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DESCRIPCIÓN 

Señalización de SLIT-ROBO para el diagnóstico y el tratamiento de una enfermedad de riñón 

Campo de la invención 

El campo de la invención se refiere a métodos para el tratamiento de enfermedad renal crónica y proteinuria y para el 
diagnóstico de la enfermedad renal crónica y al control de los efectos del tratamiento sobre la progresión de la 5 
enfermedad renal crónica y la proteinuria. 

Lu, W. y otros (Am. J. Hum. Genet. Vol. 80, no. 4, abril de 2007) informan que la interrupción de ROBO2 está asociada 
con anomalías del tracto urinario y confiere riesgo de reflujo vesicoureteral. Se observó a un paciente con una 
translocación cromosómica que interrumpe el gen ROBO2 y da como resultado las proteínas de fusión Fu-129 
(129aas) y Fu-153 (153aas) que comprenden el primer dominio de inmunoglobulina (Ig) extracelular de ROBO2. 10 

Sumario de la invención 

La presente invención proporciona una composición farmacéutica que comprende un inhibidor de ROBO2 que inhibe 
la actividad biológica de ROBO2, en la que el inhibidor de ROBO2 es una proteína ROBO2 soluble que comprende un 
polipéptido de fusión que comprende los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2 sin un dominio de ROBO2 
intracelular. 15 

La presente invención también proporciona dicha composición farmacéutica para uso en el tratamiento de un sujeto 
que tiene o está en riesgo de una enfermedad renal crónica o proteinuria. 

En el presente documento se proporcionan métodos novedosos para el tratamiento de la enfermedad renal crónica y 
la proteinuria y para el diagnóstico de la enfermedad renal crónica, y para controlar los efectos del tratamiento sobre 
la progresión de la enfermedad renal crónica y la proteinuria basados, en parte, en el descubrimiento de los inventores 20 
de un nuevo e inesperado papel para la ruta de señalización de SLIT-ROBO en la regulación del citoesqueleto de 
podocitos de F-actina y la estructura del proceso del pie en el riñón. 

Por consiguiente, en algunos aspectos, en el presente documento se proporcionan métodos para el tratamiento de la 
enfermedad renal crónica en un sujeto que lo necesite, comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que tiene 
o están en riesgo de una enfermedad renal crónica una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que 25 
comprende un inhibidor de ROBO2. 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, un método para la reducción de la proteinuria en 
un sujeto que lo necesite, que comprende administrar a un sujeto que tiene o está en riesgo de proteinuria una cantidad 
terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un inhibidor de ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de 30 
ROBO2 es un anticuerpo de bloqueo o un fragmento de unión a antígeno del mismo específico para ROBO2, una 
molécula antisentido específica para ROBO2, un ARN de interferencia corto (ARNic) específico para ROBO2, un 
inhibidor de molécula pequeña de ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un análogo estructural de ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de 
ROBO2 bloquea o reduce la unión de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos. 35 

En algunas formas de realización de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el 
inhibidor de ROBO2 es específico para el dominio de unión a SLIT de Ig1, los dominios de unión de SLIT de Ig1 e Ig2, 
el dominio de unión intracelular de Nck, o cualquier combinación de los mismos. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el polipéptido 
inhibidor de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 dominante negativa, un polipéptido que comprende un dominio 40 
extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 
sin el dominio extracelular. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el sujeto que 
tiene o está en riesgo de padecer una enfermedad renal crónica tiene nefropatía diabética o presión arterial alta. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el método 45 
comprende además administrar al sujeto un agente terapéutico adicional. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el agente 
terapéutico adicional es un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) o un bloqueador del receptor 
de la angiotensina II (ARB). 

También se proporcionan en el presente documento, en algunos aspectos, métodos que comprenden: 50 
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a. ensayar una muestra de prueba biológica de un sujeto para determinar un nivel de expresión de polipéptido ROBO2 
o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2; 

b. determinar si el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido 
ROBO2 en la muestra biológica de prueba está por encima de un nivel de umbral de referencia; y 

c. diagnosticar al sujeto como necesitado de tratamiento o terapia para la enfermedad renal crónica. 5 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el ensayo del 
nivel de expresión del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del 
mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el ensayo del 
nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 se realiza mediante PCR o un ensayo de hibridación. 10 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, la muestra 
biológica de prueba es una biopsia de riñón, orina, sangre, muestra de suero o células sedimentadas de una muestra 
de orina. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el nivel de 
expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 está al menos 15 
un 20% por encima del nivel de umbral de referencia. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el nivel de 
expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 es al menos dos 
desviaciones estándar por encima del nivel de umbral de referencia. 

También se proporcionan en el presente documento, en algunos aspectos, ensayos que comprenden: 20 

a. poner en contacto una muestra de prueba biológica aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el polipéptido 
ROBO2 o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2; y 

b. medir el nivel de polipéptido ROBO2 o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2,  

en los que un nivel aumentado de dicho polipéptido ROBO2 o dicho ARN que codifica un polipéptido ROBO2, en 
relación con una muestra biológica normal, identifica a un sujeto que tiene enfermedad renal crónica y/o progresión 25 
de enfermedad renal crónica o proteinuria. 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, la detección del 
nivel de expresión del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del 
mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, la detección del 30 
nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 se realiza mediante PCR o un ensayo de hibridación. 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, la muestra 
biológica de prueba es una biopsia de riñón, orina, sangre, muestra de suero o células sedimentadas de una muestra 
de orina. 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, el nivel de 35 
expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 está al menos 
un 20% por encima del nivel de umbral de referencia. 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, el nivel de 
expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 es al menos dos 
desviaciones estándar por encima del nivel de umbral de referencia. 40 

En algunas realizaciones de estos ensayos y todos los ensayos descritos en el presente documento, el sujeto ha sido 
diagnosticado con diabetes o presión arterial alta. 

En algunos aspectos, en el presente documento se proporcionan sistemas para determinar si un sujeto está en riesgo 
de enfermedad renal crónica o proteinuria, o tiene enfermedad renal crónica que comprende: 

a. un módulo de medición configurado para determinar el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 45 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 en una muestra biológica obtenida de un sujeto; 

b. un módulo de comparación configurado para recibir dicho nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 determinado por el módulo de medición y realizar al menos un 
análisis para determinar si el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica 
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un polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel o proporción de referencia predeterminado, y para proporcionar un 
contenido recuperado; y 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido basado en la salida de datos de dicho módulo de 
comparación, en el que el contenido comprende una señal indicativa de que el nivel de expresión o proporción de 
polipéptido o ARN de ROBO2 es mayor que el nivel o relación de referencia predeterminado, o una señal indicativa 5 
que el nivel o la relación de expresión de ROBO2 no sea mayor que el nivel de referencia o relación predeterminada. 

En algunas realizaciones de estos sistemas y todos los sistemas descritos en el presente documento, el contenido 
mostrado en el módulo de visualización comprende además una señal indicativa de que se recomienda al sujeto que 
reciba un régimen de tratamiento particular. 

