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DESCRIPCION
Biomarcadores de enfermedad renal
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a la enfermedad renal y a los métodos para su diagnosis.
Antecedentes de la invencion

Enfermedad renal es un término general, que describe una clase de afecciones en las que los rifiones fallan en su
funcién de filtrar y eliminar productos residuales de la sangre. Existen dos formas de enfermedad renal; la
insuficiencia renal aguda (IRA) y la enfermedad renal cronica (ERC). La ERC normalmente es asintomatica, excepto
en su estado mas avanzado. En consecuencia, normalmente se requieren analisis sanguineos y/o de orina para
realizar la diagnosis.

La definicion de ERC desarrollada por la “Kidney Disease Outcomes Quality Inititative” (KDOQI) es:

1. Dafo renal presente durante al menos 3 meses, definido por anormalidades estructurales o funcionales (la
mayoria de las veces basadas en una albuminuria incrementada, p.ej., una relacién albumina urinaria /
creatinina [UACR] = 30 mg/g), y/o

2. Una tasa de filtracion glomerular (GFR) <60 mL/min-1,73 m? presente durante al menos 3 meses.

En este contexto, la KDOQI clasifica la ERC en cinco estadios o etapas, segun se indica a continuacion:

Estadio 1: Dafio renal con GFR = 90 mL/min/1,73 m?.

Estadio 2: Dario renal con GFR 60-89 mL/min/1,73 m?2.

Estadio 3: GFR 30-59 mL/min/1,73 m?.

Estadio 4: GFR 15-29 mL/min/1,73 m?.

Estadio 5: GFR < 15 mL/min/1,73 m? o fallo renal tratado mediante dialisis o trasplante.

En los Estados Unidos, en base a datos del estudio “1999-2006 National Health and Nutrition Examination Survey’
(NHANES), se estima que un 11,1 por ciento de los adultos con edad de 20 afios 0 mas (22,4 millones) presentan
ERC de los estadios 1-3. Otros 0,8 millones de adultos de los EE.UU. con edad de 20 afios o mas presentan ERC
de estadio 4, y mas de 0,3 millones presentan ERC de estadio 5 y reciben hemodialisis.

El anadlisis de los datos NHANES entre 1988-1994 y 1999-2004 sugiere que la prevalencia de la ERC esta
aumentando en todos los estadios de la ERC, pero con un aumento particular en la prevalencia de individuos
clasificados con ERC de estadio 3. También ha aumentado el numero de pacientes con ERC de estadio 5 que
requieren dialisis. Se ha estimado que para 2015 mas de 700.000 individuos padeceran Enfermedad Renal Terminal
(ERT).

Aunque la ERC puede estar producida por enfermedades renales primarias (p.ej., enfermedades glomerulares,
enfermedades tubulointersticiales, obstruccion, y enfermedad renal poliquistica), en la gran mayoria de los pacientes
con ERC, el dafio renal esta asociado a otras afecciones médicas tales como la diabetes y la hipertension. En 2008,
excluyendo a los pacientes con ERT, el 48 por ciento de los pacientes Medicare con ERC presentaban diabetes, el
91 por ciento tenian hipertension, y el 46 por ciento presentaban enfermedad cardiaca aterosclerética. Otros factores
de riesgo para la ERC incluyen la edad, la obesidad, el historial familiar y la etnia.

La ERC ha sido asociada a numerosos resultados sanitarios adversos. Muchos estudios han publicado que una
GFR de 30-59 mL/min/1,73 m? esta asociada a un aumento del riesgo de mortalidad, enfermedad cardiovascular,
fracturas, pérdida Osea, infecciones, deficiencia cognitiva y debilidad. De forma similar, parece que existe una
relacion graduada entre la gravedad de la proteinuria y la albuminuria y los resultados sanitarios adversos, que
incluyen mortalidad, ERT, y enfermedad cardiovascular. Ademas, el riesgo de resultados adversos conferido por una
GFR reducida y por un aumento de la albuminuria (o de la proteinuria) parece ser independiente y multiplicativo.

Las razones para considerar el escrutinio de la ERC en estadios tempranos incluyen la elevada y creciente
prevalencia de la ERC, sus factores de riesgo conocidos, sus numerosas consecuencias adversas sobre la salud, su
larga fase asintomatica, la disponibilidad de ensayos de escrutinio potenciales para la ERC, y la disponibilidad de
tratamientos que pueden alterar el curso de la ERC en estadios tempranos y reducir complicaciones de la ERC en
estadios tempranos o sus afecciones sanitarias asociadas.

Algunas organizaciones recomiendan ya el escrutinio de la ERC en poblaciones seleccionadas. EI documento
“Kidney Disease: Improving Global Outcomes” (KDIGO) recomienda el escrutinio de todos los pacientes con
hipertension, diabetes o enfermedad cardiovascular. La “American Diabetes Association” recomienda un escrutinio
anual de todos los adultos con diabetes, en base a “el consenso de expertos o la experiencia clinica”. El “Joint
National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure” (JNC7)
recomienda el escrutinio anual de todos los pacientes con hipertension y diabetes combinadas. También en defensa
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de un escrutinio seleccionado, la “National Kidney Foundation” patrocina escrutinios de ERC gratuitos para todos los
adultos con hipertension, diabetes o con un pariente directo con un historial de enfermedad renal, hipertension o
diabetes.

En la mayoria de los pacientes con ERC en estadios 1-3 la GFR disminuye lentamente. Sin embargo, la tasa de
reduccion varia de un individuo a otro, y aparentemente multitud de factores influyen en dicha progresion. Puesto
que la ERC en estadios 1-3 normalmente progresa asintomaticamente, la deteccion de la ERC en estadios
tempranos requiere ensayos de laboratorio.

Algunas organizaciones recomiendan la monitorizacién de los cambios en la funcién renal o en el dafio renal en
pacientes con ERC. Por ejemplo, la “Kidney Disease Outcomes Quality Initiative” (KDOQI) recomienda al menos una
medida anual de la GFR estimada en adultos con ERC a fin de predecir la aparicion de la ERT y evaluar el efecto de
los tratamientos de ERC. La JNC7 recomienda una determinacion anual cuantitativa de albuminuria en todos los
pacientes con “enfermedad renal”. La KDOQI también recomienda una monitorizacion mas frecuente de pacientes
de ERC con una funcion renal en deterioro.

La aparicion en sangre de proteinas celulares liberadas tras una lesion tisular esta adquiriendo un interés cada vez
mayor, ya que es importante para el tratamiento de pacientes con lesiones en tejidos debidas a una
isquemia/reperfusion aguda, trastornos neuroldgicos, cancer, rechazo de érganos o trauma. La proteina de unién
acido graso (FABP) es uno de dichos biomarcadores de lesion tisular. Se trata de una proteina citoplasmaticas
relativamente pequeia (15 kDa), que es expresada de manera abundante en tejidos con un metabolismo de acidos
grasos activo, p.ej., en corazon e higado. Hasta el momento se han identificado nueve tipos distintos de FABP, y
todos los tipos exhiben una estructura caracteristica de distribucion en tejidos. Son denominadas en funcién del
tejido en el que fueron descubiertas por primera vez e incluyen el tipo hepatico (L-FABP/FABP1), el tipo intestinal (I-
FABP/FABP2), el tipo muscular y cardiaco (H-FABP/FABP3), el tipo adipocito (A-FABP/FABP4), el tipo epidérmico
(E-FABP/FABPS5), el tipo ileal (I-FABP/FABPS6), tipo cerebral (B-FABP/FABP7), tipo mielina (M-FABP/FABPS) y tipo
testicular (T-FABP/FABP9).

Las FABPs se unen a acidos grasos (AG) de cadena larga con una elevada afinidad. Su estructura terciaria
incorpora un barril beta ligeramente eliptico ligado a una estructura de hélice-giro-hélice, que se cree que actua
como portal para el acceso y el egreso de los AG. Su funcién primaria es la de facilitar el transporte intracelular de
acidos grasos de cadena larga, aunque otras funciones incluyen la regulacion de la expresion génica a través de la
mediacion en la traslocalizacién de sefal de acido graso a receptores activados de proliferador de peroxisoma
(PPARS).

