos anteriormente, la lesion renal aguda (AKI) ha atraido la atencién y se ha convertido en un tema de interés.
Respecto a la AKI, las anormalidades funcionales de la hemodinamica renal se han considerado como criticas,
ademas de las anormalidades estructurales (concretamente, necrosis tubular aguda) en los ultimos afios.

El término “insuficiencia renal aguda” hace referencia a una afeccion en que las funciones renales se reducen
rapidamente, y muchos casos de insuficiencia renal aguda se caracterizan por funciones renales reducidas
causadas por necrosis tubular. Las causas de la insuficiencia renal aguda incluyen insuficiencia renal prerrenal,
insuficiencia renal intrinseca e insuficiencia renal postrrenal. La insuficiencia renal prerrenal aparece cuando el
rindn se expone a isquemia mediante un volumen de fluido extracelular reducido debido a hemorragia por lesion,
deshidratacion, vémitos y diarrea, volumen de sangre en circulacion eficaz reducido debido a choque cardiogénico
y flujo sanguineo renal reducido debido a aneurisma disecante de aorta o trombosis arterial renal. La insuficiencia
renal intrinseca es un trastorno impuesto directamente al tejido renal, tal como en enfermedades glomerulares (por
ejemplo, glomerulonefritis aguda, glomerulonefritis rapidamente progresiva y poliarteritis nodular), necrosis tubular
aguda (causada por el uso de un antibiético aminoglucosidico, un agente antiinflamatorio y analgésico, un agente
antitumoral o medio de contraste), o glomerulonefritis intersticial aguda (causada por el uso de un antibiético B-
lactamico, un agente antiinflamatorio o analgésico o un anticonvulsivo). En el caso de insuficiencia renal postrrenal,
se obstruye el flujo de orina y se evita la excrecion de orina por obstruccion ureteral (calculo ureteral), obstruccion
vesical y uretral (hipertrofia prostatica y cancer de proéstata) o tumores pélvicos.
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Muchos dafios renales agudos requieren controles de UCI después de cardiotomia y cirugia de reemplazo de
aorta, y se requiere el reconocimiento de las condiciones patoldgicas cada hora después del desarrollo de la
enfermedad. Actualmente, no puede esperarse una mejora del prondstico vital de insuficiencia renal aguda sin un
diagndstico temprano e intervencion inmediata.

Actualmente, la insuficiencia renal aguda se diagnostica en general basandose en los niveles de creatinina en
suero y orina; sin embargo, el diagndstico basado en estos dos elementos tiene un problema. Es decir, no se han
establecido estandares de diagndstico para estos dos elementos, y habia 35 definiciones diferentes de insuficiencia
renal aguda. Para resolver este problema, se establecio la red de insuficiencia renal aguda como un esfuerzo
global y se propusieron estandares de diagnostico para insuficiencia renal aguda. Segun estos estandares de
diagndstico, una persona se diagnostica que tiene insuficiencia renal aguda cuando (1) el nivel de creatinina en
suero aumenta 1,5 veces o mas o es de 0,3 mg/dl o mas y (2) una oliguria de 0,5 ml/kg/hora continda durante 6
horas o0 mas. Como con el caso de la clasificacién de la etapa de enfermedad renal crénica, se propone en
particular la clasificacion de la etapa de insuficiencia renal aguda (por ejemplo, clasificacion RIFLE o AKIN).

Sin embargo, el diagnéstico basado en los dos elementos descritos anteriormente sigue teniendo problemas. El
nivel de creatinina en suero no se eleva inmediatamente cuando se reduce la tasa de filtracién glomerular debido a
un trastorno renal. El nivel de creatinina en suero continia aumentando ocasionalmente durante un tiempo aunque
la tasa de filtracion glomerular tenga tendencia a la recuperacion. Por tanto, la utilidad del nivel de creatinina en
suero como marcador temprano para monitorizar cambios agudos o marcador para monitorizar los efectos
terapéuticos o la prediccion del prondstico no puede decirse que sea satisfactoria. Ademas, el nivel de creatinina
en suero es probable que esté influido por factores extrarrenales, tales como peso corporal, raza, sexo, farmacos,
metabolismo muscular o condiciones nutricionales. Puesto que el diagnoéstico basado en el nivel de orina lleva un
largo tiempo, tampoco es adecuado para marcador de insuficiencia renal aguda, que requiere el reconocimiento de
las condiciones patolégicas cada hora después del desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, es una necesidad
urgente el desarrollo de un biomarcador que posibilite una medida temprana sencilla, sea menos probable que se
influya por otros factores biolégicos y posibilite una deteccion temprana, clasificacion del riesgo y prediccion del
prondstico de una enfermedad.

El documento EP 2.006.683A1 da a conocer un procedimiento que puede aplicarse al diagndstico de enfermedad
renal o pulmonar mediante la deteccién de megalina humana, comprendiendo dicho procedimiento detectar
cuantitativamente megalina que se expresa topica y especificamente en células, tejidos y érganos donde se
observa expresion de megalina de manera rapida y sencilla, para posibilitar asi un diagndstico directo y temprano
del grado en que las células, tejidos y organos estan afectados y mejorar y evitar el empeoramiento de las
condiciones de los trastornos y el pronostico mediante tratamiento.
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DIVULGACION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona el uso de megalina urinaria humana como marcador para detectar nefropatia
por IgA.

Como se describe anteriormente, se esperaba el desarrollo de un marcador de deteccién novedoso usado para la
prediccion del prondstico de un trastorno renal y para el dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno
(concretamente, la progresion de las condiciones patolégicas) y de un procedimiento para detectar un trastorno
renal usando dicho marcador en una etapa temprana. Sin embargo, no habia dichos marcadores ni procedimientos
de deteccion en el pasado. Dicho marcador posibilita la prediccion del prondstico de un trastorno renal y un
dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patolégicas), y dicho marcador posibilita también atenciones preventivas dirigidas a la inhibicion del desarrollo y
progresion del trastorno renal progresivo.

Los presentes inventores han realizaron estudios concentrados para desarrollar un marcador novedoso usado para
la prediccion del pronéstico de un trastorno renal y un dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno
(concretamente, la progresion de las condiciones patolégicas). Como resultado, descubrieron un biomarcador al
que se hace referencia como “megalina”, que aparece en la orina cuando la condiciones patolégicas empeoran en
nefropatia diabética, que exhibe una alta incidencia con mal prondstico y, en particular, en trastornos renales
progresivos tales como nefropatia por IgA. Especificamente, descubrieron que la cantidad de megalina excretada
en la orina de un paciente con un trastorno renal progresivo, tal como nefropatia por IgA, era mayor que la de un
individuo sano, y por tanto era utii como marcador para prediccion del prondstico de un trastorno renal o
diagnéstico de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones patoldgicas). Ademas,
los presentes inventores han desarrollado un kit de deteccion (no reivindicado) para detectar trastornos renales v,
en particular nefropatia por IgA, con el uso de megalina como marcador. Cuando se usa dicho kit, se recoge una
muestra de orina, se mide cuantitativamente el nivel de megalina humana en la orina con el uso de un reactivo de
deteccion y se usa el nivel de excrecion urinaria determinado como indicador de la prediccion del prondéstico de un
trastorno renal o diagnostico de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patolégicas). Con el uso de este kit de diagndstico, pueden reconocerse las condiciones patoldgicas de un
trastorno renal. La prediccion del prondéstico de un trastorno renal y, en particular nefropatia por IgA, o diagnéstico
de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones patoldgicas) era dificil en el
pasado. Sin embargo, el kit de diagndstico de la divulgacion posibilita la prediccion o monitorizacion de los efectos
terapéuticos y la provision de procedimientos terapéuticos mas eficaces.

Especificamente, la presente invencion se define en las reivindicaciones.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de
correccion de creatinina) en casos de nefropatia diabética de tipo Il (71 casos), nefropatia por IgA (81 casos) y
sindrome nefrético (18 casos).

La Fig. 2 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de
correccion de creatinina) en otros varios casos de nefropatia.

La Fig. 3 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de
correccion de creatinina) en casos de nefropatia por IgA (59 casos) basandose en la clasificacion por pronoéstico
histoldgico (pronéstico conseguido mediante la clasificacion histolégica de biopsias renales).

La Fig. 4 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de
correccion de creatinina) en casos de nefropatia diabética de tipo Il (71 casos) clasificados de acuerdo con la
clasificacion de albuminuria (clasificacion basada en la gravedad del trastorno) de acuerdo con la estadificacion de
la nefropatia diabética.

La Fig. 5 muestra la correlacion entre la concentracion de albumina en orina (valor de correccion de creatinina) y la
concentracion de megalina humana en orina (valor de correccién de creatinina) en casos de individuos sanos (66
casos) y en casos de nefropatia diabética de tipo Il (71 casos) de acuerdo con la estadificacion de la nefropatia
diabética.

La Fig. 6 muestra la compatibilidad de la concentraciéon de megalina humana en orina (valor de correccién de
creatinina) con la tasa de filtracion glomerular aparente de acuerdo con la estadificacion de la nefropatia diabética
en casos de nefropatia diabética de etapas | a lll (68 casos).
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La Fig. 7 muestra la compatibilidad de la concentracién de albumina en orina (valor de correcciéon de creatinina)
con la tasa de filtracion glomerular aparente de acuerdo con la estadificacion de la nefropatia diabética en casos de
nefropatia diabética de etapas | a Il (68 casos).

La Fig. 8 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de
correccion de creatinina) en casos de pacientes con insuficiencia renal aguda. Las enfermedades subyacentes del
grupo de trastornos renales agudos (5 casos) son: 1: infarto cerebral, 2: choque séptico causado por necrosis
intestinal, 3: trasplante de higado, 4: neumonia aguda e insuficiencia respiratoria y 5: choque cardiogénico.

REALIZACIONES PREFERIDAS DE LA INVENCION
De aqui en adelante, se describe la presente invencion con detalle.

La presente invencion implica el uso de megalina humana en una muestra de orina como marcador para un
trastorno renal. El trastorno renal es nefropatia por IgA.

La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia nucleotidica de la megalina humana y la SEQ ID NO: 2 muestra la
secuencia aminoacidica de la megalina humana. La megalina humana en orina puede medirse mediante cualquier
técnica. Por ejemplo, puede usarse un ligando capaz de unirse a megalina humana.

Segun una realizacion, se usan dos ligandos capaces de unirse a megalina humana, el primer ligando se une a un
soporte solido y el segundo ligando se marca y se usa.

Puede usarse cualquier soporte sélido que se use en técnicas inmunoanaliticas convencionales. Por ejemplo,
pueden usarse preferiblemente pocillos de una placa de microvaloracién de plastico o particulas magnéticas. Es un
ejemplo de ligando capaz de unirse a megalina humana un anticuerpo anti-megalina humana, y puede usarse un
anticuerpo monoclonal o policlonal. La lectina, que es especifica de una cadena de azucar de la megalina humana,
puede usarse como ligando capaz de unirse a megalina humana. Los ejemplos de lectina incluyen, pero sin
limitacién, concanavalina A, aglutinina de germen de trigo (WGA), lectina de Ricinus communis (RCA) y lectina de
Lens culinaris (LCA). Los ejemplos adicionales de ligandos capaces de unirse a megalina humana incluyen
sustancias seleccionadas del siguiente grupo de sustancias o fragmentos capaces de unirse a la misma: proteinas
de unién a vitamina tales como transcobalamina-vitamina B12, proteina de unién a vitamina D y proteina de unién
a retinol; lipoproteinas tales como apolipoproteina B, apolipoproteina E, apolipoproteina J/clusterina vy
apolipoproteina H; hormonas y receptores de hormonas, tales como hormona paratiroidea (PTH), insulina, factor de
crecimiento epidérmico (EGF), prolactina, leptina y tiroglobulina, y receptores de las mismas; proteinas asociadas a
la respuesta inmunitaria y al estrés tales como cadena ligera de inmunoglobulina y PAP-1 o Bz-microglobulina;
enzimas e inhibidores enzimaticos tales como PAI-I, PAl-I-urocinasa, PAI-I-tPA, prourocinasa, lipoproteina lipasa,
plasmindgeno, a-amilasa, B-amilasa, o4-microglobulina y lisozima, e inhibidores de los mismos; farmacos vy
venenos tales como aminoglucésido, polimixina B, aprotinina y tricosantina; proteinas portadoras tales como
albumina, lactoferrina, hemoglobina, proteina de unién sustanmas odoriferas, transtiretina y L-FABP; y proteinas
asociadas a receptor (RAP) tales como C|tocromo ¢, calcio (Ca?*), productos finales de glicacion avanzada (AGE),
cubilina e isoforma 3 intercambiadora de Na*-H" (NHE3). El término “fragmento capaz de unirse a” hace referencia
a un fragmento de una sustancia anteriormente mencionada que contiene un sitio de unién a megalina humana.

Un anticuerpo anti-megalina humana o similar puede unirse a un soporte soélido de un ligando capaz de unirse a
megalina humana mediante un procedimiento bien conocido en la técnica hasta ahora. Cuando un anticuerpo anti-
megalina humana se une a un pocillo de una placa de microvaloracién, puede aplicarse, por ejemplo una solucién
que comprende aproximadamente 3 a 10 ug/ml de anticuerpo (y preferiblemente aproximadamente 5 pg/ml)
respecto a un ligando capaz de unirse a megalina humana, a un soporte sélido y dejarse reposar entonces el
resultado a 4 °C durante una noche (y preferiblemente 12 horas o mas). El intervalo de concentracion
recomendado de soporte soélido descrito anteriormente se determind teéricamente al inmovilizar un anticuerpo
completo en un soporte solido. La férmula tedrica es como sigue, y se emplea cuando se inmoviliza un anticuerpo
mediante adsorcion fisica:

= (2IN3)-(MW/N)-(2r)%10° (ng/cm?)
Q densidad del peso molecular (ng/cm?)
MW: peso molecular (dalton: Da)
N: numero de Avogadro= 6-10%% (mol™")
r: radio de Stokes de la molécula= sR Tzo)/(6 1'N20" D20 N) (cm)
R: constante de los gases= 8,3 10 (g-cm*s%°K™":mol™)
Too: temperatura ambiente (20 °C)= 293 °K
n20: Viscosidad del agua a 20 °C = 1-102 (g-em™s™)
Dao: coeficiente de difusion de la referencia molecular en agua a 20 °C (cm?®s™)
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Cuando se inmoviliza un ligando capaz de unirse a megalina humana, se determinan en consecuencia las
concentraciones tedricas de soportes solidos influidas por factores variables tales como el peso molecular
individual, y las concentraciones varian dependiendo de la especie molecular del soporte solido individual y de las
configuraciones de la superficie del soporte sdlido. Por tanto, la concentracion del soporte solido no esta limitada al
intervalo descrito anteriormente. Cuando la adsorcién al soporte sdlido es el resultado de unién covalente, es
aplicable la presente invencion. Sin embargo, en dicho caso se tienen en consideracion el numero de grupos
funcionales existentes sobre la superficie de adsorcion y usados para union covalente y otras condiciones. Por
tanto, la concentracion de soporte solido no esta limitada. Para bloquear la adsorcién no especifica de proteina
después de la union, se lleva a cabo el bloqueo con el uso de seroalbumina bovina (abreviada de aqui en adelante
como “BSA”), caseina o similar de acuerdo con una técnica convencional. Cuando el soporte sélido es una
particula magnética, se lleva a cabo el mismo procedimiento que el usado con el caso de placa de microvaloracion.

Se deja reaccionar un ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana
unido a un soporte solido como se describe anteriormente, con una muestra de orina, y se une la megalina humana
en la muestra de orina con un soporte soélido a través del ligando capaz de unirse a megalina humana unido a un
soporte solido mediante reaccion de unién ligando-receptor, tal como una reaccién antigeno-anticuerpo.
Especificamente, se forma un combinado del primer ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un
anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte sdélido, con megalina humana. Esta reacciéon antigeno-
anticuerpo puede llevarse a cabo preferiblemente a 4 a 45 °C, mas preferiblemente a 20 a 40 °C y mas
preferiblemente a 25 a 38 °C. La duracién de la reaccién es preferiblemente de aproximadamente 10 minutos a 18
horas, mas preferiblemente de 10 minutos a 1 hora, y preferiblemente ademas de 30 minutos a 1 hora.