En algunos aspectos, se proporcionan en este documento sistemas para determinar si un sujeto está en riesgo de 10 
enfermedad renal crónica o proteinuria, o tiene enfermedad renal crónica que comprende: 

a. un módulo de determinación configurado para recibir al menos una muestra de prueba obtenida de un sujeto y 
realizar al menos un análisis en dicha al menos una muestra de prueba para determinar la presencia o ausencia de 
cualquiera de las siguientes condiciones: 

i. una relación de expresión de ROBO2 mayor que una relación predeterminada, o 15 

ii. un nivel de expresión de ROBO2 mayor que un nivel predeterminado 

b. un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar la salida de datos de dicho módulo de determinación; 
y 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido basado en la salida de datos de dicho módulo de 
determinación, en el que el contenido comprende una señal indicativa de que la relación de expresión de ROBO2 es 20 
mayor que la relación predeterminada o el nivel de ROBO2 mayor que un nivel predeterminado, o una señal indicativa 
de que la relación de expresión de ROBO2 no es mayor que la relación predeterminada o no mayor que un nivel 
predeterminado. 

En algunas realizaciones de estos sistemas y todos los sistemas descritos en el presente documento, el contenido 
mostrado en el módulo de visualización comprende además una señal indicativa de que se recomienda al sujeto que 25 
reciba un régimen de tratamiento particular. 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, métodos para tratar a un sujeto humano con 
riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, que comprenden administrar un tratamiento o terapia para prevenir 
la aparición de enfermedad renal crónica o proteinuria a un sujeto humano que está determinado a tener un nivel de 
proteína ROBO2 por encima de un nivel de umbral de referencia. 30 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el nivel de 
proteína ROBO2 está al menos un 20% por encima del nivel de referencia. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el nivel de 
proteína ROBO2 es al menos dos desviaciones estándar por encima del nivel de referencia. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el tratamiento o 35 
terapia para prevenir la aparición de enfermedad renal crónica o proteinuria comprende un inhibidor de ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de 
ROBO2 es un anticuerpo bloqueante o un fragmento de unión a antígeno del mismo específico para ROBO2, una 
molécula antisentido específica para ROBO2, un ARN interferente corto (ARNic) específico para ROBO2, un inhibidor 
de molécula pequeño de ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un análogo estructural de ROBO2. 40 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de 
ROBO2 bloquea o reduce la unión de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos. 

En algunas formas de realización de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el 
inhibidor de ROBO2 es específico para el dominio de unión a SLIT de Ig1, los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2, 
el dominio de unión intracelular a Nck, o cualquier combinación de los mismos. 45 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el polipéptido 
inhibidor de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa dominante, un polipéptido que comprende un dominio 
extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 
sin el dominio extracelular. 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, inhibidores de ROBO2 para uso en el tratamiento 50 
de una enfermedad renal crónica, e inhibidor de ROBO2 para uso en el tratamiento de proteinuria. 
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En algunas realizaciones de estos usos y todos los usos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 
es un anticuerpo bloqueante o un fragmento de unión a antígeno del mismo específico para ROBO2, una molécula 
antisentido específica para ROBO2, un ARN interferente corto (ARNic) específico para ROBO2, un inhibidor de 
molécula pequeña de ROBO2, un polipéptido inhibidor de ROBO2, o un análogo estructural de ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos usos y todos los usos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 5 
bloquea o reduce la unión de ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos. 

En algunas realizaciones de estos usos y todos los usos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 
es específico para el dominio de unión a SLI de Ig1, los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2, el dominio de unión 
intracelular a Nck, o cualquier combinación de los mismos. 

En algunas realizaciones de estos usos y todos los usos descritos en el presente documento, el polipéptido inhibidor 10 
de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa dominante, un polipéptido que comprende un dominio 
extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 
sin el dominio extracelular. 

En algunas realizaciones de estos usos y todos los usos descritos en el presente documento, la enfermedad renal 
crónica o proteinuria es causada por nefropatía diabética o presión arterial alta. 15 

En algunas realizaciones de cualquiera de estos aspectos y todos los aspectos descritos en el presente documento, 
ROBO2 se refiere a ROBO2 humano que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 codificada por la 
secuencia del ARNm de la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones de cualquiera de estos aspectos y todos los 
aspectos descritos en el presente documento, ROBO2 se refiere a ROBO2 humano que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 3 codificada por la secuencia de ARNm de la SEQ ID NO: 4. 20 

Definiciones 

En aras de la conveniencia, ciertos términos empleados en el presente documento, en la memoria descriptiva, 
ejemplos y las reivindicaciones adjuntas se reúnen en el presente documento. A menos que se indique lo contrario, o 
este implícito a partir del contexto, los siguientes términos y frases incluyen los significados que se proporcionan a 
continuación. A menos que se indique explícitamente lo contrario, o que se desprenda del contexto, los términos y 25 
frases a continuación no excluyen el significado que el término o la frase ha adquirido en la técnica a la que pertenece. 
Las definiciones se proporcionan para ayudar a describir realizaciones particulares, y no pretenden limitar la invención 
reivindicada, porque el alcance de la invención está limitado solo por las reivindicaciones. A menos que se defina lo 
contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen el mismo significado que 
entiende comúnmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invención. 30 

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" o "comprende" se usa en referencia a las 
composiciones, métodos y sus respectivos componentes, que son esenciales para la invención, pero abiertos a la 
inclusión de elementos no especificados, ya sean esenciales o no. 

Como se usa en el presente documento, el término "que consiste esencialmente en" se refiere a los elementos 
requeridos para una realización dada. El término permite la presencia de elementos adicionales que no afectan 35 
materialmente las características básicas y novedosas o funcionales de esa realización de la invención. 

El término "que consiste en" se refiere a composiciones, métodos y componentes respectivos de los mismos como se 
describe en el presente documento, que son exclusivos de cualquier elemento no mencionado en esa descripción de 
la realización. 

Según se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno, una" 40 
y "el, la" incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Así, por ejemplo, las 
referencias a "el método" incluyen uno o más métodos, y/o etapas del tipo descrito aquí y/o que serán evidentes para 
los expertos en la materia al leer esta descripción y así sucesivamente. 

Aparte de en los ejemplos operativos, o cuando se indique lo contrario, todos los números que expresan cantidades 
de ingredientes o condiciones de reacción utilizadas en este documento deben entenderse como modificados en todos 45 
los casos por el término "aproximadamente". El término "aproximadamente" cuando se usa en relación con porcentajes 
puede significar ± 10%, ± 5% o ± 1%. 

A menos que se defina lo contrario en este documento, los términos científicos y técnicos utilizados en relación con la 
presente solicitud deberán tener los significados que comúnmente entienden los expertos en la técnica a los que 
pertenece esta descripción. Debe entenderse que esta invención no está limitada a la metodología, protocolos y 50 
reactivos particulares, etc., descritos en este documento y como tales pueden variar. La terminología utilizada en este 
documento tiene el propósito de describir solo realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente 
invención, que se define únicamente por las reivindicaciones. Las definiciones de términos comunes en inmunología 
y biología molecular se pueden encontrar en The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Decimoctava Edición, 
publicado por Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-18-2 ); Robert S. Porter y colaboradores, (editores), 55 
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The Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9 ); and Robert 
A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicada por VCH 
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8 ); Immunology by Werner Luttmann, publicada por Elsevier, 2006. Las 
definiciones de términos comunes en biología molecular se encuentran en Benjamin Lewin, Genes IX, publicado por 
Jones & Bartlett Publishing, 2007 (ISBN-13: 9780763740634 ); Kendrew y colaboradores, (eds.), The Encyclopedia of 5 
Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9 ); y Robert A. Meyers (ed.), 
Maniatis y colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, N.Y., EE.UU (1982 ); Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2 ed.), Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., EE.UU (1989); Davis y colaboradores, Basic Methods in Molecular 
Biology, Elsevier Science Publishing, Inc., New York, USA (1986 ); o Methods in Enzymology: Guide to Molecular 10 
Cloning Techniques Vol.152, S. L. Berger y A. R. Kimmerl Eds., Academic Press Inc., San Diego, USA (1987); Current 
Protocols in Molecular Biology (CPMB) (Fred M. Ausubel, y colaboradores ed., John Wiley and Sons, Inc. ), Current 
Protocols in Protein Science (CPPS) (John E. Coligan, et. al., ed., John Wiley and Sons, Inc.) y Current Protocols in 
Immunology (CPI) (John E. Coligan, et. al., ed. John Wiley and Sons, Inc.).  