La FABP1 es expresada en los tubulos proximales del rifion, el higado, el intestino, el pancreas, el pulmén y el
estdmago. Se ha propuesto la hipétesis de que esta implicada en la absorcion de lipidos por parte de enterocitos y
en el transporte de lipidos de hepatocitos y en el metabolismo de lipoproteinas. Sus caracteristicas superficiales y de
union unicas probablemente contribuyen a sus propiedades funcionales especificas. Al contrario que la unién
estequiométrica de AG de cadena larga de otras FABPs, cada molécula de FABP1 se une a dos moléculas de AG.
También se une a una variedad de otros ligandos hidrofébicos pequefios, tales como lisofosfolipidos, heme y
vitamina K.

La patente de EE.UU. n° 7.592.148 B1 describe un método para la diagnosis o prognosis de enfermedad renal en
humanos, que comprende la deteccion de FABP1 en tejido renal o en la orina. Kamijo et al. (Diabetes Care 2011; 34:
691-6) emplearon el CMIC ELISA para demostrar que la excrecion urinaria de FABP1 aumenta con el deterioro de la
funcién renal, mientras que el nivel de FABP1 en suero no se vio afectado de forma significativa. Estos métodos
incluyen la determinacion de FABP1 en orina como matriz de muestra. El CMIC ELISA se encuentra disponible
comercialmente para el analisis de FABP1 en orina. La patente de EE.UU. n° 7.592.148 B1 presenta el analisis de
34 especimenes de orina, recogidos de pacientes con ERC. Adicionalmente, también se determiné la cantidad de
NAG (N-acetil-B-D-glucosaminidasa) en los especimenes de orina. La NAG es una enzima marcador que existe en
las células de tejido renal, y el nivel de NAG en la orina generalmente es considerado un indicador de lesion del
tejido renal. Se confirmé que el nivel de NAG y el de FABP1 se correlacionan positivamente uno con el otro en los
casos estandares. Sin embargo, en un 15% de los casos, aunque el nivel de NAG fue elevado, el nivel de FABP fue
bajo. Se sugirié que, en este grupo, el nivel de FABP1 en los tejidos de rifion es bajo. Sin embargo, también podria
postularse que el bajo nivel de FABP1 en dichas muestras puede deberse a la naturaleza de la enfermedad en estos
pacientes concretos, que da como resultado una reduccién de la cantidad de FABP1 liberada a la orina.

Existe bibliografia cientifica que sugiere que los descubrimientos de la publicacién de Kamijo et al no han sido
consistentes con el trabajo realizado por otros grupos. Kim SS et al. (Diab Res Clin Pract, 2012) descubrieron que el
nivel de FABP1 no es significativamente elevado en la orina de pacientes con microalbuminuria. Ademas,
descubrieron que muchas de las muestras de orina se encontraban por debajo del rango de deteccion del CMIC
ELISA usado en el estudio. Kamijo et al (2006) indican que el uso del nivel de FABP1 en suero no es un
biomarcador efectivo para la enfermedad renal, ya que la fuente de la FABP1 también puede proceder de dafios en
el tejido hepatico. Naturalmente, esto llevaria a otros a ignorar la utilidad de medir los niveles en suero de la FABP1
como ayuda en la diagnosis de la enfermedad renal.
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Por otro lado, los documentos Kamijo et al. (J lab Clin Med 2004; 143(1): 23-30) y Kamijo-lkemori et al. (Clinica
Chimica Akta 2006; 374(1-2): 1-7) muestran el uso de un dispositivo de estado sélido que comprende un sustrato
que tiene inmovilizado sobre él un anticuerpo de a-FABP1 para detectar niveles de FABP1 en muestras de orina.

Adicionalmente, se han propuesto varios métodos diagndsticos alternativos para la deteccion y estratificacion de
pacientes con ERC. ElI documento WO 2011/162819 describe un método para determinar si el paciente presenta
disfuncion renal midiendo los niveles de varios biomarcadores, que incluyen FABP1, cistasina C, creatinina y y-GT,
usando una serie de ensayos. El documento WO 2009/114699 describe un método para estratificar pacientes con
ERC en base a la medicién de una version de alto peso molecular de lipocalina asociada a neutrdfilo gelatinasa. El
documento WO 2010/048346 describe la deteccion de niveles de AST en combinacién con otros biomarcadores
para determinar si un paciente presenta disfuncién renal.

A pesar de la importancia de medir parametros clinicos para la ERC en suero o en orina, existen pocos ensayos
diagndsticos para predecir y monitorizar la progresion de dicha enfermedad. La medicion de la GFR no es
suficientemente sensible para una deteccion temprana de la enfermedad renal, mientras que la mediciéon de la
proteina urinaria no es especifica de la enfermedad renal, ni es adecuada para monitorizar la progresiéon de la
enfermedad. Por tanto, existe una necesidad de un marcador clinico especifico y sensible para la diagnosis de la
ERC temprana y para la clasificacion de la enfermedad renal.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona métodos para la diagnosis de la disfuncion renal. Mas especificamente, la
invencion proporciona un analisis sanguineo simple con una elevada sensibilidad y especificidad para FABP1, que
proporciona los medios para alcanzar un diagnéstico temprano y una clasificacion de la ERC.

La presente invencién se basa en el descubrimiento sorprendente realizado por los inventores de que se observa
una regulacion al alza progresiva del nivel de FABP1 en suero en pacientes con ERC de estadio 1, 2 y 3, en
comparacioén con el nivel en suero de individuos de control.

En un primer aspecto, un método para clasificar un paciente que padece ERC en uno de los estadios 1-3 de la ERC,
que comprende la determinacion del nivel de los biomarcadores FABP1, y-GT, AST, creatinina y cistatina C en una
muestra de suero obtenida del paciente. El nivel de FABP1 en la muestra se puede comparar con un valor de control
y los niveles de y-GT, AST, creatinina y cistatina C en la muestra se pueden comparar con un rango de valores de
control para cada biomarcador, en donde un aumento del nivel de FABP1 con respecto al valor de control y niveles
de y-GT, AST, creatinina y cistatina C dentro del rango de los valores de control de cada biomarcador indican que el
paciente padece ERC en estadio 1, o en donde un aumento del nivel de FABP1 con respecto al valor de control,
niveles y-GT y AST dentro del rango de valores de control de ambos biomarcadores, y un aumento de los niveles de
creatinina y de cistatina C con respecto a un valor umbral superior del rango de control para dichos biomarcadores
indican que el paciente padece ERC en estadio 2 o estadio 3.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un método para determinar si un paciente padece, o en esta en
riesgo de desarrollar, una disfuncion renal, que comprende la determinacion del nivel de FABP1 en una muestra de
suero aislada del paciente poniendo en contacto la muestra con un dispositivo de estado sélido que comprende un
sustrato que tiene una superficie activada sobre el mismo, al que se ha aplicado un anticuerpo de FABP1 en areas
discretas de la superficie activada, y comparar el nivel de FABP1 de la muestra con un valor de control de FABP1,
en donde un aumento del nivel de FABP1 con respecto al valor de control indica que el paciente tiene, o esta en
riesgo de desarrollar, una disfuncion renal.

En un tercer aspecto la invencién es un método para determinar la eficacia de un tratamiento con farmacos para
ERC, que comprende clasificar a un paciente que padece ERC en uno de los estadios 1-3 de la ERC segun el
método del primer aspecto de la presente invencion antes y después del tratamiento, en donde una reduccion del
estadio de ERC, un retardo o una parada de la progresion a un estadio mas avanzado de la ERC tras el tratamiento
indica que el tratamiento ha tenido éxito.

Descripcién de las Figuras

La invencion se describe en referencia a las siguientes Tablas y Figuras, en las que:

Figura 1: muestra la linealidad de un ensayo de FABP1.

Figura 2: muestra los niveles de FABP1 en suero de pacientes con enfermedad renal.

Figura 3: muestra los niveles de cistatina C en suero de pacientes con enfermedad renal.

Tabla 5 y Figura 4: muestran los niveles de creatinina en suero de pacientes con enfermedad renal.
Figura 5: muestra los niveles de AST en suero de pacientes con enfermedad renal.

Figura 6: muestra el nivel de y-GT en suero de pacientes con enfermedad renal.
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Figura 7: muestra los niveles de FABP1 en suero tomado de pacientes metabdlicos en comparacion con los
controles.

Figura 8: muestra los niveles de cistatina C en suero tomado de pacientes con sindrome metabdlico en comparacion
con los controles.

Figura 9: muestra los niveles de creatinina en suero tomado de pacientes con sindrome metabdlico en comparacion
con los controles.

Figura 10: muestra el nivel de AST en muestras de suero de pacientes con sindrome metabdlico y en controles.
Figura 11: muestra el nivel de y-GT en muestras de suero de pacientes con sindrome metabdlico y en controles.