Después de lavar, se deja reaccionar entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana con
megalina humana en la muestra unido a un soporte solido. Especificamente, se forma un combinado del primer
ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte
solido, megalina humana y el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana. Puede usarse un anticuerpo
anti-megalina humana u otra sustancia como segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, como con el
caso del primer ligando capaz de unirse a megalina humana. Cuando tanto el primer ligando capaz de unirse a
megalina humana como el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana son anticuerpos monoclonales
anti-megalina humana, sin embargo, el epitopo reconocido y unido por el primer anticuerpo anti-megalina humana
deberia ser diferente del reconocido y unido por el segundo anticuerpo anti-megalina humana. Las combinaciones
de primer anticuerpo anti-megalina humana y segundo anticuerpo anti-megalina humana pueden ser cualquiera de
las siguientes: un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo
policlonal, un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal y un anticuerpo policlonal.
La reaccion puede llevarse a cabo preferiblemente a 4 a 45 °C, mas preferiblemente a 20 a 40 °C y ademas
preferiblemente a 25 a 30 °C. La duracién de la reaccién es preferiblemente de aproximadamente 10 minutos a 18
horas, mas preferiblemente de 10 minutos a 1 hora, y ademas preferiblemente de 30 minutos a 1 hora. Por tanto, el
segundo ligando capaz de unirse a megalina humana puede unirse a un soporte solido a través de megalina
humana y el primer ligando capaz de unirse a megalina humana.

Después de lavar, se mide entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como el segundo
anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte so6lido mediante diversas técnicas que se usan cominmente
en el campo del inmunoanalisis. Por ejemplo, el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana se marca
con una enzima, marcador fluorescente, biotina o marcador radiactivo para preparar una sustancia marcada
enzimaticamente, y se mide el marcador. Por tanto, puede medirse el segundo ligando capaz de unirse a megalina
humana unido a un soporte soélido. El marcaje con una enzima o marcador fluorescente es particularmente
preferible. Los ejemplos de enzimas incluyen, pero sin limitacion, peroxidasa, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa y
glucosa oxidasa. Es un ejemplo de marcador fluorescente el isotiocianato de fluoresceina (FITC), aunque los
marcadores fluorescentes no estan limitados al mismo. El marcaje puede detectarse dejando reaccionar el
correspondiente sustrato con una sustancia marcada enzimaticamente y midiendo un pigmento, marcador
fluorescente, luminiscente o similar resultante de la reaccién. Cuando el segundo ligando capaz de unirse a
megalina humana no estd marcado, como alternativa, se deja reaccionar un tercer anticuerpo marcado que
reacciona con el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, y se mide el tercer anticuerpo basandose
en dicho marcaje. Por tanto, puede medirse el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana.

El anticuerpo anti-megalina humana usado para inmovilizacion o marcaje puede ser un fragmento de
inmunoglobulina especifico de megalina humana, tal como Fab o F(ab’);, o un anticuerpo recombinante tal como
scFv, dsFv, diacuerpo o minicuerpo, que se ha expresado en una sustancia recombinante. El término “anticuerpo”
usado en la presente invencion hace referencia también a dicho fragmento especifico de megalina humana. Es
bien conocido en la técnica un procedimiento para preparar dicho fragmento.

El procedimiento anterior comprende dos etapas: dejar reaccionar el primer ligando capaz de unirse a megalina
humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte sélido, con una muestra seguido de
lavado, y dejar reaccionar entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana con el mismo. Como
alternativa, puede llevarse a cabo simultaneamente como etapa individual una etapa de dejar reaccionar el primer
ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte
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solido, con una muestra, y una etapa de dejar reaccionar el segundo ligando capaz de unirse a una muestra y
megalina humana.

La presente divulgacion incluye también un procedimiento para medir megalina humana en una muestra usando
megalina humana unida a un soporte sélido o un fragmento parcial de la misma y un ligando capaz de unirse a
megalina humana, en el que se deja reaccionar una muestra con un ligando capaz de unirse a megalina humana,
se deja reaccionar el producto de reaccion con la megalina humana unida a un soporte sélido, se mide el ligando
capaz de unirse a megalina humana unido a un soporte solido y se cuantifica competitivamente la megalina
humana en una muestra basandose en la reduccion del ligando capaz de unirse a megalina humana unida a un
soporte solido. Para implantar este procedimiento, es necesario unir megalina humana a un soporte sélido, y esto
puede llevarse a cabo mediante el procedimiento de unién de una sustancia a un soporte sélido como se describe
anteriormente. El fragmento parcial de megalina humana no esta limitado, y puede usarse un fragmento parcial de
megalina humana al que pueda unirse un ligando capaz de unirse a megalina humana. Puede prepararse un
fragmento parcial de megalina humana a partir de una secuencia parcial de la secuencia aminoacidica de megalina
humana como se muestra en la SEQ ID NO: 2 mediante sintesis quimica o ingenieria genética. Pueden usarse
ligandos capaces de unirse a megalina humana descritos anteriormente, siendo particularmente preferible un
anticuerpo anti-megalina humana. En la técnica competitiva, es importante la cantidad de megalina humana unida
a un soporte solido para usar o de fragmento parcial de megalina humana y ligando capaz de unirse a megalina
humana. Puesto que es conocida la técnica competitiva, puede determinarse adecuadamente un procedimiento
basandose en una técnica convencional

Adicionalmente, la presente divulgacion incluye un procedimiento para medir megalina humana en una muestra
usando un ligando capaz de unirse a megalina humana, que comprende dejar reaccionar una muestra con un
ligando capaz de unirse a megalina humana unido a una particula, causando una reaccion de aglutinacion, y medir
la megalina humana basandose en el grado de aglutinacion resultante.

Los ejemplos de particulas usadas en dicho procedimiento incluyen particulas de latex que tienen cada una un
diametro de 0,05 a 10 uym y preferiblemente de 0,1 a 0,4 ym y particulas de gelatina y eritrocitos sanguineos
animales que tienen cada uno un diametro de 0,5 a 10 uym. Los procedimientos de unién de un anticuerpo a una
particula son bien conocidos en la materia, y puede usarse adsorcion fisica o unién covalente.

En el procedimiento anteriormente descrito, se mezclan las particulas con las que se ha unido anticuerpo anti-
megalina humana con la muestra, por ejemplo sobre un portaobjetos de vidrio negro, y se observan las particulas
precipitadas tras aglutinacién. Por tanto, puede detectarse la megalina humana en la muestra. Midiendo la
absorbancia de dicha aglutinacién, puede cuantificarse la megalina humana. Adicionalmente, la deteccion puede
llevarse a cabo mediante inmunoensayo por pulsos.

Segun el procedimiento de medida de megalina humana de la presente divulgacion, pueden medirse fragmentos
de megalina humana ademas de megalina humana intacta.

Puede detectarse un trastorno renal usando megalina humana en orina recogida de un sujeto que es un paciente
con nefropatia por IgA como marcador. Se observa una cantidad aumentada de megalina excretada en la orina en
una etapa temprana de la nefropatia, y por tanto puede detectarse un trastorno renal en una etapa mas temprana
que la posible con el uso de los marcadores de diagndstico existentes para trastornos renales. Puesto que la
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumenta debido a trastornos tubulares renales proximales y
fallo de la capacidad de resorcién en la lesion, la medida de la megalina humana en orina puede utilizarse para
determinar el sitio de un trastorno renal. Ademas, la medida de megalina humana en orina puede utilizarse para la
evaluacion de la actividad de trastornos renales progresivos (por ejemplo, el grado de progresién o prondstico).
Adicionalmente, la medida de megalina humana en orina puede utilizarse para prediccion del prondstico de un
trastorno renal y dictamen de la graduaciéon del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patolégicas), lo que posibilita la prevencion de un trastorno renal en una etapa mas temprana. En la presente
invencion, el término “detecciéon de un trastorno renal” hace referencia también a la inspeccién de un trastorno
renal, y dicha deteccion posibilita la prediccion del prondstico de un trastorno renal que es nefropatia por IgA.
También puede evaluarse el grado de nefropatia por IgA. La megalina humana se excreta en la orina en una etapa
temprana de un trastorno renal, aumentando la cantidad de la misma excretada a medida que aumenta la gravedad
del trastorno renal y aumenta la concentracion de megalina humana en orina. Cuando la concentracion de
megalina humana en orina es alta en un sujeto que es un paciente de trastorno renal, puede predecirse que el
sujeto tiene un mal prondstico. También puede detectarse disfuncion tubular con el uso de megalina humana en
orina como marcador para evaluar el grado de disfuncién tubular. Especificamente, se realiza la prediccion del
prondstico de trastorno renal descrita anteriormente para evaluar la disfuncién tubular, y se realiza la evaluacién de
la graduacion del trastorno renal para evaluar el grado de disfuncion tubular. De nuevo, el trastorno renal de la
presente invencion es siempre nefropatia por IgA.
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Ejemplos

La presente invencion se describe con detalle con referencia a los siguientes ejemplos, aunque la presente
invencion no esta limitada a estos ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de anticuerpo monoclonal de ratén anti-megalina humana

Se inmunizé por via intraperitoneal un ratén con 50 ug de megalina y un coadyuvante varias veces, y se confirmé el
titulo sérico elevado de la misma. Se extrajo el bazo 3 dias después de la inmunizacion de recuerdo (en la vena),
obteniendo células esplénicas. Se fusionaron las células esplénicas obtenidas con células de mieloma de ratén (10:
1) en presencia de polietilenglicol 3500, preparando células de hibridoma. Se cultivaron las células resultantes en
CO, a 37 °C durante 1 semana y se inspecciond la presencia de anticuerpos anti-megalina humana en el
sobrenadante de cultivo. Se diluyeron mediante dilucién limitante las células en pocillos positivos en que se
observo produccion de anticuerpo, se cultivd el resultado durante 2 semanas y se inspeccioné la presencia de
anticuerpos anti-megalina humana en el sobrenadante de cultivo de la misma manera. Adicionalmente, se
sometieron de nuevo a dilucion limitante las células en pocillos positivos en que se observd produccién de
anticuerpo y se realizé el cultivo de la misma manera. Se cultivaron en un matraz células en que se habian
producido ya anticuerpos anti-megalina humana en esta fase, se suspendieron algunas de las resultantes en suero
fetal bovino (FCS) que contenia 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO) (5 x 10° células/ml) y se almacenaron el
resultado en nitrégeno liquido.

Posteriormente, se usaron los sobrenadantes de los pocillos para inspeccionar la reactividad de los anticuerpos
producidos en el sobrenadante de cultivo contra megalina humana. Se disolvié megalina humana en NaCl 140 mM,
KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH;PO4 1,8 mM (pH 7,3) (abreviado de aqui en adelante como "PBS (pH 7,3)"). Se
aplicé la solucién de megalina humana/PBS (pH 7,3) a pocillos de una placa de microvaloracion de plastico (Nunc-
Immune™ Module F8 Maxisorp™ Surface plate, fabricada por Nalge Nunc International) a 100 pl/pocillo y se
inmovilizé la megalina humana sobre la placa de microvaloraciéon a 3 pmol/pocillo a 4 °C durante 12 horas. Se retird
por decantacién 12 horas después la solucion de megalina humana/PBS (pH 7,3) que se habia aplicado a los
pocillos, se aplicé una solucion de lavado a los pocillos de la placa de microvaloracién a 200 ul/pocillo, se retiré la
solucién de lavado por decantacion y se lavé la megalina humana adsorbida en exceso en los pocillos. Se llevo a
cabo este proceso de lavado dos veces en total. Después de ello, se aplicd una solucién de bloqueo a la placa con
antigeno inmovilizado a 200 pl/pocillo para bloquear los pocillos de la placa de microvaloracion con megalina
humana inmovilizada a 4 °C durante 12 horas. Después de pasar 12 horas, se almacené la placa a 4 °C. Para
confirmar la reactividad de los anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, se us6 la placa de microvaloracién con
megalina humana inmovilizada resultante después del bloqueo. Se aplicé sobrenadante de cultivo de hibridoma a
pocillos de la placa de microvaloracion con megalina humana inmovilizada a 100 pl/pocillo y se calent6 la placa a
37 °C durante 1 hora. Después de ello, se retiré por decantacion el sobrenadante de cultivo que se habia aplicado
a los pocillos, se aplicé una solucién de lavado a las células de la placa de microvaloraciéon a 200 ul/pocillo, se
retird la solucion de lavado por decantacion y se lavaron los interiores de los pocillos. Se llevé a cabo este proceso
de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicé inmunoglobulina de cabra anti-ratén conjugada con
peroxidasa (fabricada por DAKO) a los pocillos a 100 pl/pocillo (diluida 2.000 veces, 0,55 ug/ml) y se calenté la
placa a 37 °C durante 1 hora. Se diluyeron los anticuerpos marcados con enzima con un diluyente para anticuerpos
marcados enzimaticamente. Después de ello, se retiraron por decantacion los anticuerpos marcados con enzima
que se habian aplicado a los pocillos, se aplicé una solucién de lavado a los pocillos de la placa de microvaloracion
a 200 pl/pocillo, se retird la solucién de lavado por decantacion y se lavaron los interiores de los pocillos. Se llevo a
cabo este proceso de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicé una solucion de 3,3',5,5-
tetrametilbencidina (abreviada de aqui en adelante como “TMB”) (TMB One-Step Substrate System, fabricada por
DAKO) a los pocillos a 100 pl/pocillo como soluciéon de sustrato para la reaccion de enzima peroxidasa, y se dejo
reposar el resultado a 25 °C durante 30 minutos. Inmediatamente después de ello, se afiadié una solucién de
detencion de la reaccién a la solucién de sustrato en los pocillos a 100 pl/pocillo para terminar la reaccion
enzimatica en los pocillos. Después de ello, se midié la absorbancia de los pocillos, se resté la absorbancia a 630
nm de la de 450 nm y se designo el valor resultante como indicador de la evaluacion de la reactividad.

Como resultado, se seleccionaron las células de hibridoma monoclonadas en que el anticuerpo anti-megalina
humana exhibiera una potente reactividad ante megalina humana inmovilizada, y se inspeccion6 la clase y
subclase de inmunoglobulina en el sobrenadante de cultivo para cada clon a partir de 100 pl de solucion madre de
sobrenadante de cultivo usando el kit de tipado de inmunoglobulina de raton (Wako Pure Chemical Industries, Inc.).
Basandose en los resultados, se seleccionaron células de clase IgG a partir de la coleccion de células
monoclonales resultante y se transfirieron al proceso de produccion de ascitis descrito a continuacion.

Posteriormente, se cultivaron estas células en un matraz de 25 ml y se cultivaron adicionalmente en un matraz de
75 ml. Se inyectaron por via intraperitoneal las células resultantes en un ratén tratado con pristano para recoger
ascitis.

Ejemplo 2: Preparacién de anticuerpo monoclonal de ratén (IgG) anti-megalina humana
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Se mezclo la ascitis obtenida (10 ml) con un agente de tratamiento de suero sanguineo opacificado (FRIGEN™ II:
fabricado por Kyowa Pure Chemical Co., Ltd.) a una relacion de 1,5:1 en volumen, y se sacudi6 y agito el resultado
durante 1 a 2 minutos para deslipidar la ascitis. Se centrifugo la ascitis usando una centrifuga a 3.000 rpm (1.930 x
g) durante 10 minutos y se fracciono el sobrenadante centrifugado de ascitis clarificada (10 ml). Se someti6 el
sobrenadante centrifugado de ascitis (10 ml) a fraccionamiento con sulfato de amonio (concentracion final: sulfato
de amonio saturado al 50 %) en un bafio de hielo durante 1 hora y se suspendi6 y disolviéo en PBS la fraccion de
inmunoglobulina precipitada. Se llevé a cabo este proceso de fraccionamiento con sulfato de amonio dos veces en
total, obteniendo una fraccion de inmunoglobulina bruta de ascitis. Se mezcl6 la fraccién de inmunoglobulina bruta
resultante (10 ml) con una cantidad equivalente de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0; designado de aqui en adelante
como "NaPB 20 mM (pH 7,0)") y se sometié entonces a purificacion por afinidad usando una columna de proteina
G (HiTrap Protein G HP, 5 ml; fabricada por GE Healthcare). Se adsorbié la muestra en una columna de proteina
G, se hicieron circular 50 ml de NaPB 20 mM (pH 7,0) a través de la columna de proteina G y se retiraron los
contaminantes distintos de 1gG de la columna por lavado. Después de ello, se eluyé la IgG adsorbida por afinidad
sobre la columna de proteina G con glicina-HCI 0,1 M (pH 2,7) y se neutralizé la fraccién de elucion
inmediatamente después de la elucion de la columna con tris(hidroximetil)Jaminometano-HCI 1 M (pH 9,0) (de aqui
en adelante, “tris(hidroximetil)Jaminometano” se abrevia como “Tris”) y entonces se recuperd. Después de la
neutralizacion, se dializé el producto purificado por afinidad frente a PBS en una cantidad 500 veces mayor que la
del producto purificado en volumen a 4 °C durante 6 horas, y se llevo a cabo este proceso de didlisis dos veces en
total. La membrana de dialisis usada para dialisis era un tubo de celulosa para dialisis (fabricado por Viskase
Companies). Se designo la fraccion de elucion de IgG resultante como anticuerpo monoclonal anti-megalina
humana y se sometid a almacenamiento a 4 °C y los procedimientos descritos a continuacion. Se efectud el
proceso de purificacion conectando la columna de proteina G anteriormente mencionada a un sistema BioLogic LP
(fabricado por Bio Rad Laboratories) a un caudal constante de 1 mi/min.