Breve descripción de los dibujos 15 

Las Figuras 1A-1R demuestran que Robo2 se expresa y localiza en la superficie celular basal de los podocitos. Todas 
las inmunotinciones en (Figuras 1A-1Q) se llevan a cabo en ratones los días E16.5 con un aumento de 600X (véase 
las Figuras 5A-5M para inmunotinciones en glomérulos de ratones adultos). (Figuras 1A-1C) Robo2 se localiza 
conjuntamente con la proteína nefrina del diafragma de hendidura del podocito. (Figuras 1D-1F) Robo2 se localiza 
conjuntamente con la proteína podocina del diafragma de hendidura del podocito. (Figuras 1G-1I) Robo2 se localiza 20 
conjuntamente con la proteína adaptadora Nck en los glomérulos. (Figuras 1J-1L) Robo2 se expresa en la superficie 
de los podocitos basales adyacentes a la proteína nidógeno de la membrana basal glomerular. (Figuras 1M-1O) Robo2 
no se localiza conjuntamente con el marcador de proteína de células endoteliales glomerulares Pecam1. (Figura IP) 
La región ampliada encuadrada en (Figura. 1L) muestra que Robo2 se expresa predominantemente en la superficie 
de las células basales (flecha) de los podocitos (p) adyacentes al marcador de membrana basal glomerular nidógeno. 25 
Robo2 se expresa débilmente en las superficies de las células apicales y laterales (puntas de flecha) de los podocitos. 
(Figura 1Q) Robo2 se expresa predominantemente en la superficie de las células basales (flechas) de los podocitos 
(p) y se expresa débilmente en las superficies de las células apicales o laterales (puntas de flecha). (Figuras 1R) La 
microscopía electrónica de Immuno-oro muestra la localización de partículas de oro (flechas) conjugadas con el 
anticuerpo Robo2 en el proceso del pie (fp) de un podocito de un ratón de 3 semanas de edad. GBM, membrana basal 30 
glomerular. Ampliación: 50.000X. Véase también las Figuras 5A-5M. 

Las Figuras 2A-2J demuestran que Robo2 interactúa con la proteína adaptadora Nck y forma un complejo con nefrina. 
(Figura 2A) Los ensayos de doble híbrido en levadura muestran una interacción positiva entre el dominio intracelular 
de Robo2 (Robo2-ICD) y Nckl. El informador LacZ (X-gal): +++, la levadura se tornó oscura; ++, clara; -, blanco en 24 
horas. El informador de leucina (-Leu): +, la levadura creció; -, la levadura no creció. CC, región conservada 35 
citoplasmática. Los números indican las posiciones de los residuos en la proteína de longitud completa. (Figura 2B) 
Los ensayos de doble híbrido en levadura muestran que los dos primeros dominios SH3 de Nckl son necesarios para 
su interacción con Robo2-ICD. (Figura 2C) Los ensayos de doble híbrido en levadura muestran dominios de unión 
potenciales que median la interacción de Robo2 y Nckl. La secuencia es la región de unión potencial en Robo2 para 
Nckl. Se destacan las regiones ricas en prolina. (Figura 2D) Precipitación conjunta de Robo2 y Nck. Los lisados 40 
celulares en el carril 5 se recogen de células transfectadas con His-myc-Robo2 (usadas en los carriles 1 y 2); los 
lisados celulares en el carril 6 se recogen de células transfectadas con His-myc-Robo2-ΔNBD (usadas en los carriles 
3 y 4). (Figura 2E) Precipitación conjunta de Robo2, Nck y nefrina. (Figura 2F) una precipitación conjunta similar a la 
de la (Figura 2E), excepto que His-myc-nefrina se extrae en lugar de His-myc-Robo2. (Figura 2G) Inmunoprecipitación 
conjunta Robo2, Nck y nefrina endógeno de riñón. (Figura 2H) Un ensayo similar al de la Figura 2G, excepto que los 45 
precipitados se preparan utilizando un anticuerpo anti-nefrina de ratón. (I) Slit2 mejora la formación del complejo 
Robo2-Nck-nefrina. His-myc-Robo2, nefrina y Fyn se expresan en células HEK que se estimulan con medio 
acondicionado con Slit2 (carriles 1, 3) o medio acondicionado de control (carril 2, 4). (Figura 2J) Cuantificación de la 
intensidad de (Figura 2I). Los datos se representan como la media ± SEM; n = 7, *p 0,05, **p 0,01 comparado con el 
control, prueba t de Student pareada. Véase también las Figuras 6A-6F'. 50 

Las Figuras 3A-3G demuestran que la señalización de Slit2-Robo2 inhibe la polimerización de actina mediada por 
nefrina. (Figura 3A) CD16/7-NCD se expresa conjunta con Robo2 en células HEK, que se tratan con anticuerpo anti-
CD16 y anticuerpo anti-IgG conjugado con rodamina en presencia de medio acondicionado con Slit2 (Slit) o medio 
acondicionado de control (CTL). Las células luego se fijan y se tiñen con faloidina conjugada con FITC para revelar F-
actina. Barra de escala, 5 µm. NCD: dominio citoplasmático de nefrina. (Figura 3B) Un ensayo similar al de la (Figura 55 
3A), excepto que CD16/7-NCD se reemplaza por CD16/7-HA y se usa como un ensayo de control. (Figura 3C) Se 
cuantifica el porcentaje de células con colas de F-actina sobre células totales con agrupaciones de CD16/7 en cada 
grupo. Los datos se representan como la media ± SEM, *p 0,01, n = 5. (Figura 3D) CD16/7-NCD en (Figura 3A) se 
inmunoprecipita por el anticuerpo anti-CD16 después de la estimulación del medio acondicionado con Slit2 (carriles 1 
y 3) o del medio acondicionado de control (carriles 2 y 4). Nótese la F-actina reducida en el carril 1. CD16/7-HA se usa 60 
como control negativo. (Figura 3E) Cuantificación de la intensidad de (Figura 3D). Los datos se representan como la 
media ± SEM; n = 4, *p 0,05 en comparación con el control, prueba t de Student pareada. (Figura 3F) 
Inmunoprecipitación de nefrina de riñones de ratón con desactivación de Robo2 homocigotos (Robo2-/-), heterocigotos 
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(Robo2 +/-), y de tipo silvestre (Robo2+/+) utilizando el anticuerpo anti-nefrina. Obsérvese el aumento de F-actina en 
el carril 3. (Figura 3G) Cuantificación de la intensidad de (Figura 3F). Los datos se representan como la media ± SEM; 
n = 4, *p 0,05 en comparación con el tipo silvestre y heterocigoto, análisis ANOVA. Véase también las Figuras 7A-7C. 