Figura 12: muestra un analisis de curva receptor-operador (CRO) para determinar la especificidad y la sensibilidad
de la invencion para discriminar entre los grupos de control y todos los pacientes con ERC.

Figura 13: muestra un analisis de curva receptor-operador (CRO) para determinar la especificidad y la sensibilidad
de la invencion para discriminar entre pacientes de ERC en estadio 1 y todos los demas, que incluyen los grupos de
control y los pacientes de ERC en estadio 2 y estadio 3.

Figura 14: muestra un analisis de curva receptor-operador (CRO) para determinar la especificidad y la sensibilidad
de la invencion para discriminar entre pacientes de ERC en estadio 2 y todos los demas, que incluyen los grupos de
control y los pacientes de ERC en estadio 1 y estadio 3.

Figura 15: muestra un analisis de curva receptor-operador (CRO) para determinar la especificidad y la sensibilidad
de la invencion para discriminar entre pacientes de ERC en estadio 3 y todos los demas, que incluyen los grupos de
control y los pacientes de ERC en estadio 1 y estadio 2.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién proporciona un método para la deteccion de disfuncién renal mediante la determinacién del
nivel de FABP1 en una muestra de suero obtenida de un paciente, y comparando el nivel de FABP1 con un control.
Un aumento del nivel de FABP1 en la muestra con respecto al control indica que el paciente padece, o esta en
riesgo de desarrollar, una disfuncion renal.

El término “disfunciéon renal” en el contexto de la presente invencidon se entiende que significa afecciones o
enfermedades que se caracterizan por una reduccion de la funcién renal en relacidon a pacientes sanos. Las
enfermedades renales pueden incluir enfermedad renal crénica (ERC), insuficiencia renal aguda (IRA), nefropatia
diabética, glomerulonefritis, glomeruloesclerosis focal, nefropatia compleja inmune o lupus nefritis. La disfuncion
renal puede estar causada por una lesion renal inducida por farmacos, o por un rechazo de injerto de rifién. La
disfuncion renal se puede caracterizar como sindrome nefrético o insuficiencia renal.

En el contexto de la presente invencién, un “valor de control” se entiende como el nivel de un biomarcador particular,
tal como FABP1, y-GT, AST, creatinina o cistatina C, encontrado habitualmente en individuos sanos. El nivel de
control de un biomarcador puede determinarse mediante analisis de una muestra aislada de un individuo sano o
puede ser el nivel del biomarcador que el especialista en la técnica juzgue como habitual para un individuo sano. El
“valor de control” puede ser un rango de valores considerado por el especialista como un nivel normal para el
biomarcador en un individuo sano. El especialista apreciara que los valores de control pueden ser calculados por el
usuario analizando el nivel del biomarcador en una muestra procedente de un individuo sano, o en referencia a los
valores tipicos proporcionados por el fabricante del ensayo usado para determinar el nivel de biomarcador en la
muestra.

La muestra obtenida a partir del paciente es una muestra de suero. La determinacion del nivel de FABP1 puede
realizarse en una o mas muestras de suero del paciente. La muestra de suero se puede obtener del paciente
empleando los métodos usados de forma rutinaria en la técnica.

Los presentes inventores han descubierto que existe un aumento progresivo del nivel de FABP1 en muestras
obtenidas de pacientes que padecen ERC que se correlaciona con el estadio de progresion de la enfermedad. De
esta manera, la presente invencion puede usarse para diagnosticar la ERC en estadios tempranos. En el contexto
de la presente invencion, “estadio temprano” pretende indicar cualquiera de los tres primeros estadios de la ERC, tal
como se definen en la clasificacion KDOQI.

La presente invencion también proporciona un método para clasificar pacientes en uno de los estadios 1-3 de ERC
segun el nivel de los biomarcadores FABP1, y-GT, AST, creatinina y cistatina C en una muestra de suero obtenida
del paciente. Los niveles medidos de cada biomarcador pueden compararse con los rangos de control de cada
biomarcador, que tienen cada un nivel umbral superior y uno inferior. Los rangos de control de los valores de
biomarcadores pueden variar dependiendo de la demografia de la poblacién. Los umbrales superior e inferior para
una demografia de muestra y paciente dada pueden ser determinados por el especialista en la técnica a través del
analisis de muestras de una cohorte de pacientes para obtener valores promedio. Un ejemplo de este tipo de
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método se describe en el Ejemplo 7. Preferiblemente, un nivel de FABP1 en suero de aproximadamente 15 ng/mL a
75 ng/mL para mujeres, y de aproximadamente 21 ng/mL a 151 ng/mL para hombres, indica una ERC de estadio 1 o
de estadio 2. Una concentracion de FABP1 por encima de aproximadamente 75 ng/mL en mujeres, o de 151 ng/mL
en hombres, indica una ERC de estadio 3 o superior. El aumento progresivo de los niveles de FABP1 en suero
significa que es posible determinar la tasa de progresion de la enfermedad renal en un paciente.

La estratificacion de pacientes en una de los estadios de la ERC es util para determinar si un paciente se
beneficiaria de un tipo de tratamiento, en comparacién con otro, y también para monitorizar si un tratamiento es util.
La clasificacion de pacientes también ayuda a determinar la prognosis del paciente, facilitando de este modo los
requerimientos de cuidados futuros.

La GFR estimada se correlaciona inversamente con los niveles de creatinina y/o cistatina C. Un aumento de los
niveles de creatinina o de cistatina C con respecto a un valor de control en pacientes que presenten niveles elevados
de FABP1 permite clasificar a los pacientes en ERC de estadio 1 o de estadio 2. De esta manera, el primer aspecto
de la invencién comprende ademas la determinacién del nivel de creatinina y cistatina C en comparacion con el nivel
de los rangos normales de dichos biomarcadores (Tabla 13). Los pacientes que presentan niveles incrementados de
FABP1 en comparacion con un valor de control (tal como se demuestra en el Ejemplo 7), pero niveles de creatinina 'y
cistatina C dentro de los rangos de control para dichos biomarcadores, pueden clasificarse como ERC en estadio 1.
Los pacientes que presentan niveles incrementados de FABP1 en comparacion con un valor de control y niveles de
creatinina y/o cistatina C comparados con un rango de valores de control para cada biomarcador pueden clasificarse
como ERC de estadio 2. Un nivel incrementado de FABP1 por encima de un rango de control y niveles
incrementados de creatinina y/o cistatiha C en comparaciéon con un rango de valores de control para cada
biomarcador indica que el paciente padece ERC en estadio 3 o superior. Los niveles de y-GT, AST, creatinina y
cistatina C se pueden determinar mediante métodos cuantitativos usados rutinariamente conocidos en la técnica. De
este modo, los métodos de la presente invencién permiten la clasificaciéon de un paciente que presente disfuncién
renal como paciente que no tiene ERC o como paciente en uno de los estadios 1 a 3 de la ERC. Preferiblemente, la
clasificacion del paciente puede seguir los siguientes criterios:

“No ERC” — nivel de FABP1 por debajo del umbral inferior calculado por el especialista en la técnica a partir de una
cohorte de individuos sanos. Preferiblemente, dicho umbral inferior es 15 ng/mL (mujeres) y 21 ng/mL (hombres);

“Estadio 1” — nivel de FABP1 por encima del umbral inferior definido antes y nivel de creatinina y cistatina C dentro
del rango de control para dichos biomarcadores, y nivel de AST o y-GT dentro del rango de control para dichos
biomarcadores;

“Estadio 2” — FABP1 por encima del umbral inferior definido antes y nivel de creatinina y/o cistatina C por encima del
rango de control para dichos biomarcadores;

“Estadio 3" — FABP1 por encima del umbral superior definido antes y nivel de creatinina y/o cistatina C superior al
rango de control para dichos biomarcadores. Preferiblemente el umbral superior para FABP1 es >75 ng/mL
(Mujeres) y >151 ng/mL (Hombres).

Los niveles de rango de control y de umbral superior para los biomarcadores cistatina C, creatinina, AST y y-GT se
presentan en las Tablas 4-6, respectivamente.