Ejemplo 3: Medida de megalina humana en orina

Se usaron dos tipos de anticuerpos monoclonales anti-megalina humana que reconocen epitopos diferentes para
medir la cantidad de megalina humana excretada en la orina. Se usaron una placa de microvaloracion sobre la que
se habian inmovilizado anticuerpos monoclonales anti-megalina humana y anticuerpos monoclonales anti-megalina
humana marcados con fosfatasa alcalina (abreviada de aqui en adelante como “ALP”) para medir la concentracion
de megalina humana en orina. Al inicio, se mezclaron 90 ul de orina original con 10 pyl de una solucién que
comprendia Tris-HCI 2 M, acido etilendiamino-N,N,N’,N-tetraacético 0,2 M (abreviado de aqui en adelante como
“EDTA”) y polietilenglicolmono-p-isooctilfeniléter al 10 % (vol/vol) (abreviado de aqui en adelante como "Triton X-
100") (pH 8,0), y se aplicaron 100 pl de la mezcla resultante a pocillos de la placa de microvaloracion sobre la que
se habian inmovilizado anticuerpos monoclonales anti-megalina humana (placa FluoroNunc™ Module F16 Black-
Maxisorp™ Surface, fabricada por Nalge Nunc International). Se dej6 reposar el resultado a 37° C durante 1 hora,
se retird por decantacion la solucién de muestra de orina que se habia aplicado a los pocillos, se aplicé NaCl 137
mM, KCI 2,68 mM, Tris-HCI 25 mM y Tween 20 al 0,05 % (v/v) (abreviado de aqui en adelante como "TBS-T") a los
pocillos de la placa de microvaloracion a 200 pl/pocillo y se retird el TBS-T por decantacion, seguido de lavado. Se
llevé a cabo el proceso de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicé la soluciéon de anticuerpos
monoclonales anti-megalina humana marcados con ALP (0,5 ng/ml) a 100 pl/pocillo. Se prepararon los anticuerpos
monoclonales anti-megalina humana marcados con ALP en TBS-T que contenia 0,2 % (p/v) de caseina (designado
de aqui en adelante como diluyente para anticuerpos marcados). Se dejé reposar el resultado a 37 °C durante 1
hora, se retiré por decantacioén la solucién de anticuerpos marcados con ALP que se habia aplicado a los pocillos,
se aplico TBS-T a los pocillos de la placa de microvaloracion a 200 pl/pocillo y se retird el TBS-T por decantacion,
seguido de lavado. Se llevo a cabo el proceso de lavado cuatro veces en total. Posteriormente, se aplicod Tris-HCI
20 mM y MgCl, 1 mM (pH 9,8) (designado de aqui en adelante como “tampo6n de ensayo”) a los pocillos de la placa
de microvaloracion a 200 pl/pocillo y se retiré el tampon de ensayo por decantacion, seguido de lavado. Se llevo a
cabo el proceso de lavado dos veces en total. Posteriormente, se aplicd sustrato quimioluminiscente CDP-Star™
para fosfatasa alcalina listo para usar (0,4 mM) con potenciador Emerald-II™ (sistema ELISA-Light™, fabricado por
Applied Biosystems) a los pocillos como solucion de sustrato para la reaccion de enzima ALP a 100 pl/pocillo, y se
dejo reposar el resultado a 37° C durante 30 minutos protegido de la luz. Inmediatamente después de ello, se midié
la intensidad de emision acumulada de los pocillos durante 1 s, y se designé el valor resultante como indicador de
la medida y evaluacion de megalina humana entera en orina. Se midio la intensidad de quimioluminiscencia usando
el luminémetro Centro LB960 de Microplate y el software MicrowWin2000 (fabricado por Berthold). Se us6 como
muestra de referencia para la curva de calibracién megalina humana nativa extraida de rifidn. Se muestran en las
Fig. 1 y Fig. 2 los resultados de medidas clinicas reales de megalina humana en orina. Se muestran en la Tabla 1
los antecedentes de los pacientes sometidos a medida, pacientes con nefropatia diabética de tipo Il (71 casos),
pacientes con nefropatia por IgA (81 casos) y pacientes con sindrome nefrético (18 casos).
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Tabla 1
Parametros 1: Individuo sano 2: Nefropatia | 3: Nefropatia | 4. Sindrome
diabética de tipo Il por IgA nefrético
Numero (n) 66 71 81 18
Sexo (F/M) 20/46 26/45 57/24 6/12
Edad 31,5+10,3 65,5+ 11,8 32,2+10,5 52,9+ 15,3
IMP (kg/m?) 20,5+1,8 250+55 21,0+29 245+29
Presion sanguinea | 108,5+ 9,8 129,3 + 14,7 112,3+13,9 17,7 £ 13,1
sistolica (mm Hg)
Presion sanguinea | 64,5+7,4 77,1+9,8 64,9+ 10,4 69,4 + 8,6
diastolica (mm Hg)
Albumina excretada en | 45+2,5 2398,2 + 8459,5 1204,5 + 3136,5 | 12683,8 + 17513,4
la orina (mg/g de
creatinina en orina)
HbA1c (%) - 6,8+1,6 - -
Nivel de azlUcar en | 75,2+7,7 148,4 + 55,7 - -
sangre en ayunas
(mg/dl)
eGFR (ml/min/1,73m?) 90,2+ 15,2 67,5+ 18,7 84,0+ 226 71,1+ 23,1

La Fig. 1 y la Tabla 2 muestran los resultados de medidas clinicas reales respecto a nefropatia diabética de tipo I,
nefropatia por IgA y sindromes nefréticos.

Tabla 2
Individuo Nefropatia  diabética | Nefropatia por | Sindrome
sano de tipo Il IgA nefrotico
Valor de referencia respecto al | 2/66 casos 43/71 casos 56/81 casos 17/18 casos
(numero de casos)
Valor de referencia respecto al (%) 3,0% 60,6 % 69,1 % 94,4 %

Como se muestra en la Fig. 1 y la Tabla 2, se encontré6 que la cantidad de megalina excretada en la orina
aumentaba significativamente en los grupos de enfermedad, en comparacion con los individuos sanos. Se evalud
la cantidad de megalina excretada en la orina dividiendo la concentracion de megalina en orina entre la
concentracion de creatinina en orina para corregir la concentracion y evaluar el valor de correccion de creatinina
obtenido. Esto se usa cominmente en los biomarcadores en orina para confirmar que los resultados no se han
influido por la relacién de concentracién en el momento de excrecion de orina. Como valor de referencia para la
cantidad de megalina excretada en la orina determinado para 66 individuos sanos (intervalo normal), se emplearon
448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Es decir, se calculé un intervalo de confianza del 95 %
basado en la distribucion normal de las concentraciones de megalina en la orina de 66 individuos sanos
(concretamente, el valor de correccion de creatinina), el limite superior del intervalo de confianza del 95 % era de
448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina y se uso el valor determinado como valor de referencia
para las concentraciones de megalina en orina. Deberia observarse que el valor de referencia obtenido puede
variar dependiendo de la modificacion de los procedimientos para ajustar los estandares a la plataforma de medida
o material de referencia, y el valor obtenido no se usaria permanentemente como valor de corte absoluto.
Especificamente, el valor de corte no esta particularmente limitado a 448 fmol de megalina en orina / g de
creatinina en orina. Sin embargo, los resultados logrados en este ejemplo pueden suponerse representativos de un
valor de referencia con validez consistente. Como se muestra en la Fig. 2, la cantidad de megalina excretada en la
orina es mayor en pacientes con glomerulonefritis cronica, nefropatia membranosa, glomerulonefritis asociada a
ANCA, glomerulonefritis por lupus, nefritis por purpura de Henoch-Schonlein, glomerulonefritis crescéntica,
glomeruloesclerosis focal, nefroesclerosis, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crénica, lesion glomerular
menor; escleriasis, trastorno renal postransplante, infiltracién celular intersticial, mieloma mdultiple y nefropatia
relacionada con la obesidad, en comparacion con individuos sanos, aunque el nimero de dichos casos es
pequefio. La mayoria de casos exhibe altos niveles de megalina en orina superiores al nivel de referencia para el
nivel de megalina en orina descrito anteriormente. Por tanto, se encontré que el nivel de megalina en orina era util
como marcador de diagndstico para trastornos renales en diversas enfermedades mencionadas anteriormente.

El ejemplo 3 demuestra que la megalina humana en orina puede medirse y evaluarse especificamente y que la
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumentaba con nefropatia diabética de tipo I, nefropatia por
IgA, sindrome nefrético y otros casos de nefropatia. Se considerd por tanto que la megalina humana en orina es
eficaz para el reconocimiento de condiciones patolégicas y el diagndstico de nefropatia.

Ejemplo 4: Comparaciéon de la utilidad del nivel de megalina en orina y otros marcadores de trastorno renal para
predicciéon del prondstico y diagndstico cuando se usa como indicador el prondstico determinado mediante la
clasificacion histoldgica de nefropatia por IgA (59 casos) por biopsia renal (prueba de la diferencia significativa)
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Respecto a los datos sobre la concentracion de megalina humana excretada en la orina a partir de los 81 casos de
nefropatia por IgA obtenidos en el ejemplo 3, se sometieron adicionalmente 59 muestras sometidas a biopsia renal
a subanalisis usando el prondstico determinado mediante la clasificacion histolégica lograda por biopsia renal como
indicador. Se pretendia que este analisis examinara si la cantidad de megalina excretada en la orina podia servir o
no como indicador para la prediccion del prondstico, ya que el prondstico empeora basandose en la clasificacion de
prondstico histoloégico de nefropatia por IgA. Se muestran en la Tabla 3 los antecedentes de los pacientes con
nefropatia por IgA (59 casos) de acuerdo con el prondstico determinado mediante la clasificacion histologica
conseguida por biopsia renal.

Tabla 3
Parametros 1: Individuo | 2: Nefropatia por IgA | 3: Nefropatia por IgA | 4. Nefropatia por
sano (grupos de buen pronéstico | (grupo de pronostico | IgA (grupo de mal

y pronostico relativamente | relativamente malo) prondstico)

bueno)
Numero (n) 66 8 29 22
Sexo (F/M) 20/46 6/2 25/4 17/5
Edad 31,5+10,3 28,3 + 8,1 29,8 + 6,1 34,2+8,6
IMP (kg/m®) 20,5+1,8 20,5+2,6 195+£28 216+2,8
Presion  sanguinea | 108,5+ 9,8 104,0 + 16,1 107,3+8,2 118,0 + 16,6
sistélica (mm Hg)
Presion  sanguinea | 64,5+ 7,4 57,6 +3,6 63,1+ 10,5 64,6 +12,8
diastolica (mm Hg)
Albumina excretada | 4,5+2,5 1474,0 £ 2929,6 1113,8 £ 3026,9 493,4 +413,5
en la orina (mg/g de
creatinina en orina)
HbA1c (%) - - - -
Nivel de azlcar en | 75,2 +7,7 - - -
sangre en ayunas
(mg/dl)
eGFR 90,2+ 15,2 105,6 + 18,0 88,6 £ 20,5 67,6 + 19,6
(ml/min/1,73m?)

La Fig. 3 y la Tabla 4 muestran los resultados del subanalisis de la cantidad de megalina excretada en la orina
basandose en el prondstico determinado mediante la clasificacion histolégica de nefropatia por IgA lograda por
biopsia renal.

Tabla 4
Individuo Nefropatia por IgA
\ sano Buen prondstico y prondstico | Diagnostico Mal
relativamente bueno relativamente malo prondstico
Valor de referencia respecto | 2/66 casos | 4/8 casos 19/29 casos 17/22 casos
al (nimero de casos)
Valor de referencia respecto | 3,0 % 50,0 % 65,5 % 77,3 %
a (%)

Como se muestra en la Fig. 3 y la Tabla 4, se encontré que la cantidad de megalina excretada en la orina aumenta
y se encontré que el porcentaje de casos con niveles anormalmente altos de megalina en la orina aumenta a
medida que el prondstico empeora. Se sometieron a un analisis similar otros marcadores de diagndstico de
enfermedades renales y el nivel de megalina en orina, y se compararon los resultados. Se muestran los resultados
en la Tabla 5.
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Tabla 5
Nefropatia por IgA
Buen prondstico y | Diagnostico Mal pronédstico | Total
prondstico relativamente
relativamente bueno | malo
Megalina Valor de referencia | 4/8 casos 19/29 casos 17/22 casos 40/59 casos
en orina respecto al (nimero de
casos)
Valor de referencia | 50,0 % 65,5 % 77,3 % 67,8 %
respecto a (%)
Proteina en | Valor de referencia | 1/8 casos 12/29 casos 15/22 casos 28/59 casos
orina respecto al (nimero de
casos)
Valor de referencia | 12,5 % 41,4 % 68,2 % 47,5 %
respecto a (%)
B-MG en | Valor de referencia | 0/8 casos 1/29 casos 3/22 casos 4/59 casos
orina respecto al (numero de
casos)
Valor de referencia | 0,0 % 3,4 % 13,6 % 6,8 %
respecto a (%)
a1-MG en | Valor de referencia | 0/8 casos 0/29 casos 2/22 casos 2/59 casos
orina respecto al (numero de
casos)
Valor de referencia | 0,0 % 0,0 % 9,1 % 3,4 %
respecto a (%)
NAG en | Valor de referencia | 2/8 casos 11/29 casos 14/22 casos 27/59 casos
orina frente al (ndmero de
casos)
Valor de referencia | 25,0 % 379 % 63,6 % 45,8 %
respecto a (%)

Como se muestra en la Tabla 5, los niveles de megalina en orina para 40 casos superaban los valores de
referencia para los 59 casos de nefropatia por IgA. Los resultados indican que el nivel de megalina en orina es el
marcador mas util para diagnéstico de cribado de trastorno renal (Tabla 5).

Ademas, se comparo la utilidad del nivel de megalina en orina con la de otros marcadores de diagndstico en orina
para enfermedades renales en términos de prediccion del prondstico y diagnostico. Especificamente, se clasifico el
desenlace de nefropatia por IgA basandose en el prondstico determinado por la clasificacion histologica lograda
por biopsia renal como sigue: los grupos de buen prondstico y prondstico relativamente bueno (puntuacion 1); el
grupo de prondstico relativamente malo (puntuacion 2) y el grupo de mal pronéstico (puntuacion 3). En este caso,
los desenlaces se indicaron por la cuota de aparicion de desenlaces que exhibian valores mayores o iguales a los
valores de referencia (concretamente, valores de corte) para cada marcador. Se determind una reduccion
significativa mediante la prueba U de Mann-Whitney y se evalué. Se usaron como marcadores de diagndstico en
orina para trastornos renales: Bz-microglobulina en orina (corte: 300 pg/g de creatinina en orina), ai-microglobulina
en orina (corte: 12 mg/g de creatinina en orina), N-acetil-B-D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 Ul/g de creatinina
en orina) y proteina en orina (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina), y se emplearon como valores de corte para los
marcadores de control los valores de referencia usados cominmente en atencién médica rutinaria. Se muestran los
resultados en la Tabla 6.