Las Figuras 4A-4W demuestran los fenotipos estructurales de podocitos en ratones nulos homocigotos para Robo2, 
desactivados específicos para podocitos de Robo2 y desactivación doble de Robo2 y Nphs1. (Figuras 4A y 4B) Las 5 
imágenes representativas de riñones de recién nacidos muestran cuerpos de podocitos (puntas de flecha) y la cápsula 
de Bowman (flechas) en ratones de tipo silvestre (Figura 4A) y nulos homocigotos para Robo2 (Figura 4B). (Figuras 
4C y 4D) Las imágenes de gran aumento de (Figuras 4A y 4B) muestran procesos base de podocitos (flechas) en el 
riñón del recién nacido. Barra de escala, 1 µm. (Figuras 4E y 4F) Las imágenes representativas de riñones de 3 
semanas con bajo aumento muestran el cuerpo celular de podocitos (puntas de flecha) en un ratón nulo homocigótico 10 
para Robo2 (Figura 4F) en comparación con un control de igual edad (Figura 4E). (Figuras 4G y 4H) Las imágenes de 
mayor aumento de (Figuras 4E y 4F) muestran procesos base serpenteantes más cortos y desorganizados (flecha) 
en un ratón nulo homocigoto para Robo2 de 3 semanas (Figura 4H) en comparación con procesos base con forma de 
cremallera bien organizados en el control de la misma edad (Figura 4G). Barras de escala: 2 µm. (Figuras 4I y 4J) Las 
imágenes representativas de microscopía electrónica de transmisión (ampliación a 5.000x) representan el 15 
desplazamiento del proceso del pie del podocito segmentario focal (flecha en la Figura 4J) en un ratón de un mes de 
edad con desactivación específica de podocito de Robo2 y el fenotipo normal en el control (Figura 4I). Abreviaturas: 
gc: capilar glomerular; us: espacio urinario. (Figuras 4K y 4L) Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión 
de mayor aumento (40.000x) muestran procesos base de podocitos más amplios (flecha en la Figura 4L) en un ratón 
mutante de dos meses de edad específico de podocitos de Robo2 en comparación con el control (Figura 4K). 20 
Abreviaturas: fp, proceso del pie de podocitos; GBM, membrana basal glomerular. (Figura 4M) Cuantificación del 
ancho del proceso del pie de podocito en ratones de un mes de edad con desactivación específica de podocitos de 
Robo2del5/flox;TgNphs2-cre+ (KO de Robo2) y los controles de la camada de tipo silvestre (WT). Los datos se representan 
como la media ± SEM, n = 333, * p 0,01. (Figura 4N) Ensayo ELISA de orina puntual muestra una elevada proporción 
de albúmina/creatinina en ratones adultos Robo2del5/flox;Nphs2-Cre+ (KO) en comparación con el control de tipo 25 
silvestre (WT). Los datos se representan como la media ± SEM, n = 20, *p 0,01. (Figura 4O) El análisis de transferencia 
Western muestra la presencia de albúmina en la orina; se cargó 1 µL de orina en cada pozo, se usaron 0,2 µg de 
albúmina como control positivo. WT, tres compañeros de camada de tipo silvestre; Robo2 KO, tres ratones individuales 
Robo2del5/flox;Nphs2-Cre+. (Figuras 4P y 4Q) Las imágenes representativas del microscopio electrónico de barrido 
muestran procesos base de podocitos interdigitales interrumpidos que se asemejan a protuberancias celulares 30 
desorganizadas (flechas) en el riñón de ratón recién nacido homocigoto sencillo para Nphs1-/-. Barras de escala: 1 µm. 
(Figuras 4R y 4S) Los glomérulos de ratones recién nacidos homocigotos dobles para Nphs1-/- Robo2-/- exhiben 
procesos base interdigitales restaurados (flechas), lo que indica un alivio del fenotipo nulo de nefrina por desactivación 
de Robo2. (Figuras 4T y 4U), los glomérulos de ratones recién nacidos homocigotos sencillos para Robo2-/- presentan 
procesos base irregulares y más amplios, pero una extensa formación de patrones interdigitales (flechas). (Figuras 4V 35 
y 4W), glomérulos de ratones de tipo silvestre recién nacidos con un patrón de interdigitación regular normal del 
proceso del pie (flechas). Véase también las Figuras. 8A-8Z y Tablas 1-4. 

Las Figuras 5A-5M demuestran que Robo2 se expresa en glomérulos en desarrollo y en adultos. (Figuras 5A y 5B) El 
análisis de hibridación in situ muestra que los transcriptos de Robo2 se expresan en glomérulos en desarrollo (flechas) 
en E16.5. Ampliación: 60X (Figura 5A) y 200X (Figura 5B). (Figuras 5C-5F) Los estudios de inmunohistoquímica (IHC) 40 
revelan que Robo2 se expresa durante el desarrollo de glomérulos desde E14.5 hasta E17.5. Ampliación: 600X. 
(Figura 5G) IHC muestra que Robo2 se expresa específicamente en glomérulos de ratones adultos a las 5 semanas 
de edad (Figura 5G). DAPI marca los núcleos celulares en el riñón. Ampliación: 400X. (Figura 5H) Las tinciones de 
localización conjunta de IHC de riñón de 5 semanas muestran que Robo2 se expresa conjuntamente en el glomérulo 
con el marcador de podocitos Wt1. Ampliación: 600X. (Figuras 5I-5K) Robo2 y WT1 se expresan conjuntamente en el 45 
glomérulo del ratón en E16.5. Ampliación: 600X. (Figuras 5L y 5M) Las tinciones de localización conjunta de IHC de 
riñón de 5 semanas muestran que Robo2 se expresa conjuntamente en el glomérulo con el marcador de células 
mesangiales Pdgfrb (Figura 5L) y el marcador de células endoteliales Pecam1 (Figura 5M). Ampliación: 600X. 