Los métodos de la presente invencion pueden usar los métodos para determinar el nivel de FABP1, y-GT, AST,
cistatina C y creatinina conocidos en la técnica, tales como los métodos basados en la determinacién enzimatica y/o
quimica de proteinas y en ensayos inmunoldgicos. Los ensayos inmunoldgicos para determinar el nivel de FABP1,
y-GT, AST, cistatina C y creatinina pueden llevarse a cabo en una variedad de formatos de ensayo, que incluyen
ensayos tipo sandwich (p.ej., ELISA), ensayos competitivos (RIA competitivo), inmunoensayos puente,
inmunohistoquimica (IHC) e inmunocitoquimica (ICC). Los métodos para determinar el nivel de FABP1, y-GT, AST,
cistatina C y creatinina incluyen poner en contacto una muestra de paciente con anticuerpos que se unan a FABP1,
y-GT, AST, cistatina C y creatinina, y detectar la unién. Los anticuerpos que presentan especificidad por FABP1, y-
GT, AST, cistatina C y creatinina pueden inmovilizarse sobre un material soporte empleando métodos
convencionales. La unién de FABP1, y-GT, AST, cistatina C y creatinina a los anticuerpos del soporte se puede
detectar usando otros anticuerpos que presenten especificidad por FABP1, y-GT, AST, cistatina C y creatinina, o
usando métodos fisicos tales como la resonancia de plasmon superficial (Biacore Int., Suecia).

En determinados aspectos se usa un dispositivo de estado sélido para determinar el nivel de FABP1 en la muestra
de suero aislada del paciente. El dispositivo de estado sélido comprende un sustrato que tiene una superficie
activada sobre la que se aplica un anticuerpo de FABP1 para discriminar areas de la superficie activada.
Preferiblemente, el dispositivo de estado sélido puede llevar a cabo ensayos multi-analito de tal modo que se puede
determinar el nivel de FABP1 en una muestra aislada del paciente simultaneamente con el nivel en la muestra de
uno cualquiera de aspartato transaminasa (AST) y gamma glutamil transpeptidasa (y-GT), cistatina C y creatinina.
En esta realizacion, el dispositivo de estado sélido presenta una multiplicidad de sitios de reaccién discretos, que
portan cada uno un anticuerpo deseado ligado covalentemente al sustrato, y en el que la superficie del sustrato entre
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los sitios de reaccioén es inerte con respecto al biomarcador diana. El dispositivo de estado sélido multi-analito usado
en la presente invencion puede presentar, por tanto, poca o ninguna unién no especifica.

Un dispositivo que puede usarse en la invencion se puede preparar activando la superficie de un sustrato adecuado,
y aplicando un conjunto de anticuerpos sobre sitios discretos de la superficie. Si se desea, las otras areas activas
pueden bloquearse. Los ligandos pueden unirse al sustrato a través de un elemento de enlace. En particular, se
prefiere que la superficie activada reaccione sucesivamente con un organosilano, un ligando bifuncional y el
anticuerpo. El dispositivo de estado sdélido usado en los métodos de la presente invencién puede fabricarse segun el
método descrito, por ejemplo, en la patente GB-A-2324866.

Preferiblemente el dispositivo de estado sélido usado en los métodos de la presente invencion es el sistema “Biochip
Array Technology” (BAT) (disponible en Randox Laboratories Limited).

El dispositivo de estado sélido usado en el método de la presente invencidon comprende un anticuerpo de FABP1.
Preferiblemente el anticuerpo es especifico de FABP1 y exhibe una reactividad cruzada inferior al 0,5%,
preferiblemente inferior al 0,1%, con otros subtipos de FABP y con mioglobina. Preferiblemente, el anticuerpo de
FABP1 es un anticuerpo monoclonal.

También se ha demostrado que el nivel de FABP1 en suero esta producido por la enfermedad hepatica. A fin de
discriminar entre un aumento de los niveles de FABP1 producido por enfermedad renal y por enfermedad hepatica,
la presente invencién puede comprender ademas la determinacién de uno o mas biomarcadores de enfermedad
hepatica y la comparacion del nivel de dichos biomarcadores con controles. Los biomarcadores de enfermedad
hepatica pueden incluir AST y y-GT. Por tanto, se puede validar que un aumento observado del nivel de FABP1 en
la muestra se debe a que el paciente presenta enfermedad renal confirmando que otros marcadores de dafio
hepatico, tales como AST o y-GT, se encuentran en los rangos normales para asegurar la precision del ensayo. De
esta manera, en el caso de discriminar entre niveles incrementados de FABP1 producidos por enfermedad hepatica
o por enfermedad del rifion, y para clasificar a los pacientes entre ERC de estadio 1 y ERC de estadio 2, el
dispositivo de estado sélido usado en el método de la presente invenciéon puede comprender ademas anticuerpos
especificos de AST, y-GT, cistatina C y creatinina.

Los métodos de la presente invencién pueden usarse para monitorizar un paciente post-operacion para determinar
el riesgo de que desarrolle complicaciones renales. Especificamente, se puede obtener una muestra de un paciente
a intervalos dados post-operacion y determinar el nivel de FABP1 en la muestra. Una determinacion del nivel de
FABP1 alo largo de un margen de tiempo particular proporciona al médico una indicacion de si el paciente padece
ERC en estadio temprano y si se puede llevar a cabo la consiguiente intervencion médica.

Se acepta que los pacientes con sindrome metabdlico presentan un riesgo incrementado de desarrollar ERC. Por lo
tanto, un ensayo que pueda identificar y clasificar dichos pacientes en los diversos estadios de la ERC conllevaria
beneficios clinicos significativos en la determinacion de la probabilidad de éxito de un tratamiento dado aplicado al
paciente, o para proporcionar una guia prognostica para futuros protocolos de tratamiento. Los criterios para el
diagndstico del sindrome metabdlico segun la Federacion Internacional de Diabetes son los siguientes:

Obesidad central (definida como circunferencia de cintura® con valores especificos de etnia) mas dos cualesquiera
de los siguientes cuatro factores:

Nivel elevado de triglicéridos >/= 150 mg/dL (1,7 mmol/L)
o tratamiento especifico para esta anormalidad de lipidos

Nivel reducido de colesterol HDL <40 mg/dL (1,03 mmol/L) en hombres
< 50 mg/dL (1,29 mmol/L) en mujeres
o tratamiento especifico para esta anormalidad de lipidos

Tensién sanguinea elevada Tension arterial sistolica >/= 130 o Tension arterial diastélica >/= 85
mmHg

o tratamiento especifico de hipertension diagnosticada previamente

Nivel elevado de glucosa en plasma en | (FPG) >/= 100 mg/dL (5,6 mmol/L)
ayunas o diabetes de tipo 2 diagnosticada previamente

Si esta por encima de 5,6 mmol/lL o 100 mg/dL, se recomienda
encarecidamente OGTT pero no es necesario definir la presencia del
sindrome

*Si el IMC es > 30 kg/m2, se puede asumir obesidad central y no es necesario medir la circunferencia de la cintura.

Los inventores han descubierto que el analisis de FABP1 en suero de los pacientes de sindrome metabdlico muestra
un aumento estadisticamente significativo en la concentracion de FABP1 en comparacién con muestras de donantes
sanos. El método de la presente invencion es, por lo tanto, particularmente adecuado para pacientes que presentan
sindrome metabdlico como medio para clasificar a dichos pacientes en los diversos estadios de la ERC. De forma
mas preferible, el paciente que padece sindrome metabdlico puede ser diagnosticado por el método de la invencion
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durante los estadios tempranos de la ERC (que incluyen los estadios 1 6 2) y pueden tratarse clinicamente y ser
monitorizados para reducir el riesgo de desarrollar enfermedad renal. Igualmente, los pacientes con sindrome
metabdlico con una GFR comprometida pueden ser clasificados adicionalmente usando el método de la presente
invencion para identificar a los pacientes con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal.

Los pacientes que padecen sindrome metabdlico pueden presentar niveles altos de FABP1 debido a una
enfermedad hepatica subyacente. Por lo tanto, cuando el paciente padece sindrome metabdlico, el método de la
invencion puede comprender ademas la etapa de determinar el nivel de los biomarcadores correspondientes a la
enfermedad hepatica en una muestra obtenida del paciente, tales como AST o y-GT, y comparar el nivel de dichos
marcadores con un control para validar que el aumento de FABP1 se debe a enfermedad renal.

La invencion se describe adicionalmente en referencia a los siguientes ejemplos no limitativos:
Ejemplo 1: Expresion de FABP1 humana recombinante

Expresién de antigeno de FABP-1 humana en células de E. coli (BL21)

La construccion de expresion de FABP-1, bajo el control de un promotor T7 fue transformada en células BL21 de la
cepa K12 de E. coli. Las células transformadas fueron crecidas durante una noche en placas de agar LB que
contenian 100 ug/mL de ampicilina. Se crecid un cultivo de una noche a partir de una placa recién obtenida y se usé
para inocular 100 mL de caldo LB. El cultivo se incubé a 37°C hasta que la densidad celular alcanzé una DOggo entre
0,4 - 0,8 UA. Se indujo la expresion por ARN polimerasa T7 mediante la adicion de IPTG 1 mM y las células fueron
incubadas durante 2 horas a 37°C con agitacion.