Tabla 6
Frente a proteina urinaria | Frente a proteina urinaria (diferencia | Valor de P
(dominancia/recesividad) significativa) exacto
Megalina en orina Dominante P < 0,001 0,0003
B2-MG en orina Inferior P <0,05 0,0383
a1-MG en orina Inferior P < 0,05 0,0102
NAG en orina Inferior NS 0,1241

Como se muestra en la Tabla 6, se encontré que el nivel de megalina en orina solo era un marcador mas util en la
prediccion del prondstico y diagndstico, en comparacion con proteina urinaria que es el marcador de diagnéstico en
orina mas comun para nefropatia por IgA. La complicacion de trastornos tubulares renales se considera que es un
factor de tendencia en datos clinicos de mal diagndstico de nefropatia por IgA. Actualmente, se usan B2-
microglobulina en orina, as-microglobulina y N-acetil-B-D-glucosaminidasa en orina como indicadores del
diagnostico de dichas complicaciones. Como se muestra en la Tabla 5 y la Tabla 6, sin embargo, se encontré que
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el nivel de megalina en orina era el marcador mas eficaz como indicador del diagndstico de dichas complicaciones
tubulares renales.

El ejemplo 4 demuestra que la megalina humana en orina puede medirse especificamente y evaluarse, y la
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumenta de acuerdo con la graduacion de prediccion del
prondstico de nefropatia por IgA. Los resultados demuestran que la megalina humana en orina es eficaz para el
reconocimiento de condiciones patolégicas y el diagnostico de nefropatia por IgA.

Ejemplo de referencia 5: Comparacién de la compatibilidad de megalina humana en orina y otros marcadores de
trastorno renal con la tasa de filtracién glomerular aparente en los etapas | a lll de nefropatia diabética (68 casos)
(prueba de la diferencia significativa)

Se sometieron a subanalisis los datos respecto a la concentracion de megalina humana excretada en la orina de 71
casos de nefropatia diabética de tipo Il obtenidos en el ejemplo 3 usando la clasificacion de la estadificacion
diabética como indicador. Este analisis pretende examinar si la cantidad de megalina excretada en la orina podria
servir o no como indicador del reconocimiento de la graduacién del trastorno a medida que empeoran las
condiciones patoldgicas cuando el analisis se lleva a cabo basado en la estadificacion de la nefropatia diabética.
Se muestran en la Tabla 7 los antecedentes de los pacientes con nefropatia diabética de tipo Il (71 casos) de
acuerdo con la estadificacién de nefropatia diabética.

Tabla 7
Parametros 1: Individuo | 2: Nefropatia diabética | 3: Nefropatia diabética | 4: Nefropatia
sano de tipo Il (etapa |: etapa | de tipo Il (etapa II: | diabética de tipo Il

precedente a la | etapa temprana de la | (etapa lll: nefropatia
nefropatia) nefropatia) manifiesta)

Numero (n) 66 39 17 15

Sexo (F/M) 20/46 16/23 5/12 5/10

Edad 31,56+10,3 | 65,1+12,0 63,8 £ 11,7 68,7+ 11,6

IMP (kg/m?) 20,5+1,8 244 +51 254 +6,4 26,1+57

Presion sanguinea | 108,5+9,8 | 124,9+ 10,8 1344 + 17,4 1355+17,4

sistoélica (mm Hg)

Presion sanguinea | 64,5+ 7,4 77,8 +8,8 75,6 +12,6 76,9+94

diastolica (mm Hg)

Albumina excretada en | 4,5+25 10,2 +6,3 87,4 + 56,4 11226,0 + 15872,8

la orina (mg/g de

creatinina en orina)

HbA1c (%) - 70+16 6,6+0,9 6,7+22

Nivel de azlUcar en | 75,2 +7,7 74,0 + 13,8 70,3+14,9 448 + 19,4

sangre en ayunas

(mg/dl)

eGFR (ml/min/1,73m?%) | 90,2+152 | 74,0 70,1 448

Se muestran en la Fig. 4 y la Tabla 8 los resultados del subanalisis de la cantidad de megalina excretada en la
orina basandose en la estadificacion de la nefropatia diabética.

Tabla 8
Individuo Nefropatia diabética de tipo Il
sano Etapa I (etapa | Etapa I (etapa | Etapa Il
precedente a la | temprana de | (nefropatia
nefropatia) nefropatia) manifiesta)
Valor de referencia | 2/66 casos | 19/39 casos 10/17 casos 14/15 casos
respecto al (numero de
casos)
Valor de referencia | 3,0 % 48,7 % 58,8 % 93,3 %
respecto a (%)

Como se muestra en la Fig. 4 y la Tabla 8, se encontr6 que la cantidad de megalina excretada en la orina
aumentaba y se encontré que el porcentaje de casos que exhiben niveles anormalmente altos de orina se elevaba
a medida que empeoraban las condiciones patoldgicas.

La Fig. 5 muestra la correlacion entre la cantidad de albumina excretada en la orina (valor de correccion de
creatinina) y la cantidad de megalina excretada en la orina (valor de correccion de creatinina). Como se muestra en
la Fig. 5, se encontré que los casos que exhiben una cantidad anormalmente alta de megalina excretada en la
orina que supera el intervalo normal (valor de referencia) daban cuenta de un 48,7 % de todos los casos en el
etapa de albuminuria normal antes del desarrollo de microalbuminuria. Esto indica que la cantidad de megalina
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excretada en la orina refleja sensiblemente el desarrollo y progresion de la nefropatia y aumenta en un etapa mas
temprana que el indicador actual de diagnéstico de nefropatia diabética (concretamente, la cantidad de albumina
excretada en la orina). Se demostré por tanto que el uso del nivel de megalina en orina como marcador de
diagndstico para nefropatia diabética posibilita la prediccion del prondstico de nefropatia diabética de tipo Il y un
dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patolégicas), y dicho uso seria Util desde el punto de vista de la atencién preventiva en un etapa mas temprana. Se
usan como valores de referencia de la cantidad de albumina excretada en la orina microalbuminuria (corte: 30 a
300 mg/g de creatinina en orina) y albuminuria manifiesta (corte: 300 mg/g o mas de creatinina en orina), y dichos
valores se usan comunmente para atencion médica rutinaria.

La Fig. 6 muestra la correlacion entre la tasa de filtracion glomerular aparente y la cantidad de megalina excretada
en la orina. El término “tasa de filtracion glomerular” hace referencia a la cantidad de plasma sanguineo filirado a
través de todos los glomérulos del rifidn por unidad de tiempo. La tasa de filtracion glomerular aparente (eGFR)
puede determinarse mediante la ecuacién mostrada a continuacién usando la concentraciéon de creatinina en
suero, edad y sexo como factores:

eGFR (ml/min/1,73 m?)= 194 x Cr'"*** x edad®*’ x 0,739 (si es muijer)

La tasa de filtracion glomerular aparente es un indicador de la evaluacion de las funciones renales empleado para
una prueba de cribado primaria para muchas enfermedades renales crénicas, tales como nefropatia diabética o
nefropatia por IgA Segun la estadificacion de las enfermedades renales cronicas, se evalia una eGFR de 60 a 89
(ml/min/1,73 m como indicativa de una leve reduccion de las funciones renales, se evalda una de 30 a 59
(ml/min/1,73 m?) como indicativa de una reducciéon moderada de las funciones renales, se evalla una de 15 a 29
(ml/min/1,73 m ) como indicativa de una reduccién grave de las funciones renales y se evalia una menor de
(ml/min/1,73 m?) como indicativa de insuficiencia renal. Como se muestra en la Fig. 6, la cantidad de megalina
excretada en la orina tiende a aumentar con la reduccién de eGFR (concretamente, la reduccién de las funciones
renales), y se ha encontrado que una cantidad aumentada de megalina excretada en la orina es eficaz para un
dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patoldgicas) de nefropatia diabética de tipo |l.

La Fig. 7 muestra la correlacion entre la tasa de filtracion glomerular aparente y la cantidad de albumina excretada
en la orina. Como se muestra en la Fig. 7, el nivel de albumina en orina tiende a aumentar con la reduccion de
eGFR (concretamente, la reduccion de las funciones renales), como con el caso de la cantidad de megalina
excretada en la orina (Fig. 6) Sin embargo, se observaron casos de albuminuria normal que exhibian una eGFR
menor de 60 (mI/mln/1 73 m?) (concretamente disfuncion renal) y casos de microalbuminuria que exhibian una
eGFR de 90 o mas (ml/min/1,73 m?) (concretamente, funciones renales normales). Esto indica que la importancia
clinica (concretamente respecto a la exactitud del diagndstico) de la albuminuria como marcador de diagndstico
para nefropatia diabética es insuficiente. Los resultados demuestran que el uso del nivel de megalina en orina
como indicador del diagnodstico de nefropatia diabética de tipo Il posibilita un diagnéstico mas exacto que el posible
con el uso de albuminuria.

Se compar¢ la utilidad del nivel de megalina en orina como marcador de diagndstico para nefropatia diabética de
tipo 1l como puede observarse en las Fig. 6 y Fig. 7 con la de otros marcadores de diagnoéstico para enfermedades
renales, para ensayar la compatibilidad del mismo con la tasa de filtracién glomerular aparente. Especmcamente
los resultados respecto a nefropatia dlabetlca de tipo Il se clasificaron como: eGFR de 90 o mas (ml/min/1,73 m )
(puntuacion 1) 60 a 89 (mI/min/1,73 m?) (puntuacién 2); 30 a 59 (ml/min/1,73 m? (puntuacion 3) y 15 a 29
(ml/min/1,73 m?) (puntuacion 4). Esto se basé en la estadificacion de las enfermedades renales cronicas en
términos de la tasa de filtracion glomerular aparente. Los desenlaces se indicaron por la cuota de aparicién de un
desenlace que exhibia valores mayores o iguales a los valores de referencia (concretamente, valores de corte)
para cada marcador. En dicha prueba, se determiné la diferencia significativa mediante la prueba U de Mann-
Whitney y se evaluaron los resultados. Se emplearon como marcadores de diagnostico en orina de control para
trastornos renales B2-microglobulina en orina (corte: 300 ug/g de creatinina en orina), as-microglobulina en orina
(corte: 12 mg/g de creatinina en orina), N-acetil-B-D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 Ul/g de creatinina en orina),
proteina en orina (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina) y albumina urinaria (corte: 30 mg/g de creatinina en orina), y
se emplearon para los marcadores de control valores de corte estandares empleados cominmente en atencion
médica rutinaria. Se muestran los resultados en la Tabla 9.

Tabla 9

Frente a proteina urinaria | Frente a proteina urinaria (diferencia | Valor de P

(dominancia/recesividad) significativa) exacto
Megalina en orina Dominante P< 0,01 0,0073
B2-MG en orina Codominante NS 0,8733
a1-MG en orina Codominante NS 0,5288
NAG en orina Dominante P< 0,05 0,0106
Proteina en orina Dominante P< 0,001 1,1x10"
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Como se muestra en la Tabla 9, se encontré que el nivel de megalina en orina, N-acetill-3-D-glucosaminidasa y
proteina urinaria eran mas eficaces, en términos de compatibilidad con la tasa de filtracion glomerular aparente, en
comparacion con la cantidad de albumina en orina, que es el marcador de diagndstico en orina mas comun para
nefropatia diabética. Los resultados de analisis demostrados en este ejemplo (mostrado en la Tabla 9) reflejan
nefropatia diabética de etapas | a Ill (concretamente, desde la etapa precedente a nefropatia hasta nefropatia
manifiesta). Desde el punto de vista del diagndstico temprano, deberia prestarse atencion a la nefropatia de etapas
I y Il (concretamente, desde la etapa precedente a nefropatia hasta la etapa temprana de nefropatia). Esto se
describio en el ejemplo 4.

Ejemplo de referencia 6: Comparacién de la compatibilidad de megalina humana en orina y otros marcadores de
enfermedades renales con la tasa de filtracién glomerular aparente en los etapas | y Il de nefropatia diabética (56
casos), teniendo en consideracién el diagndstico temprano de enfermedad renal (prueba de la diferencia

significativa)

Al prestar atencion a los etapas | y Il de nefropatia diabética (concretamente, desde el etapa precedente a
nefropatia hasta la etapa temprana de nefropatia), se comparé la utilidad del nivel de megalina en orina como
marcador de diagndstico de nefropatia diabética de tipo Il como puede observarse en las Fig. 6 y Fig. 7 con la de
otros marcadores de diagndstico de enfermedades renales en términos de compatibilidad con la tasa de filtracion
glomerular aparente. Especificamente, los resultados respecto a la nefropatia dlabetlca de tipo Il se clasificaron
como: eGFR de 90 0 mas (ml/min/1,73 m?) (puntuacion 12 60 a 89 (ml/min/1,73 m?) (puntuacion 2), 30 a 59
(ml/min/1,73 m?) (puntuacién 3) y 15 a 29 (ml/min/1,73 m?) (puntuacion 4), basandose en la estadificacion de
enfermedades renales cronicas en términos de la tasa de filtracion glomerular aparente. Se indicaron los
desenlaces mediante la cuota de apariciéon de un desenlace que exhibia valores mayores o iguales a los valores de
referencia (concretamente, valores de corte) para cada marcador. Se determind la diferencia significativa mediante
la prueba U de Mann-Whitney y se evaluaron los resultados. Como marcadores de diagnéstico en orina de control
para trastornos renales se emplearon B2-microglobulina en orina (corte: 300 pg/g de creatinina en orina), o-
microglobulina en orina (corte: 12 mg/g de creatinina en orina) N-acetil-B-D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 Ul/g
de creatinina en orina), proteina urinaria (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina) y albimina en orina (corte: 30 mg/g
de creatinina en orina), y se emplearon como valores de corte para marcadores de control los valores de referencia
usados comunmente en la atencion médica rutinaria. Se muestran los resultados en la Tabla 10.

Tabla 10

Frente a proteina urinaria | Frente a proteina urinaria (diferencia | Valor de P

(dominancia/recesividad) significativa) exacto
Megalina en orina Dominante P< 0,01 0,0060
B2-MG en orina Codominante NS 0,0810
a1-MG en orina Codominante NS 0,1245
NAG en orina Codominante NS 0,0649
Proteina en orina Codominante NS 0,1273

Como se muestra en la Tabla 10, se encontré que el nivel de megalina en orina solo era mas eficaz en términos de
compatibilidad con la tasa de filtracion glomerular aparente, en comparacion con el nivel de albumina urinaria, que
es el marcador de diagndstico en orina mas comun para nefropatia diabética actualmente. El uso del nivel de
megalina en orina como marcador de diagnostico para nefropatia diabética de tipo Il posibilita una prediccion del
prondstico de nefropatia diabética de tipo Il y un dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno
(concretamente, la progresion de las condiciones patoldgicas) y dicho uso se considera por tanto Util desde el
punto de vista de la atencién médica preventiva en un etapa mas temprana.

Ejemplo de referencia 7: Medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina de un paciente con
insuficiencia renal aguda

Como se muestra en la Fig. 8, se encontré que la cantidad de megalina excretada en la orina aumentaba
significativamente en el grupo de insuficiencia renal aguda, en comparacién con individuos sanos. La insuficiencia
renal aguda se diagnostico de acuerdo con estandares internacionales relevantes (concretamente, la clasificacion
RIFLE). Se evalué la cantidad de megalina excretada en la orina con el uso del valor de correccidon de creatinina
determinado dividiendo la concentracién de megalina en orina entre la concentracion de creatinina en orina y
corrigiendo la concentracion. Se usa cominmente lo anteriormente mencionado como biomarcador urinario para
verificar que los resultados no estan influidos por la tasa de concentraciéon en el momento de la excrecioén urinaria.
Como valor de referencia para la cantidad de megalina excretada en la orina obtenido a partir de 66 individuos
sanos (concretamente, el intervalo normal), se empled 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Es
decir, se calculd un intervalo de confianza del 95 % basandose en la distribucion normal de las concentraciones de
megalina en orina de 66 individuos sanos (concretamente, el valor de correccion de creatinina), el limite superior
del intervalo de confianza del 95 % era de 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina, y se uso el
valor determinado como valor de referencia para las concentraciones de megalina en orina. Deberia observarse
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que el valor de referencia obtenido puede variar dependiendo de la modificacion de los procedimientos para ajustar
los estandares a la plataforma de medida o material de referencia, y el valor obtenido no se usaria
permanentemente como valor de corte absoluto. Especificamente, el valor de corte no esta particularmente limitado
a 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Sin embargo, los resultados logrados en este ejemplo
pueden considerarse como un valor de referencia de validez consistente. En este ejemplo, se midié y evalud
especificamente la megalina humana en orina, y se observé una cantidad aumentada de megalina humana
excretada en la orina en pacientes con insuficiencia renal aguda. Por tanto, se consider6 que la megalina humana
en orina era eficaz para el reconocimiento de condiciones patolégicas y el diagndstico de nefropatia.