Las Figuras 6A-6F' demuestran que Robo2 interactúa con Nck y forma un complejo con nefrina, que se ve reforzado 
por la estimulación con Slit2. (Figura 6A) Co-IP de Robo2 y nefrina con Nck endógeno. Robo2, nefrina y Fyn se 50 
expresan en células HEK y se estimulan con Slit2. El Nck endógeno está inmunoprecipitado por un anticuerpo anti-
Nck. El ratón IgG se utiliza como control. La formación de complejos con nefrina se ve reforzada por la expresión Slit2 
y d Fyn. (Figuras 6B y 6C) Slit2 se expresa en los glomérulos de ratones recién nacidos mediante tinción con 
inmunoperoxidasa (Figura 6B) y se expresa conjuntamente en el glomérulo con el marcador de podocitos 
Sinaptopodina (Figura 6C). Ampliación: 600X. (Figuras 6D y 6D') CD16/7-NCD se expresa conjuntamente con Robo2 55 
en células HEK en presencia de Slit2, se trata con anticuerpo anti-CD16 y anticuerpo anti-IgG conjugado con rodamina, 
luego se fija y se tiñe con anticuerpos anti-Robo2. Las agrupaciones de CD16/7-NCD se localizan conjuntamente con 
Robo2 (Figura 6D) pero no se observa localización conjunta en las agrupaciones CD16/7-HA de control (Figura 6D'). 
Barra de escala: 5 µm. NCD: dominio citoplasmático de nefrina. (Figuras 6E y 6E') La eliminación del dominio de unión 
a Nck (NBD) de Robo2 afecta su localización conjunta con CD16/7-NCD en presencia de Slit2. Las agrupaciones de 60 
CD16/7-NCD se localizan conjuntamente con Robo2 (Figura 6E), pero no se observa localización conjunta en 
agrupaciones de Robo2- ∆NBD (Figura 6E'). Barra de escala: 5 µm. (Figuras 6F y 6F') La estimulación con Slit2 mejora 
la localización conjunta de CD16/7-NCD y Robo2 en células HEK. Las agrupaciones CD16/7-NCD se localizan 
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conjuntamente con Robo2 en presencia de Slit2 (Figura 6F) pero no con medio acondicionado de control (Figura 6F'). 
Barra de escala: 5 µm. 

Las Figuras 7A-7C demuestran que la eliminación del dominio de unión a Nck de Robo2 compromete la inhibición de 
Slit2-Robo2 en la polimerización de actina inducida por nefrina. (Figura 7A) CD16/7-NCD y Robo2 se expresan 
conjuntamente en células HEK, agrupadas con anticuerpo anti-CD16 y anticuerpo anti-IgG conjugado con rodamina 5 
en presencia de medio acondicionado con Slit2 (Slit2) o medio condicionado de control (CTL) ). Las células se fijaron 
y se tiñeron con faloidina conjugada con FITC para revelar las fibras de F-actina. Se examinaron agrupaciones de 
CD16/7-NCD y fibras de F-actina usando microscopía confocal. Barra de escala, 5µm. NCD, dominio citoplasmático 
de nefrina. (Figura 7B) CD16/7-NCD y Robo2-ΔNBD se expresaron conjuntamente en células HEK. Barra de escala, 
5µm. NBD, dominio de unión a Nck. (Figura 7C) Se cuantificó el porcentaje de células con colas de F-actina sobre 10 
células totales con agrupaciones de CD16/7-NCD en cada grupo. Los datos se representan como la media ± SEM, *p 
= 1,436x 10-5, ** p = 6,32x 10-5, n = 5, ANOVA. 

Las Figuras 8A-8Z demuestran fenotipo glomerular en ratones nulos homocigotos de Robo2, con desactivación 
específica de podocitos de Robo2, desactivados dobles de Robo2 y Nphs1, y un modelo propuesto de señalización 
de Robo2-Nefrina. (Figuras 8A-8F) Análisis por microscopía electrónica de transmisión de la ultraestructura glomerular 15 
en riñones de ratones mutantes Robo2del5/del5 recién nacidos (NB). (Figuras 8A, 8C, 8E) Ultraestructura glomerular de 
un ratón control heterocigótico Robo2 recién nacido con aumentos bajos (Figura 8A, 2.200X), medios (Figura 8C, 
15.500X) y altos (Figura 8E, 52.000X). (Figuras 8B, 8D, 8F) Ultraestructura glomerular de un ratón mutante recién 
nacido homocigoto Robo2 (-/-) (es decir, Robo2del5/del5) con amplificaciones baja (Figura 8B), media (Figura 8D) y alta 
(Figura 8F). Las flechas indican el desplazamiento focal del proceso del pie. Abreviaturas: gc: capilar glomerular; us: 20 
espacio urinario; GBM: membrana basal glomerular. (Figuras 8G-8N) Patrones anormales del proceso del pie de 
podocitos en ratones con desactivación específica de podocitos de Robo2. (Figuras 8G-8J) Imágenes representativas 
de microscopía electrónica de barrido de glomérulos de ratones de un mes de edad con desactivación específica de 
podocitos de Robo2del5/flox;Nphs2-Cre+ y ratones de control Robo2del5/flox/+ de la misma edad. Se encontraron 
irregularidades leves de los procesos base de podocitos de interdigitación en un ratón de un mes de edad con 25 
desactivación específica de podocito de Robo2 (Figuras 8K y 8N). A los siete meses de edad, los ratones con 
desactivación específica para podocitos de Robo2 desarrollaron procesos base marcadamente irregulares (Figuras 
8L y 8N). Barras de escala: 10 µm (Figuras 8G, 8H, 8K, 8L con una amplificación de 2.000x) y 2 µm (Figuras 8I, 8J, 
8M, 8N con una amplificación de 13.000x). (Figuras 8O-8T) Morfología glomerular en ratones con desactivación 
específica de podocito de Robo2. (Figuras 8O-8R) La tinción periódica con ácido de Schiff (PAS) mostró una expansión 30 
de la matriz mesangial en los glomérulos de ratones de 2 meses y 6 meses con desactivación específica de podocitos 
de Robo2 (Figuras 8P, 8R) en comparación con los controles de la misma edad (Figuras 8O, 8Q). (Figura 8S) El 
análisis cuantitativo de los glomérulos muestra la expansión de la matriz mesangial en ratones de 12 meses de edad 
con desactivación específica de podocitos de Robo2 en comparación con controles de tipo silvestre (WT) de la misma 
edad. Los datos se representan como la media ± SEM, n = 5, *p < 0,01. (T) La desactivación específica de podocitos 35 
de Robo2 no afecta el número de podocitos. Se identificaron células de podocitos usando tinción con WT-1. El número 
de podocitos por sección transversal glomerular se contó en 4 ratones de 1 año de edad con desactivación específica 
de podocitos de Robo2del5/flox;TgNphs2-Cre+ (MU) en comparación con cuatro ratones de tipo silvestre (WT) de la misma 
edad. Los datos se representan como la media ± SEM, p = 0,645, prueba t; mutante: n = 165 glomérulos; control: n = 
166 glomérulos. (Figuras 8U-8Y) Fenotipo glomerular en ratones con desactivación doble de Robo2 y Nphs1. (Figura 40 
8U) La tinción con H&E muestra glomérulos con dilataciones características del espacio de Bowman (asteriscos) en 
un  ratón recién nacido homocigoto único Nphs1-/-, 400x. (Figura 8V) Los glomérulos de un ratón recién nacido 
homocigoto único Robo2-/- muestran ausencia de dilataciones espaciales de Bowman; 400x. (Figura 8W) Los 
glomérulos de aspecto normal sin dilataciones espaciales de Bowman significativas (flechas) se muestran en un ratón 
recién nacido homocigótico doble Robo2-/-;Nphs1-/- que indica alivio del fenotipo  glomerular Nphs1-/-; 400x. (Figura 45 
8X) Tinción con H&E de riñón normal y glomérulos de un control de ratón recién nacido de tipo silvestre de edades 
similares; 400x. (Figura 8Y) La cuantificación de glomérulos con espacio de Bowman dilatado en ratones recién 
nacidos muestra una reducción significativa de los glomérulos con el fenotipo de dilatación característica del espacio 
de Bowman en homocigotos dobles para Robo2-/-;Nphs1-/- comparado con homocigotos sencillos para Nphs1-/-  
(Robo2-/-;Nphs1-/-). Los datos se representan como la media ± SEM, *p< 0,01. (Figura 8Z) Un modelo de efectos 50 
inhibidores de señalización de Slit2-Robo2 en nefrina para influir en la estructura del proceso del pie de podocitos: 
Bajo condiciones fisiológicas (por ejemplo, durante el desarrollo del proceso del pie), los dominios de tirosina 
intracelular fosforilada de nefrina (YDxV-p) reclutan a Nck a través de su interacción con el dominio SH2. Nck a su vez 
recluta reguladores del citoesqueleto a través de sus dominios SH3 para promover la polimerización de la actina. Slit2 
se une a Robo2 para aumentar la interacción del dominio intracelular de Robo2 con los dominios SH3 de Nck, lo que 55 
evitaría la unión de Nck a los reguladores del citoesqueleto y daría como resultado una inhibición de la polimerización 
de actina inducida por nefrina. La polimerización de actina equilibrada se mantiene durante el desarrollo del podocito 
para una estructura normal del proceso del pie. En ausencia de señalización de Slit2-Robo2 (por ejemplo, cuando se 
inactiva Robo2), se pierden los efectos inhibidores de Robo2 sobre la polimerización inducida por nefrina. Los dominios 
SH3 de Nck son capaces de interactuar con los reguladores del citoesqueleto secuencia abajo para aumentar la 60 
polimerización de la actina, lo que puede explicar la estructura alterada del proceso del pie del podocito en ratones 
mutantes Robo2. Abreviaturas: Ig: dominio de inmunoglobulina; FN3: dominio de fibronectina tipo 3; SH2: dominio del 
homólogo 2 de Src; SH3: dominio del homólogo 3 de Src; CC0, CC1, CC2, CC3: Región conservada citoplasmática 
0, 1, 2, 3. 
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Descripción detallada 