Purificacién de antigeno de FABP-1 humana

Las células fueron recolectadas mediante centrifugacion (15 minutos; 5000 rpm; 4°C) y las particulas se lavaron en 1
x PBS pH 7,2. Las particulas fueron congeladas instantaneamente en nitrégeno liquido. La particula de células fue
lisada en CelLytic B (Sigma) que contenia PMSF 2 mM (Sigma) y 10 ug/mL de ADNsa | (Sigma) durante 1 hora a
4°C con mezcla. A continuacion se clarificd el sobrenadante mediante centrifugacion (15 minutos; 5000 rpm; 4°C).
Se prepar6 una columna calibrada de sefarosa-cobalto (capacidad de 10 mg de proteina marcada con HIS/mL de
resina) y se lavé con Tris HCI 20 mM pH 8,0 (5 CV). La proteina marcada con HIS fue purificada mediante flujo por
gravedad y a continuacién se desalinizé en una columna PD-10 en 1 x PBS pH 7,2. Se determind la concentracion
de la proteina mediante Azgo. Se determind la pureza mediante SDS-PAGE - tincion de plata y QuantiScan ©.

Ejemplo 2: Desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos de FABP1

Se formulé una disoluciéon acuosa de FABP1 humana recombinante con Adyuvante Completo de Freund (FCA) para
formar una emulsion que consistia en 0,1 mg/mL de inmunégeno en FCA al 50% (v/v). Se inmunizaron tres ovejas
con dicha emulsion, inyectandose 0,25 mL intramuscularmente en cuatro sitios del costado de cada animal. Las
inmunizaciones posteriores (recuerdos) estaban compuestas de 0,05 mg/mL de inmunégeno, emulsionado en 50%
(v/v) de Adyuvante Incompleto de Freund (FIA), y se administraron de la misma manera mensualmente hasta
confirmar una respuesta policlonal. A continuacién se recuperaron los nodos linfaticos tras inmunizacién subcutanea
de otros dos recuerdos adicionales en las regiones axilar y pre-escapular de cada animal.

Los nodos linfaticos recolectados fueron perfusionados con medio y diseccionados usando tijeras y forceps para
aislar los linfocitos. Se llevé a cabo la fusion de los linfocitos aislados con una linea de células de heteromieloma en
una relacién de aproximadamente 2:1 mediante la adicion de polietilen glicol 1500 (PEG). Las fusiones resultantes
se transfirieron a placas de 96 pocillos (7x) en DMEM P/S al 20%, con x1 hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT).
Al dia 7, se rellend el medio de todas las placas de fusién con DMEM P/S al 20%, con x1 HAT, y en el dia 14 se
retiraron 180 uL/pocillo de sobrenadante y se usaron en un escrutinio de los sobrenadantes de cultivo de hibridoma
mediante ELISA. Se seleccionaron los hibridomas que presentan especificidad para FABP1.

Se clonaron los hibridomas positivos para producir hibridomas monoclonales estables usando metilcelulosa al 1% a
37°C, con un 5% de CO,. Se identificaron dos lineas celulares, P2386 y P2388, que cumplian las especificaciones y
se clonaron por triplicado antes de ser clonadas mediante dilucién limitada.

Ejemplo 3: Caracterizacion de anticuerpos monoclonales de FABP1

A continuacién se evaluaron anticuerpos monoclonales purificados de los hibridomas P2386 y P2388 (ver mas
arriba) en ensayos de unién directa con esta familia de proteinas de FABP recombinantes usando 1 ug/mL de
monoclonal y una valoracion de cada variante de FABP para confirmar la especificidad. Los resultados se muestran
a continuacion en la Tabla 1.

Una evaluaciéon analitica adicional demostré6 que los anticuerpos monoclonales eran especificos de FABP1,
exhibiendo una reactividad cruzada de <0,1% para FABP2, FABP3, FABP4, FABP5, FABP6, FABP7, FABPS,
FABP9 y mioglobina. Los resultados se muestran a continuacién en la Tabla 2.
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Tabla 2

Reactivo cruzado Concentracion (ng/mL) | % de reactividad cruzada
FABP2 4000 0,03
FABP3 4000 0,07
FABP4 4000 0,02
FABPS5 4000 0,03
FABP6 4000 0,06
FABP7 4000 0,03
FABP8 4000 0,05
FABP9 4000 0,07
Mioglobina 800 0,02

Ejemplo 4: Optimizacion y validacion del ensayo de FABP1

Los anticuerpos monoclonales de FABP1 caracterizados fueron empleados en el desarrollo de un inmunoensayo
tipo sandwich de biochip. El ensayo se aplicd al analizador “Evidence Investigator” (disponible en Randox
Laboratories), que utiliza la tecnologia de conjunto de biochips, basado en los principios de inmunoensayos ELISA.

Se completé el mapeado de epitopos de captura y de anticuerpos detectores/trazadores usando los péptidos
solapantes derivados de FABP1 y se establecid que la captura y los anticuerpos detectores/trazadores se unen a las
regiones N- y C-terminales de FABP1, respectivamente. Se emplearon inmunoensayos basados en biochip para
evaluar el rendimiento analitico del par de anticuerpos, se aplico el ensayo al analizador “Evidence Investigator”. El
ensayo de FABP1 demostré un valor de sensibilidad de 0,66 ng/mL con un rango de ensayo de 0 — 400 ng/mL.

Antes del andlisis, se activo la superficie como se describe en Fitzgerald S.P. et al, Clin. Chem. 51(7); 1165-1176;
2005. Se aplicaron 10 nL de anticuerpo de captura a 0,32 mg/mL en tampodn de carbonato, pH 9,6. Los biochips
cargados fueron bloqueados con caseina al 2% en tampon de carbonato durante una hora a temperatura ambiente y
después se lavaron con PBS. A continuacion se estabilizaron, se secaron a 37°C, se trocearon y se montaron en
portadores, antes de ser sellados al vacio para almacenamiento a 2-4°C.

El ensayo de FABP1 se disefid para ser especifico para FABP1. La especificidad del ensayo se evalud
determinando la reactividad cruzada con un panel de proteinas FABP y analitos relacionados (Tabla 2). Para cada
uno de los analitos del panel, se afiadieron 4000 ng/mL del analito al suero de calibracion. Esto es equivalente a 10
veces el nivel superior de cuantificacion de FABP1. Se introdujo mioglobina, un analito relacionado pero no una
FABP, en una concentracion de 800 ng/mL. No se observé ninguna reactividad cruzada con ninguno de los reactivos
evaluados. Estos datos validan que el ensayo es especifico de FABP1. La especificidad del ensayo de FABP1 se
evalud midiendo la unién no especifica del conjugado con los componentes del ensayo que no eran diana. Se evalud
el conjugado de FABP1 contra los otros componentes del panel H-FABP3, B-FABP7 y M-FABPS8. El conjugado L-
FABP1 se corrié contra antigenos y anticuerpos de captura de cada uno de los demas componentes del panel.

Ejemplo 5: Expresion de FABP1 en suero de pacientes con enfermedad renal

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes que habian sido clasificados como Estadio 1, Estadio 2 o Estadio 3
usando el método de clasificacion detallado anteriormente. Especificamente, la cohorte de muestras de ERC
estudiada consistid6 en muestras de suero de pacientes masculinos y femeninos de mas de 55 afios de edad, e
incluia muestras de ERC de Estadio 1, 2 y 3, segun se define en las guias médicas.

La tasa de filtracion glomerular estimada (EGFR) se determiné de acuerdo a la siguiente formula, descrita por Levey
et al (Ann Intern Med 1999; 130(6): 461-70):

EGFR = 186 x (creatinina / 88,4) — 1,154 x (edad) — 0,203 x [(0,742 si es mujer) x (1,210 si es de raza negra)]
en donde la creatinina se mide en micromoles/litro.
La cohorte de muestras de ERC estaba compuesta por:
69 muestras de suero en total (33 hombres y 36 mujeres)
- 20 pacientes de ERC en estadio 1 (edad media 63 afios)

- 20 pacientes de ERC en estadio 2 (edad media 66 afios)
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- 20 pacientes de ERC en estadio 3 (edad media 72 afios)
- 9 controles de donante (edad media 59 afios)
En todas las muestras se determiné el nivel de FABP1, cistatina C, creatinina, AST y y-GT.