Aplicabilidad industrial

Al medir la cantidad de megalina excretada en la orina de un paciente con un trastorno renal, y en particular
nefropatia por IgA, puede evaluarse la actividad del trastorno renal progresivo (por ejemplo, la graduacion de la
progresion o prondstico). Para inhibir el desarrollo y progresion de la nefropatia, se evaluan las lesiones y la
graduacion del trastorno renal, y es necesario un tratamiento activo basado en evidencias. Puede usarse una
cantidad aumentada de megalina excretada en la orina para la evaluacion de las graduaciones de trastornos
tubulares renales proximales y fallo de la capacidad de resorciéon en una lesiéon. Los marcadores de diagndstico
existentes para trastornos renales no posibilitan la determinacién respecto a lesiones de trastornos renales o la
evaluacion de las funciones en dichas lesiones.

La cantidad aumentada de megalina excretada en la orina se observa en una etapa temprana de la nefropatia, y
por tanto es mas eficaz para el diagndstico de un trastorno renal en una etapa mas temprana que los marcadores
de diagnostico existentes para trastornos renales. Basandose en la cantidad de megalina en orina, en
consecuencia, pueden determinarse la lesion y la graduacion del trastorno con mayor exactitud en una etapa mas
temprana, en comparacion con el uso de los marcadores de diagnodstico existentes para trastornos renales. En
consecuencia, la cantidad de megalina en orina es eficaz para la prediccion del pronéstico de un trastorno renal y
un dictamen exacto y temprano de la graduacion del trastorno (concretamente, la progresion de las condiciones
patoldgicas), y es util desde el punto de vista del tratamiento preventivo en una etapa mas temprana.
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acaaaattat
atggttetta
atgcaactea
ttgacagtay
actggacaga
ctgtgetgat
atgageatet
tggacggeay
ctattgacta
tttgcgatta
aceccctatge
gggttatgcy
aatggeccct
gtgectttte
cetgtgtttyg
atcaaccttt
aggtgaagaqg
aatttgatga
tgaagacaga
tgaacctgge
caatcgaggt
atgggacagc
agctgtactg
acatggatgg
tcactctiga
aaagaggaaa
ggggaattge
aaagagttga
tgaggggtet
acaacatgaa
cctgtgccac
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gcaaaagatt
aagtttggcect
tatcagtgtc
cceacggteyg
tectgetaaaz
tactettgga
agatgcctat
gggcecatata
ttttactgac
gacagttate
ccagactggt
ctgetteceg
ttecaatcac
cttattttee
agtcgatgat
ttcatectteyg
caaacgcaac
ttectgeett
ctgtgacaca
gacatgcocaa
ctgtgatggt
tactgettet
tgatggtgtt
tggtatgtge
ctgggaatgt
cccoaagact
atggctctgt
tcageeettt
tctgagtgta
ttgeaatggy
gecetttggg
ctgtgaagac
gagaggttct
ttgeaaagtt
tgecgacagh
cattgtaget
gggtaaaacc
catcatettg
ctatgetetg
tagtazazac
actgttctgyg
catgogeact
ceeccaacaga
taatggacac
cetaactcte
agocaacaaqg
tgggattgtt
cegetgeage
teettcagga
cttaataact
caatgatgct
tgctgagesa
tggeaccaac
cttagattgg
tttgacacte
tettggagtt
gtcagaccaa
cacatctgtg
catcgaagag
cgtggatgga
agtccatgat
taaggccact
tcaagtttat
tgcctgtcag
tggatttaaa

gatggeacaqg
tttgattgga
atgaggctag
gtggtagtte
attatgagag
tggecccaatg
tttgataaaa
gagcagatga
tggagactygyg
cgaagtggca
tctaacgect
gtgccaaatt
ttgacatgeg
ttcecctgta
tgtecatgata
gegttcacet
gactgtgtgg
gacacccaat
gacaatgatt
cctagteagt
gacaaggatt
caattcaagt
tttgattgea
cactcagatg
gatgggcate
tgocetteat
gatcgggaca
cgetgtecta
gtgtgtgatg
aacagetget
actaaatgec
atagatgaat
ttecggtget
acagcatetg
gtecacctece
attgattttg
tggagtgegt
actgaaacta
gaaacaattg
ctaacaaatc
totaactggg
gtceattgtee
etgetectact
catoggagac
tttgaagact
tggeatggag
goggtteatce
catctetgece
tggagtetgt
gtaaggecaac
atggteecca
tacatectatt
aggacagtat
atttcaagaa
cacggagata
ggetticeaa
ggaactgaca
aaaactctet
cagaaactct
acagatcgga
tetttocttt
ggggecaaca
cacagacgea
cagatttgcc
ctcaatcetg
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gaagagaaat
tttcaaagaa
ctgataaaac
atecttttge
catggagtga
gecttggecat
ttgagcacag
cacatceogtt
gtgccattat
ttgettacat
gtaatcaacc
tcecagegagt
agggggacece
aazaatggcag
acagtgatga
gtggccatgg
atggecagtga
acacetgtga
gtggggatyg
ttaattgecee
gtgttgatgg
gtgccagtyg
gtgacaacte
zatttcagtyg
cagactgoct
catatttceca
atgactgegg
gttggecaaty
gceatetttga
cagatttcaa
tatgtecatt
gtgatattct
cgtgtgatac
agagtctgct
aggtccacaa
attcaattag
ttcaaaatgyg
ttgcaataga
aagtotccaa
caagaggact
gocaccacce
aggacaagat
tcatggactce
aggtgatage
ctgtgtacty
ggaaccagte
cttogaaaca
tgetttectc
cteoctgatcet
atataatttt
tagcagggat
gggttgaaaa
ttgettetat
acctttattce
tcagatacag
ttggeataac
gtggggttce
ttactgggaa
actgggeagt
tgatectggt
attatactga
aaatagtctt
atgeegoaga
tgeectgtacce
ataateggte

tetegeaget
tetotattgg
gagacgcaca
cgggtatcta
cggatctcac
cgattggget
cacctitgat
tggactitgee
tcgagtcaqgy
actgcatttyg
cacgcatect
gtgtgggtge
aaccaatgaa
atgtgtgece
geaactatgt
ggagtgeatt
tgagcacaac
taatcaccag
atctgatgaa
caatcatega
atctgatgag
ggataaatgt
ggatgaageg
ccaagaagat
ctatggatct
ctgtgacaac
ggatatgagt
geagtgtcett
ctgecocaat
tggtggttgt
gggattctta
aggctettgt
aggetacatg
gttacttgtg
tatctattca
tggtegtate
aacggacaga
ttgggtaggt
aattgatggg
agcattagat
tegeatcgag
cttetggece
ctateottgat
cagtgatttg
gactgaccgt
agttgtaatg
accaaattce
acaggggect
cctgaattge
tggaatctcce
acagaatggt
tcecaggtgaa
atctatggtg
taccaatect
aaaaacattg
tgttgatect
tgecaagate
cotegaacac
cactggaaga
acaccagett
tgaacagtat
gagagataat
atcctceaaat
aggaggattyg
ctgctetcca

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3249
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
40290
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
56490
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180



tataactett
tecagateatt
gatgtggatg
gataatgcga
ggaataggag
ttecaccaatg
cgeegtgtte
aacagatacc
gactgtacca
gtggaccgaa
attcgtatca
tatggecatea
ttocaageca
aactggctaa
gteaacaaca
cetggattge
aattgtgcca
ttacacttgg
gtcatgtete
tetggagttg
attgettcag
tattacagtyg
actgtgatag
ctgtactggyg
tteegggtac
gaagaggaca
acgggegtgg
tatggccagt
tatgacgggt
aacactgttyg
ggetgeagec
ggcaactggt
ggtgeatett
aatgacaacy
tgeteaccga
gattactaca
aatgccacca
aatggtgtag
acttgeccagt
ttgtgtgacg
actcacacat
tggtattgtg
cactcotgage
agegaatgga
caccagtgtce
ccggacagga
ggctacgatyg
ggttacggac
tatagegacyg
aacgggeget
tctgatgage
aagtgtgaca
ttggacaaca
ggetgegatce
tacaagctea
tttgtetgta
ggctacctee
cteattttta
ctcatettgg
ttgtattgga
aaggagacaa
teccagaaage
ggtggacacc
gataatccca
gatcacegeg

tecattgttagt
cagaaaccat
tgtecctetgg
tcegtagaat
aaaatggagt
cetttgttte
tteottaaagt
tettetggge
atcgaacagt
gtgatggcta
atggagagaa
ctgtttttga
goaaggaaca
gagatgtgac
acecttgett
acacoacaaa
tttcaacaga
accctgaaaa
tagactatga
gacagattte
gtatagggac
actaccteaa
ccegegttce
ctgactggga
ccattgtgaa
ttetctactyg
atcgtgaagt
atatttactg
caggtcagat
tgaagaacea
atatetgtge
atttggccaa
ccttecacetg
actgtgggga
cagecctteac
atgactgtgg
aggagtttat
acaactgcoea
ctggatacac
gagacaatga
geageageag
atcaagaaac
gaacatgect
tectgtgacygyg
agaatcaaaa
ggtgcattce
agaatcagaa
tgtgtatece
agaggggetg
gcattagtaa
tgatgecacct
atgggcgetg
gegatgagaa
acaactgeac
tgtctgacaa
gccagaagtg
gagaaccaga
geaacegtta
aaggactgga
ttgatacaca
tcatzaacca
tetactggtt
gecgeatget
gaggacttge
catacattgg
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ttcaatgcectg
ggtgceggty
ctttatttat
taaaccagat
ceggggtatt
tgaaacactg
cacagtggac
tgactatggg
gettgtgteca
cgtttattgg
ctotgaagtyg
aaattctate
agagaacaca
catetttgace
ggaaaacaat
atgtgactgt
aaatttcete
ccatagcoea
cagtgtaagt
ctatgecace
tgetgatgge
ceoagatgatt
aaaacoaaga
tacacatgee
cageagtetg
ggtggatget
cattgtcaat
gactgacttyg
tgeaatgacce
gaaacaacaq
accaggteca
caacaggaag
ctecaatggg
tggeagtgat
ctgtgecaat
tgatggcagt
gtgcaataac
tgataataac
aaaatgteat
ctgtggagat
tgagttccas
agattgtttt
agectgatgag
tgataatgac
ctgctoggat
ccagtettgg
ttgeaccagg
azagatatte
cttataccag
aaccttegte
gtgecacacc
catcgagatg
aggctgtgge
agacacctta
geggacttgt
tgagaatgta
tggaaagacc
ctatttgaga
caatgttgtg
gaggcaagtc
cagactacca
ggatgecoccge
ggcocageac
cctteaccect
gagagtagge

toctgcaatea
geaggcecaag
tggtgtgatt
ggatcticte
geagtggatt
atagaagttce
atgcectagge
cagagaccaa
gagggeattg
gttgatgatt
attcgttatg
atatgggtag
gagccacoea
aagceaagtcc
ggtgggtget
geetitggga
atctttgect
cctttecaaa
gatagaatct
ctgtettcag
attgecttty
aattoecatgg
gcaattgtgt
aaaatcgaga
gtecatgecca
agtctgcaga
geagcegttce
tacacacaaa
acaaatttge
tgtaacaatc
aatggtgeccyg
cactgeattg
cgetgeataet
gagatggaaa
gagegatgty
gatgaggoeaqg
agaaggtgea
acttecagatg
aattcaaata
aacagtgatg
tgegeatetg
gatgectotg
ttcaagtgty
tgtggggata
teocgagttte
gtctgtgatg
agaacttget
aggtgtgacce
acttgecaac
tgtgatgagy
coagaaccca
atgaaactet
attaatgaat
accagtttet
gttgatattg
ataggotact
tgccggcaaa
aatttaacta
gcattagatt
attgagagaa
gctgcagaaa
ctggatggec
tgtgtggatg
caatatgggt
atggatggaa
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gaggcetttag
gacgaaacgc
ttageagete
tgatgaacat
gggtagcagyg
tgeggatcaa
atattgttgt
agattgagecg
tcacaccacg
ctttagatat
geagtoegtta
ataggaattt
cagtgataag
ageceeggte
cteatetetg
coctgeaaaqg
tgtctaatte
caataaatgt
acttecacaca
ggatecatac
actggattac
ctgaagatgyg
tagatcoctyg
gagccacatt
gtgggctgac
ggattgaacy
atgettitgg
gaatttaceg
teteccagee
cttgtgaaca
agtgccagtg
tggacaatgg
cggaagagtg
gtgtetgtge
teeaatacte
ggtgectgit
tacctegtga
agaaaaattg
tttgtattcc
aaaacqoctac
ggegcetgtat
atgaacctge
atggtgggag
tgagtgacga
tetgtgtaaa
gegatgtgga
ctgaaaatga
ggeacaatga
agaatcagtt
ataatgactg
ecgtgtecace
gcaaccacet
gecatgacce
attgttectyg
atgaatgcac
acatctgtaa
acagtaacat
tagatggcta
ttgaccgagt
tgtttetgaa
gtetggetgt
tettigtete
ccaacaacac
acctetactg
ccaacaagtc

cttggaattyg
actgcatgtyg
agtggeatoet
tgtgacacat
aaatctttat
tactacttac
agatcccaayg
ttettteett
gggctiggea
aattgcecaagg
cccaactect
gaaaaagatc
agacaatate
accagcagag
ctttgetety
tgatggcaag
cttgagaage
ggaaagaact
aaatttagce
tecaactgte
tagaagaatt
gtetaacege
ccaagggtac
gggaggaaac
tetggactat
cagcactetg
cttgactete
agctaacaaa
caggggaatc
gtttaatggg
tocacatgag
tgaacgatgt
gaagtgtgat
acttcacacc
ttacegetgt
cagggactge
gtttatetge
ccctgatage
tegegtbttat
ttattgecacc
tccteaacat
ctettgtggt
gtgeatecca
ggataaaagg
tgacagacct
ttgtactgac
attcacctgt
ctgtggtgac
tacctgteag
tggagacygga
tcacgagtte
agatgactgt
ttcaatecagt
tegtectggt
agagatgeet
gtgtgecceca
cgaacecctat
tttttactce
agagaagaga
taagacaaac
agactgggtt
tgacctcaat
cttctgettt
ggcagactgg
tgtgataatc