Se ha demostrado previamente que Robo2 es el receptor de la superficie celular para la SLIT señal de guía de 
repulsión y está involucrado en la guía de axones y la migración neuronal en el sistema nervioso. La nefrina es una 
proteína del diafragma de hendidura del podocito que funciona en la barrera de filtración glomerular del riñón. En el 
presente documento se ha demostrado que Robo2 se expresa en la superficie basal de los podocitos, tal como los 5 
podocitos de ratón, y se localiza conjuntamente con nefrina. Los estudios bioquímicos indican que Robo2 forma un 
complejo con nefrina en el riñón a través de la proteína adaptadora Nck. En contraste con el papel de la nefrina que 
promueve la polimerización de actina, en el presente documento se demuestra que la señalización de Slit2-Robo2 
inhibe la polimerización de actina inducida por nefrina. Por ejemplo, la cantidad de F-actina asociada con la nefrina 
aumenta en los ratones con desactivación de Robo2 que desarrollan una estructura alterada del proceso del pie del 10 
podocito y microalbuminuria. Los estudios de interacción genética revelan además que la pérdida de Robo2 alivia el 
fenotipo anormal de podocitos en ratones con nefrina nula. Los resultados proporcionados en este documento 
muestran que la señalización de Robo2 actúa como un regulador negativo sobre la nefrina para influir en la arquitectura 
del proceso del pie del podocito. 

Además, se ha demostrado que un paciente con reflujo vesicoureteral (VUR) tiene una translocación cromosómica 15 
que interrumpe el gen ROBO2 y produce proteínas de fusión ROBO2 negativas dominantes que anulan la ruta de 
señalización de SLIT2-ROBO2. Normalmente, VUR es una enfermedad caracterizada por el flujo retrógrado de orina 
desde la vejiga hacia los uréteres y el riñón, y los pacientes con VUR pueden presentar nefropatía por reflujo, una 
afección que se manifiesta con proteinuria severa. Se ha demostrado que las proteínas de fusión ROBO2 dominantes 
negativas producidas por un paciente con VUR bloquean la ruta de señalización de SLIT2-ROBO2 y protegen al 20 
paciente de la nefropatía por reflujo y la proteinuria, lo que confirma y apoya aún más los resultados de los inventores 
en modelos animales del valor terapéutico del direccionamiento de la ruta de señalización SLIT2-ROBO2 para el 
tratamiento de la enfermedad renal crónica. 

En el riñón normal, la pared capilar glomerular trilaminar, compuesta por células endoteliales fenestradas, membrana 
basal y podocitos, restringe la permeabilidad a las proteínas plasmáticas. Los podocitos son células epiteliales 25 
especializadas que extienden los procesos primarios y secundarios para cubrir la superficie externa de la membrana 
basal glomerular. Los procesos secundarios de interdigitación ricos en actina, o procesos base, de podocitos vecinos 
crean hendiduras de filtración unidas por un diafragma de hendidura semiporoso que forma la barrera final a la 
permeación de proteínas. Mientras que las mutaciones genéticas de las proteínas de diafragma de hendidura de los 
podocitos, como la nefrina y otras, están asociadas con formas hereditarias de enfermedad renal proteinúrica 30 
(Tryggvason y colaboradores, 2006), se ha hecho evidente que las proteínas que forman y se asocian con el diafragma 
de hendidura son más que una simple barrera estructural. Estas proteínas forman una red de señalización equilibrada 
que puede influir en la estructura del proceso del pie de los podocitos y funcionar a través de la interacción con el 
citoesqueleto de F-actina (Faul y colaboradores, 2007; Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006). 

Las proteínas de la familia Roundabout (Robo), Robo1, Robo2, Robo3 y Robo4 son receptores de la superficie celular 35 
para el ligando secretado Slit (Dickson y Gilestro, 2006). Slit1, Slit2 y Slit3 se encontraron originalmente como señales 
de guía repulsivas para la búsqueda de axones y las neuronas migratorias durante el desarrollo del sistema nervioso 
(Guan y Rao, 2003). La proteína transmembrana Robo contiene cinco motivos de Ig y tres repeticiones de fibronectina 
tipo III (FNIII) en su dominio extracelular (Dickson y Gilestro, 2006). Si bien ambos motivos de inmunoglobulina (Ig) 1 
y 2 interactúan con Slit, el primer motivo de Ig1 de Robo es el sitio de unión principal para Slit (Dickson y Gilestro, 40 
2006). El dominio intracelular de Robo tiene cuatro secuencias conservadas citoplasmáticas (CC) denominadas CC0, 
CC1, CC2 y CC3 (Bashaw y colaboradores, 2000; Kidd y colaboradores, 1998; Morlot y colaboradores, 2007; Zallen 
y colaboradores, 1998). CC0 y CC1 contienen tirosina, mientras que CC2 y CC3 son estiramientos ricos en prolina. 
La actividad repulsiva de la señalización de Slit-Robo inhibe la polimerización de la actina (Guan y Rao, 2003) o induce 
la despolimerización de la F-actina (Piper y colaboradores, 2006). 45 

La señalización Slit-Robo también desempeña funciones cruciales durante la inducción renal temprana y el crecimiento 
de las yemas uretrales. Los mutantes de ratón que carecen de Slit2 o Robo2 desarrollan brotes uretrales 
supernumerarios, lo que conduce a un amplio espectro de fenotipo del tracto urinario, que incluye riñones dúplex, 
uniones ureterovesicales anormales e hidronefrosis (Grieshammer y colaboradores, 2004; Lu y colaboradores, 2007). 
La interrupción de ROBO2 en humanos causa anomalías congénitas de los riñones y vías urinarias (CAKUT), y se 50 
han identificado mutaciones puntuales de ROBO2 en pacientes con reflujo vesicoureteral (VUR) (Lu y colaboradores, 
2007). Nuestro estudio reciente demuestra que Robo2 es crucial para la formación de un orificio ureteral normal y para 
el mantenimiento de un mecanismo efectivo contra el reflujo (Wang y colaboradores, 2011). 