Estas muestras, junto con el suero de donantes sanos, fueron evaluadas usando la invenciéon descrita para
determinar la concentracion de FABP1 en una matriz de base sanguinea. Los niveles de FABP1 medidos con el
ensayo en las muestras de pacientes con enfermedad renal fueron comparados con los niveles de FABP1 de las
muestras tomadas de donantes sanos. La significacion de los resultados se determiné usando un test de Kruskal-
Wallis (J American Stat Assoc 1952; 47: 583-621) seguido de comparacion post hoc Mann-Whitney (Ann Math Stats
1947; 18: 50-60) (corregidas usando el método de Bonferonni (Pubblicazioni del R Istituto Superiore di Scienze
Economiche e Commerciali di Firenze 1936; 8: 3-62)). Los resultados demostraron que la invencion descrita fue
capaz de identificar los pacientes de enfermedad renal en todos los estadios de la enfermedad. Los niveles de
FABP1 eran significativamente elevados en los pacientes de Estadio 1 (p<0,001, n=20), Estadio 2 (p<0,001, n=20) y
Estadio 3 (p<0,001, n=20), en comparacion con el grupo de control (n=9). Ademas, el suero procedente de pacientes
de enfermedad renal en Estadio 3 contenia niveles superiores de FABP1 que los pacientes de enfermedad renal en
Estadio 1 (p<0,01, n=20) y Estadio 2 (p<0,05, n=20), sin observarse diferencias significativas entre los pacientes de
Estadio 1y los de Estadio 2. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 3 y en la Figura 2.

Tabla 3
FABP1 (ng/mL)

Control Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Mediana 10 41,45 46 147,2
Minimo 3,6 11,9 8,4 31
Maximo 19,6 178,3 586,9 522,5
Rango 3,6-19,6 11,9-178,3 8,4-586,9 31-522,5
n= 9 20 20 20
Valor p (corregido) < 0,001 < 0,001 < 0,001

Esto también demostré6 una mayor sensibilidad para diagnosticar enfermedad renal en un estadio temprano que
otros marcadores para dafio renal. Esto se demostré analizando muestras de suero de pacientes de enfermedad
renal en Estadio 1, Estadio 2 y Estadio 3, asi como muestras tomadas de donantes sanos, para determinar los
niveles de creatinina y cistatina C usando el analizador RX Daytona (Randox, R.U.). Se determinaron los niveles de
dichos marcadores y se compararon con los niveles de control. No se observé ningin cambio significativo ni en la
cistatina C ni en la creatinina para la enfermedad renal de Estadio 1 o de Estadio 2 con respecto al grupo de control.
Sin embargo, los niveles de cistatina C y de creatinina fueron significativamente elevados en el grupo de enfermedad
renal de Estadio 3 en comparacion con los controles. Estos datos se muestran en las Tablas 4 y 5 a continuacion, y
en las Figuras 3 y 4. Estas comparaciones se basaron en los niveles de los analitos y no en si estaban por encima o
por debajo del rango normal sugerido por las instrucciones de uso suministradas por el fabricante. La comparacion
entre los grupos de enfermedad y de control se usé simplemente para identificar los marcadores que pueden ser de
interés en estadios especificos de la enfermedad y no para clasificar pacientes. Estos datos sugieren que la
invencion descrita actia como un indicador temprano para la diagnosis de enfermedad renal y mejora los resultados
de las técnicas conocidas actualmente en el campo para la diagnosis de disfuncion renal.

Tabla 4
Cistatina C (mg/L)

Control Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Mediana 0,74 0,74 0,82 1,21
Minimo 0,54 0,4 0,58 0,75
Maximo 0,84 0,99 1,04 2,38
Rango 0,54-0,84 0,4-0,99 0,58-1,04 0,75-2,38
n= 9 19 20 20
Valor p (corregido) 0,99 0,123 < 0,001
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Tabla 5

Creatinina (umol/L)

Control Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Mediana 84,55 82,94 97,1 137,2
Minimo 59,55 67,72 69,23 85,26
Maximo 93,42 107,5 124,4 257,2
Rango 59,55-93,42 67,72-107,5 69,3-124,4 85,26-257,2
n= 9 20 20 20
Valor p (corregido) 0,96 0,078 < 0,001

Se ha argumentado previamente que los niveles en suero de FABP1 tienen una utilidad limitada para diagnosticar la
enfermedad renal debido a que la FABP1 también se produce en respuesta a la enfermedad hepatica. Para
solventar este potencial problema, las muestras de suero de los grupos de enfermedad renal y de control fueron
analizados usando el analizador RX Imola (Randox, R.U.) para determinar los niveles de indicadores conocidos para
el dafio hepatico, AST y y-GT. Ni AST ni y-GT demostraron una correlacion significativa con FABP1 en los grupos de
enfermedad renal y de control. Ademas, no se observé ningdn cambio significativo en el nivel de AST o de y-GT en
los pacientes diagnosticados con ERC de Estadio 1, Estadio 2 o Estadio 3 en comparacion con el control. Estos
datos se muestran en las Tablas 6 y 7 a continuacion, y en las Figuras 5 y 6. Estos datos enfatizan adicionalmente la
utilidad del nivel de FABP1 en suero para el diagnéstico de la enfermedad renal.

Tabla 6
AST (U/L)

Control Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Mediana 17 17 16 14
Minimo 13 7 11 9
Maximo 22 32 53 72
Rango 13-22 7-32 11-53 9-72
n= 9 20 20 20
Valor p (corregido) 1 1 0,8
Tabla 7
gamma-GT (U/L)

Control Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Mediana 24 36 26,5 37,5
Minimo 10 9 11 10
Maximo 109 136 216 422
Rango 10-109 9-136 11-216 10-422
n= 9 20 20 20
Valor p (corregido) 1 1 0,93

Ejemplo 6: Expresion de FABP1 en suero de pacientes con sindrome metabdlico

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes que habian sido clasificados con sindrome metabdlico usando el
método de clasificacion detallado anteriormente. Estas muestras, junto con sueros de donantes sanos, fueron
evaluadas usando la invencion descrita para determinar la concentraciéon de FABP1 en una matriz sanguinea. Los
niveles de FABP1 medidos en el ensayo en las muestras de pacientes con sindrome metabdlico fueron comparados
con los niveles de FABP1 de las muestras tomadas de donantes sanos. Se determind la significacion de los
resultados usando un test de Mann-Whitney. Los resultados demostraron que la invencidon descrita fue capaz de
identificar pacientes con sindrome metabdlico en comparacion con los grupos de control. Los sueros tomados de
pacientes metabdlicos contenian niveles significativamente mas altos de FABP1 (p<0,001, n=90) que los observados
en controles sanos (n=40; Tabla 8).

12
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También la midié la concentracién de marcadores de disfunciéon renal en las muestras procedentes de pacientes de
sindrome metabdlico y en las de voluntarios sanos. La concentracion en suero de cistatina C resultdé ser
significativamente mayor en el grupo de sindrome metabdlico que en el de voluntarios sanos (p<0,001, n=90, Tabla

9).

Tabla 8
FABP1 (ng/mL)

Control Metabdlico
Mediana 10,53 77,19
Minimo 4,97 5,48
Maximo 49,78 603,1
Rango 4,97-49,78 5,48-603,1
n= 40 90
Valor p < 0,001
Tabla 9
Cistatina C (mg/L)

Control Metabdlico
Mediana 0,775 0,885
Minimo 0,6 0,54
Maximo 0,96 1,65
Rango 0,6-0,96 0,54-1,65
n= 40 90
Valor p < 0,0001

Cabe destacar que los niveles de creatinina resultaron ser significativamente menores en comparacion con el grupo
de control (p<0,001, n=90, Tabla 10). Los niveles de creatinina reducidos pueden ser un indicio de funcion hepatica
reducida, causada por dafo hepatico, por lo tanto esto destaca que se deben tomar en consideracion otros factores
para descartar/considerar una potencial enfermedad hepatica como patologia concomitante.