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
€720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
1620
7680
7740
7800
7860
792¢C
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
5180
92490
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
5840
9300
9960
10020
10080



tecaccaagt
tgggcagatg
acggtgtaty
tattggacag
agacagacac
aggcagceca
ctcatcaage
caactgagtg
aacaatgaaa
ggctetgatg
agtgacggca
gggtetgatg
tgegecaaca
gataactcag
aggtgtgeta
ggagaccact
ttcacagaat
ggtgtagatg
cetgtggggyg
gggcaaaatg
gagagegagt
tacaacgact
gaatattttc
getgactgtt
tactgccagg
tgtgatggeg
gttecctgta
gaggtgtgca
agaaaaccga
attcecacatg
ggttgeaata
caattaaatg
gacagaacct
tgecagaaata
gacegecctg
aatgtecgaa
gaggaatata
gtgtattaca
cceaactttyg
gtaatgeage
gtcaagaata
tecactgace
tggactgact
aacatcctgg
aatgaccgaa
gggactgata
gaagaccagt
gggcaaggaa
ttteatcaac
ctetgectte
gaggggagca
tgcaggtgea
tgtcectageg
ggaacaaccg
geaattgeag
ctgccaaget
tcaggggcag
gacaggtcaa
tttgaaaacc
gtgactgtat
atagttccag
aatectettca
atggagaacg
gctaagecta
acttttaaag

tagagtggee
cccacctggy
atggggcact
attggaatac
tggtgaacac
ttgtgagcaa
caggaggaaa
geagcacceta
agtgcattcc
aactggeact
actgcaccag
aagaccgtet
aacgttgeat
atgaagacag
atggcegetyg
cggatgagec
tcagctgcaa
actgceaggga
atttecegetyg
actgtggaga
ttegatgtgt
gtggggacaa
agtgtacaag
tggatgegte
ctactatgtt
atgatgactg
attcaccaaa
atggtgtgga
cccctaaace
acaatgtgtg
aaggaaaaga
aaggaggatt
cctgtctaga
ccaaaggaag
gaaaacgatg
ticgaaaata
tecaagetgt
ctgtgegagy
aatceggeog
cagatggaat
aacgcattga
tggaccaace
ggggaaagga
ttttegagga
tetactggag
ggagagtceat
tatactggat
agaaagagaa
tcagatacaa
tgagacetgy
ccactgagtyg
tgcacggagy
gctacacegg
cagtagcetgt
gattcticeca
taageagtet
atcttaacat
tggcaatgag
caatgtacte
ctgaaaatgt
agacaaacee
aacgaaaatc
agcaaaagga
agcctectte
acaccgeoaaa
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taatggcatce
ttacatagag
gecteaceoct
aaggacagtyg
aacacacaga
tecetgtggt
agggttcact
ctgeatgece
tatctggtgg
ttgccegeay
ccegcagact
totttgtgag
cccagaates
ttecccactgt
catcocgeag
cattgaagaa
aacaaattac
caacagtgat
taaaaatcac
taactcagat
caatcagecag
ctecagatgaa
tggacattgt
tgatgaaget
cgaatgcaaa
tggegatggt
acgttteagy
tgactgtgga
ttgtacagaa
tgatgatgce
aagaacatgt
tatctgetee
tatcaatgaa
ttatgagtgt
tgeagotgag
taatctetca
tgattatgat
ggagggotot
caataatctt
agcagtggac
ggtggctaaa
agetgectatt
acctaaaate
cettaggttgg
tgacttcaag
tgcaaaggaa
atctaaggaa
aacgetggta
taagtcagtg
aggatacage
tgatgcagea
aaattgetat
aazatattgt
getgttgaca
ctatagaagg
cgtcaageec
ggatattgga
tgaagacttt
agecagagac
ggataataag
aacttcacca
taaacaaact
aagtgttget
gagaagagac
tcttgttaaa

accattgatt
tactetgatt
ttegetatta
gaaaagggaa
ccatttgaca
accaacaatg
tgcgagtgte
atgtgectcca
aaatgtgatg
cgettetgee
ttatgeaatyg
aatcaccact
tggcagtgty
gocageagga
gectggaagt
tgecatgaget
cgectgeatec
gagcaagget
cactgcatee
gaggaaaact
tgecatteocet
cgggactgtg
gtacacagtyg
gattgtcecca
aaccatgttt
tcagatgaag
tgtgacaaca
gatggaactg
tatgaatata
gatgactgtyg
gctgaaaata
tgtacagetyg
tgtgaacaat
gtetgtgetyg
ggtagetete
totgagaggt
tgggatcaca
aggtttggtg
gltgcaggaag
tgggttggaa
cttgatggaa
getgtgaate
gagtctgect
ccaactggee
gaggacgtta
geaatgaace
aagggagaag
gtgaaccett
cecaacettt
tgtgectgte
atcgaactge
tttgatgaga
gaaatggegt
atectcttga
accggetcoce
tctgaaaatg
gtgtctggtt
gtecatggaaa
agtgetgteca
aattatggaa
gectgctgaty
accaactttg
goegacaceac
ccaactccaa
gaagactetyg
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acaccaatga
tggagggeca
ccatititga
acaaatatga
tecatgtgta
gtggctgttc
cagatgactt
geaccceagtt
gacagaaaga
gactgggaca
ctcaccaaaa
gtgactccaa
acacatttaa
cctgeegged
gtgatgtgga
ctgececatcet
caaagtggge
gtgaggagag
ctettegttyg
gtgeteceeg
cgegatggat
agatgaggac
aactgaaatg
cacgctttce
gtatcoagee
aactteacct
ategetgeat
atgagacaga
agtgtggeaa
gtgactggte
tatgcgagea
ggttcgaaac
ttgggactty
atggetteac
ctttgttget
tcteagagta
aggacatagg
ctatcaaacy
ttgacctgaa
ggcatattta
ggtacagaaa
ccaaactagg
ggatgaatgg
tttotatcga
ttgzaaccat
cttacagecot
tatggaaaca
ggecteactca
geaaacagat
cccaaggete
ctatcaacct
ctgacctece
tttcaaaagg
tegtegtaat
ttetgeetge
ggaatggggt
ttggacctga
tggggaagea

aagtggttca
gtccocataaa

gaactcaggt
aaaatccaat
ctececatecace
cctattetge
aagtatag

tectactetac
ceategacac
agacactatt
tggatcaaat
ceatecatat
teatetetge
ccgeacectt
cctgtgeget
ctgctcagat
gttccagtge
ttgeectgat
tgaatggeag
cgactgtgag
gggocagttt
taatgattgt
ctgtgacaac
cgtgtgecaat
gacatgccat
geagtgtgat
ggagtgcaca
ctgtgaceat
cktgocatect
cgatggatce
tgatggtgea
atattggaaa
gtgettggat
ttatagteat
gaagcactgt
tgggeattge
cgatgaactg
aaattgtacc
caatgttttt
teccccageac
gtetatgagt
actgaectgac
tetteaagat
ccteagtgtt
tgcctacate
actgaaatac
ctggteagat
gtggetgatt
gettatgtte
agaggacege
ttatttgaac
aaaatatgat
ggacatcttt
aaataaattt
agttegaatce
ctgecagecac
cagetttata
geocooceca
caaatgcaag
catcteoteca
tggagetctg
tctgecocaag
gacctteaga
gactgctatt
gcccataata
gcocaatccag
cacttetgag
gacazaatgyg
ctatgeacag
ttegcteccet
aacagaagac

10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11%40
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
137490
13800
13860
13920
13968



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

2

4655
PRT
Homo sapiens

2

Met Asp Arg Gly

1

Val

Phe

Gly

VvVal

65

Ile

Ser

Tle

His

Pro

145

Ser

Ile

Gly

Gln

Tyr

225

Cys

Glu

Cys

Ile

Ala

Arg

Thr

50

Thr

Pro

Asp

Thr

val

130

Thr

Gln

Asn

Glu

Asp

210

Gln

Asp

Ser

Pro

Leu
290

Cys

Cys

35

Lys

Cys

Ser

Glu

Cys

115

Arg

Cys

Lys

Cys

Cys

193

Gly

Phe

Gly

Gly

Glu

275

Asp

Leu

20

Gly

Asp

Gln

Ser

Arg

100

Ser

Asp

Glu

Cys

Thr

180

Ile

Ser

Thr

Glu

Pro

260

Ser

Cys

Pro

Ala

Ser

Cys

Gln

Trp

a5

Gln

Asn

Cys

Gln

Asp

165

Glu

Pro

Asp

Cys

Asp

245

His

Gly

Pre

Ala

Pro

Gly

Ser

Gly

70

Val

Asp

Gly

Pro

Leu
150

Trp

Ile

Arg

Glu

Pro

230

Asp

Asp

Arg

Gly

Ala

Ala

His

Asp

55

Tyr

Cys

Cys

Gln

Asp

135

Thr

Lys

Cys

Ala

His

215

Ser

Cys

val

Cys

Arg
295
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Val

Ser

Cys

40

Asp

Phe

Asp

Ser

Cys

120

Gly

Cys

vVal

Leu

Tyr

200

Ala

Gly

Lys

His

Ile

280

Glu

Ala

Gly

25

Ile

Ala

Lys

Gln

Gln

105

Ile

Ala

Asp

Asp

His

185

Val

Cys

Arg

Asp

Lys

265

Ser

Asp

Cys

10

Gln

Pro

Asp

Cys

Asp

9¢

Ser

Pro

Asp

Asn

Cys

170

Asn

Cys

Asn

Cys

Asn

250

Cys

Ile

Glu

23

Thr

Glu

Ala

Glu

Gln

75

Gln

Thr

Ser

Glu

Gly

155

Arg

Glu

Asp

Tyr

Ile

235

Gly

Ser

Tyr

Asn

Leu

Cys

Asp

Ile

60

Ser

Asp

Cys

Glu

Asn

140

Ala

Asp

Phe

His

Pro

220

Tyr

Asp

Pro

Lys

Asn
300

Leu

Asp

Trp

45

Gly

Glu

Cys

Ser

Tyx

125

Asp

Cys

Ser

Ser

Asp

205

Thr

Gln

Glu

Arg

val

285

Thr

Leu

Ser

30

Arg

Cys

Gly

Asp

Ser

110

Arg

Cys

Tyr

Ser

Cys

190

Asn

Cys

Asn

Asp

Glu

270

Cys

Ser

Ala

15

Ala

Cys

Ala

Gln

aAsp

85

His

Cys

Gln

Asn

Asp

1715

Gly

Asp

Gly

Trp

Gly
255

Trp

Asp

Thr

Leu

His

Asp

Val

Cys

80

Gly

Glin

Asp

Tyr

Thr

160

Glu

Asn

Cys

Gly

val

240

Cys

Ser

Gly

Gly



Lys

305

Cys

Ile

Gln

His

Cys

385

Gly

Leu

Tyxr

Phe

Ser

465

Ile

Asp

Arg

Trp

Gly

545

Gly

Arg

Thr

Leu

Leu

625

Ala

Tyr

His

Ile

Tle

Leu

370

Lys

Arg

val

His

Ser

450

val

Tyr

Gly

Gly

Glu

530

Ser

val

Phe

val

Phe

610

Lys

Ser

Cys

Glu

Asn

Txp

355

Cys

Ala

Asp

Glu

Leu

435

Val

Glu

Leu

Ser

Ile

5158

Ser

Asn

Thr

Asp

Val

595

Glu

Ala

Leu

Ser

Thr

His

340

Gly

His

Asn

Leu

Ser

420

Gln

Asp

Thr

Val

Tyr

500

Ala

Leu

Leu

Tyr

580

His

Gly

Asn

Arg

Met

Pro

325

Asn

Ile

Cys

Asp

Leu

4905

Gln

Arg

Ile

Pro

Glu

485

Arg

val

Ser

Lys

Asp

565

Ile

Gly

Gln

Lys

Pro
645

Thr
310
Tyr
Asp
Cys
Glu
Ser
390
Ile
Asn
val
Asn
Glu
470
Thx
Val
Asp
Gly
Asp
550
Met
Glu
Gly
Val
Phe

630

Tyr

Leu

Gly

Ser

Asp

Glu

375

Phe

Gly

Arg

Phe

Gly

455

Asn

Lys

Thr

Pro

Glu

535

Leu

Ile

Thr

Ser

Pha

6§15

Thr

Gly
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Cys

Gly

Arg

Gln

360

Gly

Gly

Asp

Gly

Trp
440
Leu
Leu
val
Leu
Thr
520
Pro
Val
Sex
val
Leu
600
Phe

Glu

val

Ser

Ala

Thr

345

Lys

Tyr

Glu

Iie

val

425

Thr

Asn

Ala

Asn

Ile

505

Val

Lys

Lys

Lys

Thr

585

Ile

Thr

Thr

Thr

Ala
Cys
339
Cys
Cys
Ile
Ala
His
410
Ala
Asp
Ile
Val
Arg
450
Thr
Gly
Leu
Thr
Arg
570
Tyr
Pro
Asp

Asn

Val
650

24

Len

315

Phe

Val

Glu

Leu

Ser

395

Gly

Val

Thr

Gln

Asp

475

Ile

Glu

Tyr

Glu

Lys

555

Val

Trp

Pro
635

Tyr

Asn

Cys

Glu

Ser

Glu

380

Ile

Axrg

Gly

vVal

Glu
460

Trp

Asp

Asn

Leu

Arg

540

Leu

Tyx

Gly

Pre

Thr

620

Gln

His

Cys

Pro

Phe

Axg

365

Arg

Ile

Ser

Val

Gln

445

val

val

Met

Leu

Phe

525

Ala

Gly

Trp

Ile

Phe

605

Lys

val

Ser

Gln

Pro

Asp

350

Pro

Gly

Phe

Phe

Ala

430

Asn

Leu

Asn

vVal

Gly

510

Phe

Phe

Trp

val

Gln

590

Gly

Met

Tyr

Leu

Tyr

Gly

335

Asp

Gly

Glin

Ser

Arg

415

Phe

Lys

Asn

Asn

Asn

4385

His

Ser

Met

Pro

Asp

575

Arg

val

Ala

Tyxr

Arg
655

Gln

320

Tyr

Cys

Arg

Tyx

Asn

400

Ile

His

val

val

Lys

480

leu

Pro

Asp

Asp

Ala

560

Ser

Lys

Ser

val

Gln

640

Gln



Pro

val

Cys

Tle

705

Gly

Ser

Ser

Lys

Asn

785

Thr

Thr

Val

Ala

Ile

865

Ala

Ser

Met

Thr

Gly

945

Lys

Pro

Asn

Tyr

Cys

Lys

€30

Ala

Ile

Gly

Thr

Ile

770

vVal

Asp

Arg

His

Lys

850

Asn

Sex

Thr

Thr

Asp

930

Glu

Ser

Thr

Phe

Alz

val

675

Cys

val

Pro

Asn

Ile

755

Asp

Glu

Ser

Pro

835

Ile

Thr

Arg

Phe

His

315

Trp

Met

Tyr

His

Gln

Thr

660

Leu

Thr

Gln

¥Phe

Pro

740

Phe

Gly

Ser

His

Thrx

820

Phe

Met

Thr

Leuy

Asp

900

Pro

Arg

Thr

Asp

Pro

280

Arg

Asn

Ser

Phe

Asn

Thr

725

Ser

Phe

Thx

Tyr

805

Val

Ala

Arg

Leu

Tyr

885

Gly

Phe

Leu

Val

Val

965

Asn

val

Pro

His

Gly

Phe

710

Leu

Phe

Ser

Gly

Ala

730

Lys

val

Gly

Ala

Gly

870

Trp

Leu

Gly

Gly

Ile

950

Asn

Gly

Cys

Cys

Arg

Phe

695

Leun

Ser

Phe

Asp

Arg

775

Phe

Ser

Gln

Tyx

855

Trp

Val

Asp

Leu

Ala

935

Arg

ITle

Asp

Gly
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Lys

Thr

680

Gin

Ile

Thr

vVal

Met

760

Glu

Asp

Ile

Tyr

Leu

84C

Ser

Pro

Asp

Arg

Ala

920

Ile

Ser

Gln

Cys

Cys

Asp

665

Asp

Leau

Phe

Gln

Gly

745

Ser

Ile

Trp

Ser

Leu

825

Phe

Asp

Asn

Ala

Arg

205

Ile

Ile

Gly

Thr

Ser

985

Pro

Aszn

Asn

Asp

Ser

Glu

730

Ile

Lysg

Leu

Ile

val

810

Asn

Phe

Gly

Gly

Tyt

890

Arg

Phe

Arg

Ile

Gly

970

His

Tyr

25

Asn

Asp

Thr

Ser

715

Asp

Asp

His

Ala

Serx

795

Met

Asn

Thr

Ser

Leu

875

Phe

Leu

Gly

vVal

Ala

955

Ser

Phe

Gly

Gly

Gly

Asp

700

Gln

Val

Phe

Met

Ala

780

Lys

Arg

Pro

Asp

His

860

Ala

Asp

Gly

Glu

Arg

940

Tyr

Asn

Cys

Met

Gly

Leu

685

Glu

val

Met

Asp

Ile

765

Asn

Asn

Leu

Arg

Txp

845

Leu

Ile

Lys

Eis

His

925

Lys

Ile

Ala

Phe

Arg

Cys

670

Gly

Arg

Ala

val

Ala

750

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

830

Phe

Leu

Asp

Ile

Ile

910

Leu

Ala

Leu

Cys

Pro

990

Leu

Gla

Phe

His

Ile

Pro

735

Gln

Lys

val

Tyxr

Asp

815

val

Arg

Pro

Trp

Glu

885

Glu

Phe

Asp

His

Asn

975

Val

Ala

Gln

Arg

Cys

Arg

720

vVal

Asp

Gln

Glu

Trp

800

Lys

Val

Pro

val

Ala

880

His

Gln

Phe

Gly

Leu

960

Gln

Pro

Ser
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995 1000 1005

Asn His Leu Thr Cys Glu Gly Asp Pro Thr Asn Glu Pro Pre Thr Glu
101¢ 1015 10290

Gln Cys Gly Leu Phe Ser Phe Pro Cys Lys Asn Gly Arg Cys Val Pro
1025 1030 1035 1040