En este documento se demuestra que Robo2 es una nueva proteína de podocitos expresada en la superficie basal de 
los podocitos glomerulares en el riñón y se localiza conjuntamente con nefrina y podocina. Robo2 interactúa 55 
directamente con los dominios SH3 de la proteína adaptadora Nck y forma un complejo con nefrina. Mientras que los 
ratones con desactivación de Robo2 desarrollaron procesos de base alterados de podocitos, la pérdida de Robo2 
alivia las anomalías estructurales del proceso del pie que se observan en ratones nulos para nefrina. Estos resultados 
descritos en el presente documento indican que la señalización de Robo2 actúa como un regulador negativo en la 
señalización de nefrina para influir en la arquitectura del proceso del pie de podocitos. Además, como se demuestra 60 
en este documento, se ha descubierto que las proteínas de fusión ROBO2 negativas dominantes producidas por un 
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paciente bloquean la ruta de señalización SLIT2-ROBO2 y protegen al paciente de la nefropatía por reflujo y 
proteinuria, lo que confirma y respalda los resultados descritos en este documento en modelos animales del valor 
terapéutico del direccionamiento de la ruta de señalización SLIT2-ROBO2 para el tratamiento de la enfermedad renal 
crónica. 

Por consiguiente, en algunos aspectos, en el presente documento se proporcionan métodos para el tratamiento de la 5 
enfermedad renal crónica en un sujeto que lo necesite, comprendiendo dicho método administrar a un sujeto que tiene 
o está en riesgo de una enfermedad renal crónica una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que 
comprende un inhibidor de la ruta de señalización SLIT2-ROBO2. 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, métodos para la reducción de la proteinuria en un 
sujeto que lo necesite, que comprende administrar a un sujeto que tiene o está en riesgo de proteinuria una cantidad 10 
terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un inhibidor de la ruta de señalización SLIT2-ROBO2  

En otros aspectos, en el presente documento se proporcionan métodos para prevenir enfermedades renales o 
promover la profilaxis de enfermedades renales en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar a un sujeto 
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un inhibidor de la ruta de señalización 
SLIT2-ROBO2 para prevenir o promover la profilaxis de la enfermedad renal en el sujeto. 15 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, métodos para mitigar los efectos de la enfermedad 
renal, reducir la gravedad de la enfermedad renal, reducir la probabilidad de desarrollar enfermedad renal y/o ralentizar 
la progresión de la enfermedad renal en un sujeto que la necesite.  

Como se usa en este documento, "ROBO2" se refiere al polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de: 

MARRHERVTRRMWTWAPGLLMMTVVFWGHQGNGQGQGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSK 20 
GEPTTLNCKAEGRPTPTIEWYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDEGS 
YVCVARNYLGEAVSRNASLEVALLRDDFRQNPTDVVVAAGEPAILECQPPRGHPEPTIYWKK 
DKVRIDDKEERISIRGGKLMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTFLRRPI 
NQVVLEEEAVEFRCQVQGDPQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDEGTYM 
CIAENRVGKMEASATLTVRAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPQPAVFWQKEGSQ 25 
NLLFPNQPQQPNSRCSVSPTGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTDVLTDRPP 
PIILQGPANQTLAVDGTALLKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQGTLQIKNLRIS 
DTGTYTCVATSSSGETSWSAVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTDVTKNSVTLSWQ 
PGTPGTLPASAYIIEAFSQSVSNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLFMVRAINPQGLSDPS 
PMSDPVRTQDISPPAQGVDHRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQVTWTVDRQPQFIQGY 30 
RVMYRQTSGLQATSSWQNLDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYEIKVRPYFNEFQGMDSESKTV 
RTTEEAPSAPPQSVTVLTVGSYNSTSISVSWDPPPPDHQNGIIQEYKIWCLGNETRFHINKTVD 
AAIRSVIIGGLFPGIQYRVEVAASTSAGVGVKSEPQPIIIGRRNEVVITENNNSITEQITDVVKQP 
AFIAGIGGACWVILMGFSIWLYWRRKKRKGLSNYAVTFQRGDGGLMSNGSRPGLLNAGDPS 
YPWLADSWPATSLPVNNSNSGPNEIGNFGRGDVLPPVPGQGDKTATMLSDGAIYSSIDFTTKT 35 
SYNSSSQITQATPYATTQILHSNSIHELAVDLPDPQWKSSIQQKTDLMGFGYSLPDQNKGNNG 
GKGGKKKKNKNSSKPQKNNGSTWANVPLPPPPVQPLPGTELEHYAVEQQENGYDSDSWCPP 
LPVQTYLHQGLEDELEEDDDRVPTPPVRGVASSPAISFGQQSTATLTPSPREEMQPMLQAHLD 
ELTRAYQFDIAKQTWHIQSNNQPPQPPVPPLGYVSGALISDLETDVADDDADDEEEALEIPRP 
LRALDQTPGSSMDNLDSSVTGKAFTSSQRPRPTSPFSTDSNTSAALSQSQRPRPTKKHKGGRM 40 
DQQPALPHRREGMTDEEALVPYSKPSFPSPGGHSSSGTASSKGSTGPRKTEVLRAGHQRNAS 
DLLDIGYMGSNSQGQFTGEL(isoforma ROBO2a del homólogo 2 Roundaboud de Homo sapiens; SEQ ID NO: 1), 
como se describe por ejemplo, por NP_001122401.1 y se codifica por NM_001128929.2 (SEQ ID NO: 2); o 
MSLLMFTQLLLCGFLYVRVDGSRLRQEDFPPRIVEHPSDVIVSKGEPTTLNCKAEGRPTPTIE 
WYKDGERVETDKDDPRSHRMLLPSGSLFFLRIVHGRRSKPDEGSYVCVARNYLGEAVSRNA 45 
SLEVALLRDDFRQNPTDVVVAAGEPAILECQPPRGHPEPTIYWKKDKVRIDDKEERISIRGGK 
LMISNTRKSDAGMYTCVGTNMVGERDSDPAELTVFERPTFLRRPINQVVLEEEAVEFRCQVQ 
GDPQPTVRWKKDDADLPRGRYDIKDDYTLRIKKTMSTDEGTYMCIAENRVGKMEASATLTV 
RAPPQFVVRPRDQIVAQGRTVTFPCETKGNPQPAVFWQKEGSQNLLFPNQPQQPNSRCSVSP 
TGDLTITNIQRSDAGYYICQALTVAGSILAKAQLEVTDVLTDRPPPIILQGPANQTLAVDGTAL 50 
LKCKATGDPLPVISWLKEGFTFPGRDPRATIQEQGTLQIKNLRISDTGTYTCVATSSSGETSWS 
AVLDVTESGATISKNYDLSDLPGPPSKPQVTDVTKNSVTLSWQPGTPGTLPASAYIIEAFSQSV 
SNSWQTVANHVKTTLYTVRGLRPNTIYLFMVRAINPQGLSDPSPMSDPVRTQDISPPAQGVD 
HRQVQKELGDVLVRLHNPVVLTPTTVQVTWTVDRQPQFIQGYRVMYRQTSGLQATSSWQN 
LDAKVPTERSAVLVNLKKGVTYEIKVRPYFNEFQGMDSESKTVRTTEEAPSAPPQSVTVLTV 55 
GSYNSTSISVSWDPPPPDHQNGIIQEYKIWCLGNETRFHINKTVDAAIRSVIIGGLFPGIQYRVE 
VAASTSAGVGVKSEPQPIIIGRRNEVVITENNNSITEQITDVVKQPAFIAGIGGACWVILMGFSI 
WLYWRRKKRKGLSNYAVTFQRGDGGLMSNGSRPGLLNAGDPSYPWLADSWPATSLPVNNS 
NSGPNEIGNFGRGDVLPPVPGQGDKTATMLSDGAIYSSIDFTTKTSYNSSSQITQATPYATTQI 
LHSNSIHELAVDLPDPQWKSSIQQKTDLMGFGYSLPDQNKGNNGGKGGKKKKNKNSSKPQK 60 
NNGSTWANVPLPPPPVQPLPGTELEHYAVEQQENGYDSDSWCPPLPVQTYLHQGLEDELEED 
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DDRVPTPPVRGVASSPAISFGQQSTATLTPSPREEMQPMLQAHLDELTRAYQFDIAKQTWHIQ 
SNNQPPQPPVPPLGYVSGALISDLETDVADDDADDEEEALEIPRPLRALDQTPGSSMDNLDSS 
VTGKAFTSSQRPRPTSPFSTDSNTSAALSQSQRPRPTKKHKGGRMDQQPALPHRREGMTDEE 
ALVPYSKPSFPSPGGHSSSGTASSKGSTGPRKTEVLRAGHQRNASDLLDIGYMGSNSQGQFTG EL (isoforma 
ROBO2b del homólogo 2 de Roundabout de Homo sapiens; SEQ ID NO: 3), como se describe en, por ejemplo, 5 
NP_002933.1 y codificado por NM_002942.4 (SEQ ID NO: 4), junto con cualquiera de las variantes de empalme 
alélicas de origen natural y formas procesadas de las mismas. Típicamente, ROBO2 se refiere a ROBO2 humano. El 
gen ROBO2 se conserva en chimpancé, mono Rhesus, perro, vaca, ratón, rata, pollo, pez cebra, mosca de la fruta, 
mosquito y C. elegans. Los residuos específicos de ROBO2 se pueden denominar, por ejemplo, "ROBO2(30)". 