15

Tabla 10
Creatinina (umol/L)

Control Metabdlico
Mediana 83 71
Minimo 51 39
Maximo 106 131
Rango 51-106 39-131
n= 40 90
Valor p < 0,0001

Los niveles de FABP1 no mostraron ninguna correlacion significativa con los marcadores de enfermedad hepatica,
tales como AST y y-GT, en las muestras de suero metabdlicas y de donante sano, tal como se muestra a
continuacion en las Tablas 11 y 12. Ademas de esto, no se produjo ningun incremento significativo de los niveles de
AST en suero entre los pacientes metabdlicos y los de control. Sin embargo, si habia un aumento significativo en la
concentracion de y-GT en suero de los pacientes metabdlicos en comparacion con el grupo de control (p=0,0056,
n=90). Esto sugiere que para los pacientes de sindrome metabdlico, la determinacién de un aumento en FABP1
debe ser validada con la determinacion de creatinina, cistatina C, y-GT y AST para poder asegurar si el incremento
del nivel de FABP1 puede deberse a una enfermedad hepatica subyacente, a una disfuncién renal o a ambas
enfermedades simultaneas.
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Tabla 11
AST (U/L)

Control Metabdlico
Mediana 19,5 17
Minimo 0 5
Maximo 70 91
Rango 0-70 5-91
n= 40 90
Valor p 0,22
Tabla 12
gamma-GT (U/L)

Control Metabdlico
Mediana 28 42
Minimo 10 11
Maximo 187 339
Rango 10-187 11-339
n= 40 89
Valor p 0,0056

Ejemplo 7: Determinacion de los umbrales de FABP1 y clasificacion de estadio de la ERC

Se empled el analisis de curvas receptor-operador (CRO) para determinar la especificidad y la sensibilidad de la
invencion propuesta, en primer lugar para discriminar entre los grupos de control y todos los pacientes de ERC
(Figura 12), y en segundo lugar para discriminar entre ERC de Estadio 1 (Figura 13), Estadio 2 (Figura 14) y Estadio
3 (Figura 15). Las areas bajo la curva (ABC) para la CRO correspondiente a FABP1, empleadas para discriminar
entre los grupos de control y los pacientes con enfermedad renal, fue de 0,983 para mujeres (Valor de corte >15,65
ng/mL, Sensibilidad = 0,967, Especificidad = 1,00) y 0,98 para hombres (Valor de corte >21,6 ng/mL, Sensibilidad =
0,933, Especificidad = 1,00). La FABP1 mostré un ABC respectiva para mujeres y hombres de 0,83 (Valor de corte >
75,8 ng/mL, Sensibilidad = 0,7, Especificidad = 0,9) y de 0,76 (Valor de corte > 151,9, Sensibilidad = 0,5,
Especificidad = 0,9) para discriminar entre ERC de Estadio 2 y de Estadio 3. Estos niveles fueron determinados
usando una cohorte de muestras tomadas de una poblacion distinta, y por tanto los rangos normales deberian ser
calculados por el usuario final.

El uso de medidas cuantitativas de FABP1 en combinacién con otros marcadores potenciales de ERC tales como
cistatina C y creatinina permite la discriminacion entre pacientes de estadio 1 y pacientes de estadio 2. La principal
diferenciacion clinica entre el Estadio 1 y el Estadio 2 es el estatus de GFR. La GFR estimada se basa en los niveles
en suero de cistatina C o de creatinina, estando las concentraciones en suero relacionadas inversamente con la
GFR. Por lo tanto, un nivel elevado de FABP1 (por encima del valor de corte inferior pero por debajo del valor de
corte superior) combinado con un nivel elevado de cistatina C y/o de creatinina en comparacion con los niveles
sugeridos en las instrucciones de uso suministradas por el fabricante clasificaria al paciente como ERC en Estadio 2,
mientras que un nivel elevado de FABP1 (por encima del valor de corte inferior pero por debajo del valor de corte
superior) y una concentracion de cistatina C y creatinina en el rango normal se clasificaria como ERC en Estadio 1.
Los pacientes de Estadio 3 se clasifican en base a presentar una concentracién de FABP1 por encima del valor de
corte superior y una concentraciéon de creatinina y/o cistatina C por encima del rango normal sugerido por las
instrucciones de uso.

Ejemplo 8: Algoritmo que utiliza los niveles en suero de FABP1 y otros analitos para predecir la gravedad de
la enfermedad ERC

Se emplearon varios métodos para identificar un panel 6ptimo de biomarcadores multiples que diferenciasen de
forma precisa entre ERC y controles sanos, asi como para estratificar el estadio de la enfermedad ERC. Lo primero
se hizo identificando marcadores que fuesen identificados individualmente con un valor predictivo significativo
mediante estadistica univariable estandar, tal como mediante analisis de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. Esto
identifico el nivel de FABP1 como significativamente incrementado en expresion en el suero de todos los estadios de
ERC (1, 2 y 3) en comparacién con el suero de voluntarios sanos. Ademas, los niveles de FABP1 son
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significativamente mayores en el suero de pacientes de ERC de Estadio 3 en comparacién con ERC de Estadio 1y
Estadio 2. El nivel en suero tanto de creatinina como de cistatina C era significativamente mayor en los pacientes de
ERC de Estadio 3 en comparacién con los voluntarios sanos, mientras que los niveles de AST y y-GT no se vieron
alterados en ningun estadio de la enfermedad en comparacion con el control (a pesar de esto, es importante
mantenerlos para descartar enfermedad hepatica). Se determinaron los valores de corte para el nivel de FABP1 (tal
como se describe en el ejemplo 7) mientras que los valores de corte para el nivel de creatinina, cistatina C, AST y y-
GT se definieron a través de las instrucciones de uso del respectivo ensayo proporcionadas por el fabricante
(Randox, R.U.), y se us6 un algoritmo de clasificacién basado en dichos umbrales para predecir el estado de la
enfermedad en base a estos 5 marcadores. Esto dio como resultado un algoritmo que predice correctamente la
gravedad de la enfermedad el 71,5% de las veces.

A continuaciéon se empled una regresion logistica multinominal para investigar si se podria desarrollar un algoritmo
avanzado para identificar la importancia de cada marcador. Se desarrolld un modelo factorial completo usando la
concentracion de FABP1, creatinina, cistatina C, AST y y-GT para cada estado de la enfermedad y para el grupo de
control, ya que muchos de estos marcadores estan influidos por el género éste se usdé como factor en el analisis.
Dicho analisis demostrd que todas las co-variables y factores (con la excepcion de la cistatina C) tenian un efecto
significativo en el modelo. Este identificé el nivel de FABP1 y el de creatinina como los predictores mas potentes
para el estadio de la enfermedad. Usando los coeficientes de regresion (b) estimados, se pudieron calcular las ratios
de probabilidad estimadas para cada categoria (no-ERC [Control], Estadio 1, Estadio 2 y Estadio 3). Estas ratios
pudieron usarse entonces para calcular las probabilidades estimadas de predecir la categoria mas probable a la que
poder asignar a un paciente, en base a las concentraciones de FABP1, creatinina, cistatina C, AST y y-GT. Usando
este modelo, se pudo predecir el estado de la enfermedad en un nivel del 86,2%.

Finalmente, se desarrollé una red neuronal usando aprendizaje de retro propagacion. Se us6 un conjunto de datos
mas pequefio asignado aleatoriamente para entrenar un perceptron multicapa, que fue validado a continuacion
contra una muestra de datos mantenida. Nuevamente, se identifico la concentracion de FABP1 y de creatinina como
los factores mas importantes para determinar el estado de enfermedad. Usando una combinaciéon de la
concentracion de los 5 marcadores, asi como tomando en consideracion el género, este modelo pudo predecir el
estado de enfermedad con una precision del 84%. Aunque algunos marcadores no son tan importantes como otros,
se observo que eliminarlos no mejoraba la precision.

Los resultados proporcionados en los ejemplos demuestran que el método de la presente invencién presenta una
mejor discriminacion entre las etapas tempranas de la ERC y los controles que los métodos previos de la técnica, lo
que sugiere que la invencion actual puede usarse para ayudar en el diagndstico de la ERC, proporcionando de este
modo un avance en el diagnéstico clinico. El método de la presente invencion también puede usarse para estratificar
pacientes en grupos que presenten un mayor riesgo de desarrollar ERC como enfermedad concomitante y
proporciona un medio para determinar la velocidad de progresion de la ERC, permitiendo asi al médico clasificar los
pacientes que necesitan una monitorizacion mas estrecha y gestionarlos clinicamente.