Asn Tyr Tyr Leu Cys Asp Gly Val Asp Asp Cys His Asp Asn Ser Asp
1045 1050 1055

Glu Gln Leu Cys Gly Thr Leu Asn Asn Thr Cys Ser Ser Ser Ala Phe
1060 1065 1070

Thr Cys Gly Bis Gly Glu Cys Ile Pro Ala His Trp Arg Cys Asp Lys
1075 1080 1085

Arqg Asn Asp Cys Val Asp Gly Ser Asp Glu His Asn Cys Pro Thr His
1080 1085 1100

Ala Pro Ala Ser Cys Leu Asp Thr Gln Tyr Thr Cys Asp Asn His Gln
1105 1110 1115 1120

Cys Ile Ser Lys Asn Trp Val Cys Asp Thr Asp Asn Asp Cys Gly Asp
1125 113¢ 1135

Gly Ser Asp Glu Lys Asn Cys Asn Ser Thr Glu Thx Cys Gln Pro Ser
1140 1145 1150

Gln Phe Asn Cys Pro Asn His Arg Cys Ile Asp Leu Ser Phe Val Cys
1155 1160 1165

Asp Gly Asp Lys Asp Cys Val Asp Gly Ser Asp Glu Vval Gly Cys Val
1170 1175 1180

Leu Asn Cys Thr Ala Ser Gln Phe Lys Cys Ala Ser Gly Asp Lys Cys
1185 1150 1185 1200

Ile Gly Val Thr Asn Arg Cys Asp Gly Val Phe Asp Cys Ser Asp Asn
1265 1210 1215

Ser Asp Glu Ala Gly Cys Pro Thr Arg Pro Pro Gly Met Cys His Ser
1220 1225 1230

Asp Glu Phe Gln Cys Gln Glu Asp Gly Ile Cys Ile Pro Asn Phe Trp
1235 1240 1245

Glu Cys Asp Gly His Pro Asp Cys Leu Tyr Gly Ser Asp Glu His Asn
1250 1255 1260

Ala Cys Val Pro Lys Thr Cys Pro Ser Ser Tyr Phe His Cys Asp Asn
1265 1270 1275 1280

Gly Asn Cys Ile His Arg Ala Trp Leu Cys Asp Arg Asp Asn Asp Cys
1285 1250 1295

Gly Asp Met Ser Asp Glu Lys Asp Cys Pro Thr Gln Pro Phe Arg Cys
1300 1305 1310

Pro Ser Trp Gln Trp Gln Cys Leu Gly His Asn Ile Cys Val Asn Leu
1315 1320 1325

Ser Val Val Cys Asp Gly Ile Phe Asp Cys Pro Asn Gly Thr Asp Glu
1330 13235 1340
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Ser Pro Leu Cys Asn Gly Asn Ser Cys Ser Asp Phe Asn
1345 1350 1355

Thr His Glu Cys Val Gln Glu Pro Phe Gly Ala Lys Cys
1365 1370

Leu Gly Phe Leu Leu Ala Asn Asp Ser Lys Thr Cys Glu
1380 1385

Glu Cys Asp Ile Leu Gly Ser Cys Ser Gln His Cys Tyr
1395 1400 14905

Gly Ser Phe Arg Cys Ser Cys Asp Thr Gly Tyr Met Leu
1410 1415 142¢

Gly Arg Thr Cys Lys Val Thr Ala Ser Glu Ser Leu Leu
1425 1430 1435

Ala Ser Gin Asn Lys Ile Ile Ala Agp Ser Val Thr Ser
1445 1450

Asn Ile Tyr Ser Leu Val Glu Asn Gly Ser Tyr Ile Val
1460 1465

Phe Asp Ser Ile Ser Gly Arg Ile Phe Trp Ser Asp Ala
1475 1480 1485

Lys Thr Trp Ser Ala Phe Gln Asn Gly Thr Asp Arg Arg
1430 1495 1500

Asp Ser Ser Ile Ile Leu Thr Glu Thr Ile Ala Ile Asp
1505 1510 1515

Arg Asn Leu Tyx Trp Thr Asp Tyr Ala Leu Glu Thr Ile
1525 15306

Lys Ile Asp Gly Ser His Arg Thr Val Leu Ile Ser Lys
1540 1545

Asn Pro Arg Gly Leu Ala Leu Asp Pro Arg Met Asn Glu
1555 1560 1565

Phe Trp Ser Asp Trp Gly His His Pro Arg Ile Glu Arg
1570 1575 1580

Asp Gly Ser Met Arg Thr Val Ile Val Gln Asp Lys Ile
1585 1580 1585

Cys Gly Leu Thr Ile Asp Tyr Pro Asn Arg Leu Leu Tyr
1605 1610

Ser Tyr Leu Asp Tyr Met Asp Phe Cys Asp Tyr Asn Gly
1620 1625

Arg Gln Val Ile Ala Ser Asp Leu Ile Ile Arg His Pro
1635 1640 1645

Thr Leu Phe Glu Asp Ser Val Tyr Trp Thr Asp Arg Ala
1650 1655 1660

Val Met Arg Ala Asn Lys Trp His Gly Gly Asn Gln Ser
1665 1670 1675

Tyr Asn Ile Gln Trp Pro Leu Gly Ile Val Ala Val His
1685 1690

27

Gly Gly Cys
1360

Leu Cys Pro
1375

Asp Ile Asp
1380

Asn Met Arxrg
Glu Ser Asp
Leu Leu Val

1440

Gln Val His
1455

Ala Vval Asp
147¢

Thr Gln Gly
Val val Phe
Trp Val Gly

1520

Glu Val Ser
1535

Asn Leu Thr
1550

His Leu Leu

Ala Ser Met

Phe Trp Pro
1600

Phe Met Asp
1615

His His Arg
1630

Tyr Ala Leu

Thr Arg Arg

Val Val Met
1680

Pro Ser Lys
1695
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Gln Pro Asn Ser Val Asn Pro Cys Ala Phe Ser Arg Cys Ser His Leu
1700 17056 1710

Cys Leu Leu Ser Ser Gln Gly Pro His Phe Tyr Ser Cys Val Cys Pro
i715 1720 1725

Ser Gly Trp Ser Leu Ser Pro Asp Leu Leu Asn Cys Leu Arg Asp Asp
1730 1735 1740

Gln Pro Phe Leu Ile Thr Val Arg Gln His Ile Ile Phe Gly Ile Ser
1745 1750 1755 1760

Leu Asn Pro Glu Val Lys Ser Asn Asp Ala Met Val Pro Ile Ala Gly
1765 1770 1775

Ile Gln Asn Gly Leu Asp Val Glu Phe Asp Asp Ala Glu Gln Tyr Ile
1789 1785 1790

Tyr Trp Val Glu Asn Pro Gly Glu Ile His Arg Val Lys Thr Asp Gly
1795 1800 1805

Thr Asn Arg Thr Val Phe Ala Ser lle Ser Met Val Gly Pro Ser Met
iglo 1815 1820

Asn Leu Ala Leu Asp Trp Ile Ser Arg Asn Leu Tyr Ser Thr Asn Pro
1825 1830 1835 1840

Arg Thr Gln Ser Ile Glu Val Leu Thr Leu His Gly Asp Ile Arg TIyr
1845 1850 1855

Arg Lys Thr Leu Ile Ala Asn Asp Gly Thr Ala Leu Gly Val Gly Phe
1860 1865 1870

Pro Ile Gly Ile Thr Val Asp Pro Ala Arg Gly Lys Leu Tyr Trp Ser
1875 1880 1885

Asp Gln Gly Thr Asp Ser Gly Val Pro Ala Lys Ile Ala Ser Ala Asn
18920 1895 1500

Met Asp Gly Thr Ser Val Lys Thr Leu Phe Thr Gly Asn Leu Glu His
1905 1910 1915 1920

Leu Glu Cys Val Thr Leu Asp Ile Glu Glu Gln Lys Leu Tyr Trp Ala
1925 1930 1935

Val Thr Gly Arg Gly Val Ile Glu Arg Gly Asn Val Asp Gly Thr Asp
1940 1945 1850

Arg Met Ile Leu Val His Gln Leu Ser His Pro Trp Gly I1le Ala Val
1955 1860 1965

His Asp Ser Phe Leu Tyr Tyr Thr Asp Glu Gln Tyr Glu Val Ile Glu
1970 1975 1980

Arg Val Asp Lys Ala Thr Gly Ala Asn Lys Ile Val Leu Arg Asp Asn
1985 1820 1995 2000

Val Pro Asn Leu Arg Gly Leu Gln Val Tyr His Arg Arg Asn Ala Ala
2005 2010 2015

Glu Ser Ser Asn Gly Cys Ser Asn Asn Met Asn Ala Cys Gln Gln Ile
2020 2025 2030

Cys Leu Pro Val Pro Gly Gly Leu Phe Ser Cys Ala Cys Ala Thr Gly
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2035 2040 2045

Phe Lys Leu Asn Pro Asp Asn Arg Ser Cys Ser Pro Tyr Asn Ser Phe
2050 2055 2060C

Ile Val val Ser Met Leu Ser Ala Ile Arg Gly Phe Ser Leu Glu Leu
2065 2070 2075 2080

Ser Asp His Ser Glu Thr Met Val Pro Val Ala Gly Gln Gly Arg Asn
2085 20990 2095

Ala Leu His Val Asp Vzl Asp Val Ser Ser Gly Phe Ile Tyr Trp Cys
2100 2105 2119

Asp Phe Ser Ser Ser Val Ala Ser Asp Asn Ala lle Arg Arg Ile Lys
2115 2120 2125

Pro Asp Gly Ser Ser Leu Met Asn Ile Val Thr His Gly Ile Gly Glu
2130 2135 2140

Asn Gly Val Arg Gly Ile Ala Val Asp Trp Val Ala Gly Asn Leu Tyr
2145 2150 2155 2160

Phe Thr Asn Ala Phe Val Ser Glu Thr Leu Ile Glu Val Leu Arg Ile
2165 2170 2175

Asn Thr Thr Tyr Arg Arg Val Leu Leu Lys Val Thx Val Asp Met Pro
2180 2185 2190

Arg His Ile Val Val Asp Pro Lys Asn Arg Tyr Leu Phe Trp Ala Asp
2195 2200 2205

Tyr Gly €ln Arg Pro Lys Ile Glu Arg Ser Phe Leu Asp Cys Thr Asn
2210 22158 2220

Arg Thr Val Leu Val Ser Glu Gly Ile Val Thr Pro Arg Gly Leu Ala
2225 2230 2235 2240

val Asp Arg Ser Asp Gly Tyr Val Tyr Trp Val Asp Asp Ser Leu Asp
2245 2250 2255

Ile Ile Ala Arg Ile Arg Ile Asn Gly Glu Asn Ser Glu Val Ile Arg
2260 2265 2270

Tyr Gly Ser Arg Tyr Pro Thr Pro Tyr Gly Ile Thr Val Phe Glu Asn
2275 2280 2285

Ser Ile Ile Trp Val Asp Arg Asn Leu Lys Lys Ile Phe Gln Ala Ser
2290 2295 2300

Lys Glu Pre Glu Asn Thr Glu Pro Pro Thr Val Ile Arg Asp Asn Ile
2305 2310 2315 2320

Asn Trp Leu Arg Asp Val Thr Ile Phe Asp Lys Gln Val Gln Pro Arg
2325 2330 2335

Ser Pro Ala Glu Val Asn Asn Asn Pro Cys Leu Glu Asn Asn Gly Gly
2340 23458 2350

Cys Ser His Leu Cys Phe Ala Leu Pro Gly Leu His Thr Pro Lys Cys
2355 2360 2365

Asp Cys Ala Phe Gly Thr Leu Gln Ser Asp Gly Lys Asn Cys Ala Ile
2370 2375 2380
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Ser Thr Glu Asn Phe lLeu Ile Phe Ala Leu Ser
2385 2390 2395

Leu His Leu Asp Pro Glu Asn His Sexr Pro Pro
2405 2410

Val Glu Arg Thr Val Met Ser Leu Asp Tyr Asp
2420 2425

Ile Tyr Phe Thr Gln Asn Leu Ala Ser Gly Val
2435 2440

Asn Ser Leu Arg Ser

2400

Phe Gln Thr Ile Asn

2415

Ser Val Ser Asp Arg

2430

Gly Gln Ile Ser Tyr

2445

Ala Thr Leu Ser Ser Gly Ile His Thr Pro Thr Val Ile Ala Ser Gly

2450 2455

2460

Ile Gly Thr Ala Asp Gly Ile Ala Phe Asp Trp Ile Thr Arg Arg Ile
2480

2465 2470 2475

Tyr Tyr Ser Asp Tyr Leu Asn Gln Met Ile Asn Ser Met Ala Glu Asp

2485 2490

2495

€ly Ser Asn Arg Thr Val Ile Ala Arg Val Pro Lys Pro Arg Ala Ile

25900 2505

2510

Val Leu Asp Pro Cys Gln Gly Tyr Leu Tyr Trp Ala Asp Trp Asp Thr

2515 2520

His Ala Lys Ile Glu Arg Ala Thr Leu Gly Gly

Asn

2530 2535 2540

Ile Val Asn Ser Ser lLeu Val Met Pro Ser Gly
2545 2550 2555

Glu Glu Asp Leu Leu Tyr Trp Val Asp Ala Ser
2565 2870

Arg Ser Thr Leu Thr Gly Val Asp Arg Glu Val
2580 2585

Val His ala Phe Gly Leu Thr Leu Tyr Gly Gln
2595 2600

Leu

Lewu

Ile

Tyr

2525

Phe Arg val Pro

Thr Leu Asp Tyr

2560

Gln Arg Ile Glu

2575

Vval Asn Ala Ala

Ile
2605

Asp Leu Tyr Thr Gln Arg Ile Tyr Arg Ala Asn Lys Tyr

2610 2615

2620

Gly Gln Ile Ala Met Thr Thr Asn Leu Leu Ser Gln Pro

2625 2630 2635

2590

Tyr Trp Thr

Asp Gly Serx

Arg Gly Ile

Asn Thr Val Val Lys Asn Gln Lys Gln GIn Cys Asn Asn Pro Cys

2645 2650

2655

Gln Phe Asn Gly Gly Cys Ser His Ile Cys Ala Pro Gly Pro Asn

2660 2665

2670

Ala Glu Cys Gln Cys Pro His Glu Gly Asn Trp Tyr Leu Ala Asn

2675 2680

2685

Arg Lys His Cys Ile Val Asp Asn Gly Glu Arg Cys Gly Ala Ser

2690 2695

2700

2640

Glu

Gly

Asn

Ser

Phe Thr Cys Ser Asn Gly Arg Cys Ile Ser Glu Glu Trp Lys Cys Asp

2705 2710 2715

2720

Asn Asp Asn Asp Cys Gly Asp Gly Ser Asp Glu Met Glu Ser Val Cys

2725 2736

30

2735



ES 2532333 T3

Ala Leu His Thr Cys Ser Pro Thr Ala Phe Thr Cys Ala Asn Gly Arg
2740 2745 2750

Cys Val Gln Tyr Ser Tyr Arg Cys Asp Tyr Tyr Asn Asp Cys Gly Asp
2755 2760 2765

Gly Ser Asp Glu Ala Gly Cys Leu Phe Arg Asp Cys Asn Ala Thr Thr
2770 2775 2780

Glu Phe Met Cys Asn Asn Arg Arg Cys Ile Pro Arg Glu Phe Ile Cys
2785 2790 2795 2800

Asn Gly Val Asp Asn Cys His Asp Asn Asn Thr Ser Asp Glu Lys Asn
2805 2810 2815

Cys Pro Asp Arg Thr Cys Gln Ser Gly Tyr Thr Lys Cys His Asn Ser
2820 2825 ) 2830

Asn Ile Cys Ile Pro Arg Val Tyr Leu Cys Asp Gly Asp Asn Asp Cys
2835 2840 2845

Gly Asp Asn Ser Asp Glu Asn Pro Thr Tyr Cys Thr Thr His Thr Cys
2850 2855 2860

Ser Ser Ser Glu Phe Gln Cys Ala Ser Gly Arg Cys Ile Pro Gln His
2865 2870 2875 2880

Trp Tyr Cys Asp Gln Glu Thr Asp Cys Phe Asp Ala Ser Asp Glu Pro
2885 2890 2895

Ala Ser Cys Gly His Ser Glu Arg Thr Cys Leu Ala Asp Glu Phe Lys
2900 2905 2910

Cys Asp Gly Gly Arg Cys Ile Pro Ser Glu Trp Ile Cys Asp Gly Asp
2915 2920 2925

Asn Asp Cys Gly Asp Met Ser Asp Glu Asp Lys Arg His Gln Cys Gln
2930 2935 2940

Asn Gln Asn Cys Ser Asp Ser Glu Phe Leu Cys Val Asn Asp Arg Pro
2945 2950 2955 2960

Pro Asp Arg Arg Cys Ile Pro Gln Ser Trp Val Cys Asp Gly Asp val
2965 2970 2975

Asp Cys Thr Asp Gly Tyr Asp Glu Asn Gln Asn Cys Thr Arg Arg Thr
2980 2985 2990

Cys Ser Glu Asn Glu Phe Thr Cys Gly Tyr Gly Leu Cys Ile Pro Lys
2995 3000 3005

Ile Phe Arg Cys Asp Arg His Asn Asp Cys Gly Asp Tyr Ser Asp Glu
3010 3015 3020

Arg Gly Cys Leu Tyr Gln Thr Cys Gln Gln Asn Gln Phe Thr Cys Gln
3025 3030 3035 30490

Asn Gly Arg Cys Ile Ser Lys Thr Phe Val Cys Asp Glu Asp Asn Asp
3045 3050 3055

Cys Gly Asp Gly Ser Asp Glu Leu Met His Leu Cys His Thr Pro Glu
3060 3065 3070

Pro Thr Cys Pro Pro His Glu Phe Lys Cys Asp Asn Gly Arg Cys Ile
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3075 3089 3085

Glu Met Met Lys Leu Cys Asn His Leu Asp Asp Cys Leu Asp Asn Ser
3090 3095 3100

Asp Glu Lys Gly Cys Gly Ile Asn Glu Cys His Asp Pro Ser Ile Ser
3105 3110 3115 3120

Gly Cys Asp His Asn Cys Thr Asp Thr Leu Thr Ser Phe Tyr Cys Ser
3125 3130 3135

Cys Arg Pro Gly Tyr Lys Leu Met Ser Asp Lys Arg Thr Cys Val Asp
3140 3145 3150

Ile Asp Glu Cys Thr Glu Met Pro Phe Val Cys Ser Gln Lys Cys Glu
3155 3160 3165

Asn Val Ile Gly Ser Tyr Ile Cys Lys Cys Ala Pro Gly Tyr Leu Arg
3170 3175 3180

Glu Pro Asp Gly Lys Thr Cys Arg Gln Asn Ser Asn Ile Glu Pro Tyr
3185 3120 3185 3200

Leu Ile Phe Ser Asn Axg Tyr Tyr Leu Arg Asn Leu Thr Ile Asp Gly
3205 3210 3215

Tyr Phe Tyr Ser Leu Ile Leu Glu Gly Leu Asp Asn Val Val Ala Leu
3220 32235 3230

Asp Phe Asp Arg Val Glu Lys Arg Leu Tyr Trp Ile Asp Thr Gln Arg
3235 3240 3245

Gln Val Ile Glu Arg Met Phe Leu Asn Lys Thr Asn Lys Glu Thr Ile
3259 3255 3260

Ile Asn His Arg Leu Pro Ala Ala Glu Ser Leu Ala Val Asp Trp Val
3265 3270 3275 3280

Ser Arg Lys Leu Tyr Trp Leu Asp Ala Arg Leu Asp Gly Leu Phe Val
3285 3290 3285

Ser Asp Leu Asn Gly Gly His Arg Arg Met Leu Ala Gln His Cys Val
3300 3305 3310

Asp Ala Asn Asn Thr Phe Cys Phe Asp Asn Pro Arg Gly Leu Ala Leu
3315 3320 3325

His Pro Gln Tyr Gly Tyr Leu Tyr Trp Ala Asp Trp Gly His Arg Ala
3330 3335 3340

Tyr Ile Gly Arg Val Gly Met Asp Gly Thr Asn Lys Ser Val Ile Ile
3345 3350 3355 3360

Ser Thr Lys Leu Glu Trp Pro Asn Gly Ile Thr Ile Asp Tyr Thr Asn
3365 3370 3375

Asp Leu Leu Tyr Trp Ala Asp Ala His Leu Gly Tyr Ile Glu Tyr Ser
3380 3385 3390

Asp Leu Glu Gly His His Arg EHis Thr Val Tyr Asp Gly Ala Leu Pro
3385 3400 3495

His Pro Phe Ala Ile Thr Ile Phe Glu Asp Thr Ile Tyr Trp Thr Asp
3410 3415 3420
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Trp Asn Thr Arg Thr Val Glu Lys Gly Asn Lys Tyr Asp Gly Ser Asn
3425 3430 3435 3440

Arg Gln Thr Leu Val Asn Thr Thr His Arg Pro Phe Asp Ile His Val
3445 3450 3455

Tyr His Pro Tyr Arg Gln Pro Ile Val Ser Asn Pro Cys Gly Thr Asn
3460 3465 3470

Asn Gly Gly Cys Ser His Leu Cys Leu Ile Lys Pro Gly Gly Lys Gly
3475 3480 3485

Phe Thr Cys Glu Cys Pro Asp Asp Phe Arg Thr lLeu Gin Leu Ser Gly
3490 3495 3500

Ser Thr Tyr Cys Met Pro Met Cys Ser Ser Thr Gln Phe Leu Cys Ala
35058 3510 3515 3520

Asn Asn Glu Lys Cys Ile Pro Ile Trp Trp Lys Cys Asp Gly Gln Lys
3525 3530 3535

Asp Cys $Ser Asp Gly Ser Asp Glu Leu Ala Leu Cys Pro Gln Arg Phe
3540 3545 3550

Cys Arg Leu Gly Gln Phe Gln Cys Ser Asp Gly Asn Cys Thr Ser Pro
3555 3560 3565

Gln Thr Leu Cys Asn Ala His Gln Asn Cys Pro Asp Gly Ser Asp Glu
3570 3578 3580

Asp Arg Leu Leu Cys Glu Asn His His Cys Asp Ser Asn Glu Trp Gln
3585 3590 3585 3600

Cys Ala Asn Lys Arg Cys Ile Pro Glu Ser Trp Gln Cys Asp Thr Phe
3605 3610 3615

Asn Asp Cys Glu Asp Asn Ser Asp Glu Asp Ser Ser His Cys Ala Ser
3620 3625 3630

Brg Thr Cys Arg Pro Gly Gln Phe Arg Cys Ala Asn Gly Arg Cys Ile
3635 3640 3645

Pro Gln Ala Trp Lys Cys Asp Val Asp Asn Asp Cys Gly Asp His Ser
3650 3655 3660

Asp Glu Pro Ile Glu Glu Cys Met Ser Ser Ala His Leu Cys Asp Asn
3665 3670 3675 3680

Phe Thr Glu Phe Ser Cys Lys Thr Asn Tyr Arg Cys Ile Pro Lys Trp
3685 3630 3655

Ala Val Cys Asn Gly Val Asp Asp Cys Arg Asp Asn Ser Asp Glu Gln
3700 3705 3710

Gly Cys Glu Glu Arg Thr Cys His Pro Val Gly Asp Phe Arg Cys Lys
3715 3720 3725

Asn His His Cys Ile Pro Leu Arg Trp Gln Cys Asp Gly Gln Asn Asp
3730 3735 3740

Cys Gly Asp Asn Ser Asp Glu Glu Asn Cys Ala Pro Arg Glu Cys Thr
3745 3750 3755 3760

Glu Ser Glu Phe Arg Cys Val Asn Gln Gln Cys Ile Pro Ser Arxg Trp
3765 377¢ 3775
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Ile Cys Asp His Tyr Asn Asp Cys Gly Asp Asn Ser Asp Glu Arg Asp
3780 3785 3790

Cys Glu Met Arg Thr Cys His Pro Glu Tyr Phe Gln Cys Thr Ser Gly
3795 3800 3805

His Cys Val His Ser Glu Leu Lys Cys Asp Gly Ser Ala Asp Cys Leu
3810 3815 3820

Asp Ala Ser Asp Glu Ala Asp Cys Pro Thr Arg Phe Pro Asp Gly Ala
3825 3830 3835 3840

Tyr Cys Gln Ala Thr Met Phe Glu Cys Lys Asn His Val Cys Ile Pro
3845 3850 3855

Pro Tyr Trp Lys Cys Asp Gly Asp Asp Asp Cys Gly Asp Gly Ser Asp
3860 3865 3870

Glu Glu Leu His Leu Cys Leu Asp Val Pro Cys Asn Ser Pro Asn Arg
3875 3880 3885

Phe Arg Cys Asp Asn Asn Arg Cys Ile Tyr Ser His Glu Val Cys Asn
3890 3895 3900

Gly Val Asp Asp Cys Gly Asp Gly Thr Asp Glu Thr Glu Glu His Cys
3905 3910 3915 39290

Arg Lys Pro Thr Pro Lys Pxo Cys Thr Glu Tyr Glu Tyr Lys Cys Gly
3925 3930 3935

Asn Gly His Cys Ile Pro His Asp Asn Val Cys Asp Asp Ala Asp Asp
3940 3945 3850

Cys Gly Asp Trp Ser Asp Glu Leu Gly Cys Asn Lys Gly Lys Glu Arg
3955 3560 3965

Thr Cys Ala Glu Asn Ile Cys Glu Gln Asn Cys Thr Gln Leu Asn Glu
3970 3975 3980

Gly Gly Phe Ile Cys Ser Cys Thr Ala Gly Phe Glu Thr Asn Val Phe
3985 3990 3985 4000

Asp Arg Thr Ser Cys Leu Asp Ile Asn Glu Cys Glu Gln Phe Gly Thr
4005 4010 4015

Cys Pro Gln His Cys Arg Asn Thr Lys Gly Ser Tyr Glu Cys val Cys
4020 4025 4030

Ala Asp Gly Phe Thr Ser Met Ser Asp Arg Pro Gly Lys Arg Cys Ala
4035 4040 4045

ala Glu Gly Ser Ser Pro Leu Leu Leu Leu Pro Asp Asn vVal Arg Ile
4050 4055 4060

Arg Lys Tyr Asn Leu Ser Ser Glu Arg Phe Ser Glu Tyr Leu Gln Asp
4065 4070 4075 4080

Glu Glu Tyr Ile Gln Ala Val Asp Tyr Asp Trp Asp Pro Lys Asp Ile
4085 4090 4095

Gly Leu Ser Val Val Tyr Tyr Thr Val Arg Gly Glu Gly Ser Arg Phe
4100 4105 41190

Gly Ala Ile Lys Arg Ala Tyr Ile Pro Asn Phe Glu Ser Gly Arg Asn
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4115 4120 4125

Asn Leu Val Gln Glu Val Asp Leu Lys Leu Lys Tyr Val Met Gln Pro
4130 4135 41420

Asp Gly Ile Ala Val Asp Trp Val Gly Arg His Ile Tyr Trp Ser Asp
4145 4150 4155 4160

Vval Lys Asn Lys Arg Ile Glu Val Ala Lys Leu Asp Gly Arg Tyr Arg
4165 4170 4175

Lys Trp Leu Ile Ser Thr Asp lLeu Asp Gln Pro Ala Ala Ile Ala Val
4180 4185 4190

Asn Pro Lys Leu Gly Leu Met Phe Trp Thr Asp Trp Gly Lys Glu Pro
4195 4200 4205

Lys Ile Glu Ser Ala Trp Met Asn Gly Glu Asp Arg Asn Ile Leu Val
4210 4215 4220

Phe Glu Asp Leu Gly Trp Pro Thr Gly Leu Ser Ile Asp Tyr Leu Asn
4225 4230 4235 4240

Asn Asp Arg Ile Tyr Trp Ser Asp Phe Lys Glu Asp Val Ile Glu Thr
4245 4250 4255

Ile Lys Tyr Asp Gly Thr Asp Arg Arg Val Ile Ala Lys Glu Ala Met
4260 4265 4270

Asn Pro Tyr Ser ieu Asp Ile Phe Glu Asp Gln Leu Tyr Trp Ile Ser
4275 4280 4285

Lys Glu Lys Gly Glu Val Trp Lys Gln Asn Lys Phe Gly Gln Gly Lys
4290 4295 43Q0

Lys Glu Lys Thr Leu Val Val Asn Pro Trp Leu Thr Gln Val Arg Ile
4305 4310 4315 4320

Phe His Gln Leu Arg Tyr Asn Lys Ser Val Pro Asn Leu Cys Lys Gln
4325 4330 4335

Ile Cys Ser His Leu Cys Leu Leu Arg Pro Gly Gly Tyr Ser Cys Ala
4340 4345 4350

Cys Pro Gln Gly Ser Ser Phe Ile Glu Gly Ser Thr Thr Glu Cys Asp
4355 4360 4365

Ala Ala Ile Glu Leu Pro Ile Asn Leu Pro Pro Pro Cys Arg Cys Met
43790 4375 4380

His Gly Gly Asn Cys Tyr Phe Asp Glu Thr Asp Leu Pro Lys Cys Lys
4385 4350 4395 4400

Cys Pro Ser Gly Tyr Thr Gly Lys Tyr Cys Glu Met Ala Phe Ser Lys
4405 4410 4415

Gly Ile Ser Pro Gly Thr Thr Ala Val Ala Val Leu Leu Thr Ile Leu
4420 4425 4430

Leu Ile Val val Ile Gly Ala Leu Ala Ile Ala Gly Phe Phe His Tyr
4435 4440 4445

Arg Arg Thr Gly Ser Leu Leu Prec Ala Leu Pro Lys Leu Pro Sexr Leu
4450 4455 4460
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Ser Ser Leu Val Lys Pro Ser Glu Asn Gly Asn Gly Val Thr Phe Arg
4465 4470 4475 4480

Ser Gly Ala Asp Leu Asn Met Asp Ile Gly Val Ser Gly Phe Gly Pro
4485 4490 4495

Glu Thr Ala Ile Asp Arg Ser Met Ala Met Ser Glu Asp Phe Val Met
4500 4505 4510

Glu Met Gly Lys Gln Pro Ile Ile Phe Glu Asn Pro Met Tyr Ser Ala
4515 4520 4525

Arg Asp Ser Ala Val Lys Val Val Gln Pro Ile Gln Val Thr Val Ser
4530 4535 4540

Glu Asn Val Asp Asn Lys Asn Tyr Gly Ser Pro Ile Asn Pro Ser Glu
4545 4550 4555 4560

Ile Val Pro Glu Thr Asn Pro Thr Ser Pro Ala Ala Asp Gly Thr Gln
4565 4570 4575

Val Thr Lys Trp Asn Leu Phe Lys Arg Lys Ser Lys Gln Thr Thr Asn
4580 4585 4590

Phe Glu Asn Pro Ile Tyr Alz Gln Met Glu Asn Glu Gln Lys Glu Ser
4595 4600 4605

val Ala Ala Thr Pro Pro Pro Ser Pro Ser Leu Pro Ala Lys Pro Lys
4610 4615 4620

Pro Pro Ser Arg Arg Asp Pro Thr Pro Thr Tyr Ser Ala Thr Glu Asp
4625 4630 4635 4640

Thr Phe Lys Asp Thr Ala Asn Leu Val Lys Glu Asp Ser Glu Val
4645 4650 46535
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REIVINDICACIONES

1. Uso de megalina humana en una muestra de orina obtenida a partir de un sujeto como marcador de
diagndstico para detectar un trastorno renal que es nefropatia por IgA, en el que se mide el nivel de megalina
humana en una muestra de orina y un nivel aumentado de megalina humana indica el trastorno renal.

2. El uso de megalina humana en orina segun la reivindicacion 1, en el que el trastorno renal se detecta para
prediccioén del pronéstico.

3. El uso de megalina humana en orina segun la reivindicacion, 2, en el que se efectua la prediccion del
prondstico de un trastorno renal para evaluar disfunciones tubulares.

4. El uso de megalina humana en orina segun la reivindicacion 1, en el que se detecta el trastorno renal para
evaluar la graduacion del trastorno.

5. El uso de megalina humana en orina segun la reivindicacion 4, en el que se evallda la graduacion del
trastorno renal para evaluar disfunciones tubulares.
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~ Fig. 1

Individuo sano {n = 6§)
Nefropatia diabética (n = 71)
Nefropatia por IgA (n=81)

Sindrome nefrotico {n=1§)

Valor de referencia
logrado a partir de 66
casos individuales sanos
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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© Nefropatia diabética (etapa lll- nefropatia manifiesta) (r = 15)

— Valor de referencia logrado a partir de 66 casos individuales sanos
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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