Una ventaja de los métodos de la presente invencion es que el nivel de FABP1 en suero no requiere una correccion
por dilucién, como ocurre en los biomarcadores urinarios de la técnica anterior. El uso de una correcciéon por
dilucién, p.ej., creatinina, presenta fallos de fundamento, puesto que el marcador de correccion esta influido
directamente por la funciéon renal. La FABP1 en suero, por tanto, evita esta limitacién. Se analizaron 60 muestras de
suero de pacientes con enfermedad renal y no se observé dicho efecto. Esto indica que el suero es una matriz mas
adecuada que la orina para el diagndstico y clasificacion de la enfermedad renal. De hecho, los resultados
presentados en los ejemplos demuestran que el incremento progresivo del nivel de FABP1 en suero asociado a la
progresion de la enfermedad es mucho mas resistente a cambios patoldgicos variables dentro del rifidn y, por tanto,
también sera adecuado para la clasificaciéon de ERC cuando la funcion renal esté seriamente afectada.

Tabla 13

Biomarcador Hombre Mujer Unidades Analizador

Cistatina C 0,57 - 1,05 0,57 - 1,05 mg/L RX
Daytona,
Randox

Creatinina 53-97 44 - 80 pumol/L RX
Daytona,
Randox

AST <37 <31 U/L RX Imola,
Randox

y-GT 11,0 - 50 7,0-32 U/L RX Imola,
Randox
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REIVINDICACIONES

1. Un método para clasificar un paciente que padece de enfermedad renal crénica (ERC) en uno de los estadios 1-3
de la ERC, que comprende determinar el nivel de los biomarcadores FABP1, y-GT, AST, creatinina y cistatina C en
una muestra de suero obtenida del paciente.

2. El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende el uso de un algoritmo de clasificacion, derivado usando
regresion logistica, arboles de decision, maquinas de vector de soporte, redes neuronales, bosque aleatorio u otro
algoritmo de aprendizaje de maquina.

3. El método de la reivindicaciéon 1 6 2, en donde el nivel de los biomarcadores FABP1, y-GT, AST, creatinina y
cistatina C en una muestra obtenida del paciente es comparado con un rango de valores de control para cada
biomarcador, en donde un nivel incrementado de FABP1 en comparacion con un umbral inferior del rango de valores
de control de FABP1 y niveles de y-GT, AST, creatinina y cistatina C dentro del rango de valores de control de cada
biomarcador indican que el paciente padece ERC de estadio 1, un nivel incrementado de FABP1 en comparacion
con un umbral inferior de los valores de control para FABP1, niveles de y-GT y AST dentro del rango de valores de
control para cada biomarcador, y niveles incrementados de creatinina y cistatina C en comparacion con un umbral
superior del rango de valores de control para dichos biomarcadores indican que el paciente padece ERC de estadio
2, o en donde un nivel incrementado de FABP1 en comparacion con el umbral superior del rango de valores de
control de FABP1 y niveles incrementados de creatinina y cistatina C en comparaciéon con un umbral superior del
rango de valores de control para dichos biomarcadores indican que el paciente padece ERC de estadio 3 o superior.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde un nivel de FABP1 entre
aproximadamente 15 ng/mL y 75 ng/mL (mujeres) o de 21 ng/mL a 151 ng/mL (hombres) indica que el paciente tiene
ERC de Estadio 1 o de Estadio 2, un nivel de FABP1 por encima de aproximadamente 75 ng/mL (mujeres) o 151
ng/mL (hombres) indica que el paciente tiene ERC de Estadio 3 o por encima.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el paciente tiene una enfermedad
concomitante para una enfermedad o lesidn renal seleccionada del grupo que consiste en enfermedad renal crénica
(ERC), insuficiencia renal aguda (IRA), nefropatia diabética, glomerulonefritis, glomeruloesclerosis focal, nefropatia
compleja inmune, lupus nefritis, lesion renal inducida por farmacos, o se caracteriza como sindrome nefrético o
insuficiencia renal o esta causada por un rechazo de injerto de rifién.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el paciente presenta sindrome metabdlico.

7. Un método para determinar si un paciente tiene, o esta en riesgo de desarrollar, una disfunciéon renal que
comprende la determinacion del nivel de FABP1 en una muestra de suero procedente del paciente poniéndola en
contacto un dispositivo de estado sélido que comprende un sustrato que tiene una superficie activada que tiene un
anticuerpo de FABP1 inmovilizado en areas discretas de la superficie activada, y comparar el nivel de FABP1 de la
muestra con un valor de control de FABP1, en donde un aumento del nivel de FABP1 en comparacién con el valor
de control indica que el paciente tiene, o esta en riesgo de desarrollar, una disfuncion renal.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde un nivel de FABP1 de aproximadamente 15 ng/mL y 75 ng/mL
(mujeres) o de 21 ng/mL a 151 ng/mL (hombres) indica que el paciente tiene ERC de Estadio 1 o de Estadio 2, un
nivel de FABP1 por encima de aproximadamente 75 ng/mL (mujeres) o 151 ng/mL (hombres) indica que el paciente
tiene ERC de Estadio 3.

9. El método de la reivindicacion 7 u 8, en donde la disfuncién renal es una enfermedad o lesién renal seleccionada
del grupo que consiste en enfermedad renal crénica (ERC), insuficiencia renal aguda (IRA), nefropatia diabética,
glomerulonefritis, glomeruloesclerosis focal, nefropatia compleja inmune, lupus nefritis, lesion renal inducida por
farmacos, o se caracteriza como sindrome nefrético o insuficiencia renal o esta causada por un rechazo de injerto de
rinon.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, que ademas comprende la etapa de determinar el nivel de
creatinina o de cistatina C en una muestra aislada del paciente y comparar el nivel de creatinina o de cistatina C en
la muestra con un rango de control, en donde un incremento del nivel de creatinina o de cistatina C en la muestra en
comparacion con el rango de control indica que el paciente tiene ERC de estadio 2 o superior.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, que ademas comprende la etapa de determinar el nivel
de y-GT o AST en una muestra aislada del paciente, en donde si el nivel de y-GT o AST esta dentro de los niveles
de y-GT o AST de un rango de control entonces el incremento del nivel de FABP1 no se debe a enfermedad
hepatica.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el paciente tiene sindrome metabdlico.

13. Un método para determinar la eficacia de un tratamiento con farmacos para la ERC o la disfuncién renal, que
comprende, en una muestra de suero tomada de un sujeto tratado con el farmaco, la comparacion del nivel de
FABP1 con el de una muestra no tratada, para determinar si el farmaco ha presentado el efecto de disminuir los

16



10

ES 2622361 T3

niveles de FABP1, en donde el nivel de FABP1 se determina usando un dispositivo de estado sélido que comprende
un sustrato que tiene una superficie activada que tiene un anticuerpo de FABP1 inmovilizado en areas discretas de
la superficie activada.

14. Un método para determinar la eficacia de un tratamiento con farmacos para la ERC, que comprende clasificar a
un paciente que padece ERC en uno de los estadios 1-3 de la ERC segun el método definido en la reivindicacion 1
antes y después del tratamiento, en donde una reduccién del estadio de ERC, un retraso o una parada de la
progresion hacia un estadio superior de ERC tras el tratamiento indica que el tratamiento ha tenido éxito.

15. Un método para determinar un protocolo de tratamiento con farmacos para un sujeto que padece ERC, que
comprende, en una muestra de suero tomada de un sujeto tratado con el farmaco, comparar el nivel de FABP1 con
el de una muestra no tratada, para determinar si el farmaco ha tenido el efecto de reducir los niveles de FABP1, en
donde el nivel de FABP1 se determina usando un dispositivo de estado sélido que comprende un sustrato que tiene
una superficie activada que tiene un anticuerpo de FABP1 inmovilizado en areas discretas de la superficie activada,
y seleccionar un protocolo de tratamiento con farmaco basado en si el sujeto presenta ERC de estadio 1, 2 0 3.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5

p=0,05
™ p=0,01
* p<0,001

*

1

& 3 & &

(wNn) LSV

¢ olpe)s3

¢ olpeys3y

| olpeys3

|[onjuo)d

Figura 6

p=<0,05
** p=0,01
** p=0,001

*

[ =] [ =] o [=] (=]

(=] (=] (=] (=] [=]

wn - ™ o™ -
(un) Lo-4

+ T
==

m—

¢ olpeys3

- ¢ O|pE)S3

|l oIpE)s3

|oe3uo)d

——

0

20



ES 2622361 T3

Figura 7
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12

Curva CRO: Controles vs. todos ERC
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Figura13

10 Curva CRO: Estadio 1 vs todos (controles/Estadio 2/Estadio 3)
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Figura14

Curva CRO: Estadio 2 vs. todos (Controles/Estadio 1/Estadio 3
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Figura 15

Curva CRO: Estadio 3 vs. todos (Controles/Estadio 1/Estadio 2)
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