Los dominios específicos de ROBO2 también pueden ser denominados por dicha nomenclatura. El dominio N-terminal 10 
o "extracelular de ROBO2", que comprende los cinco motivos de inmunoglobulina y las tres repeticiones de fibronectina 
tipo III (FNIII), puede denominarse ROBO2 (46-848) de la SEQ ID NO: 1 o ROBO2 (30-832) de la SEQ ID NO: 3, por 
ejemplo. Los motivos de inmunoglobulina (Ig) 1 y 2 que interactúan con Slit2, o el "dominio de unión a SLIT de Ig" 
pueden denominarse ROBO2 (46-145) y ROBO2 (151-237) respectivamente de la SEQ ID NO: 1, y ROBO2 (30-129) 
y ROBO2 (135-221) respectivamente de la SEQ ID NO: 3. De manera similar, el "dominio intracelular" que comprende 15 
el "dominio de unión intracelular a Nck", que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos en prolina  , descritos 
en este documento, pueden denominarse como ROBO2 (881-1378) de la SEQ ID NO: 3. 

Como se usa en el presente documento, los términos "inhibidor de ROBO2", "antagonista de ROBO2", "agente 
inhibidor de ROBO2" y "agente antagonista de ROBO2" se refieren a una molécula o agente que bloquea, inhibe, 
reduce o interfiere significativamente con la actividad biológica de ROBO2 (mamífero, tal como humano, ROBO2) in 20 
vitro, in situ y/o in vivo, incluida la actividad de rutas posteriores mediadas por la señalización de ROBO2, tales como, 
por ejemplo, la interacción de ROBO2 con la proteína adaptadora Nck y/o la formación de complejo con nefrina, 
inhibición mediada por SLIT2-ROBO-2 de polimerización de actina mediada por nefrina y/o provocación de una 
respuesta celular a ROBO2. El término "agente" como se usa en el presente documento en referencia a un inhibidor 
de ROBO2 significa cualquier compuesto o sustancia tal como, pero sin limitarse a, una molécula pequeña, ácido 25 
nucleico, polipéptido, péptido, fármaco, ión, etc. Un "agente" puede ser cualquier sustancia química, entidad o fracción, 
incluyendo, sin limitación, entidades proteicas y no proteicas sintéticas y naturales. En algunas realizaciones de los 
aspectos descritos en el presente documento, un agente es un ácido nucleico, un análogo de ácido nucleico, una 
proteína, un anticuerpo, un péptido, un aptámero, un oligómero de ácidos nucleicos, un aminoácido o un carbohidrato, 
e incluye, sin limitación, proteínas, oligonucleótidos, ribozimas, ADNzimas, glicoproteínas, ARN antisentido, ARNic, 30 
lipoproteínas, aptámeros y modificaciones y combinaciones de los mismos, etc. Se puede saber que los compuestos 
para uso en las composiciones terapéuticas y los métodos descritos en este documento tienen una actividad deseada 
y o propiedad, o puede seleccionarse de una biblioteca de diversos compuestos, utilizando métodos de cribado 
conocidos por un experto en la técnica. 

Los ejemplos de inhibidores de ROBO2 contemplados para uso en los diversos aspectos y realizaciones descritos en 35 
el presente documento incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos anti-ROBO2 o fragmentos de unión a antígeno de 
los mismos que se unen específicamente a ROBO2; moléculas antisentido dirigidas a un ácido nucleico que codifica 
ROBO2 (por ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos); moléculas ARN de interferencia corta ("ARNic") dirigidas a un 
ácido nucleico que codifica ROBO2 (por ejemplo, ROBO2a o ROBO2b o ambos); aptámeros de ARN o ADN que se 
unen a ROBO2, e inhiben/reducen/bloquean la señalización mediada por ROBO2; análogos estructurales de ROBO2; 40 
y proteínas ROBO2 solubles, polipéptidos inhibidores, por ejemplo, polipéptidos negativos dominantes, o polipéptidos 
de fusión de los mismos. En algunas realizaciones de estos aspectos y todos los aspectos descritos en el presente 
documento, un inhibidor de ROBO2 (por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo) se 
une (interactúa físicamente con) ROBO2, se dirige secuencia abajo de la señalización de ROBO2 y/o inhibe (reduce) 
la síntesis producción o liberación de ROBO2. En algunas realizaciones de estos aspectos y todos los aspectos 45 
descritos en el presente documento, un inhibidor de ROBO2 se une y evita su unión a un ligando de proteína SLIT, tal 
como SLIT2. En algunas realizaciones de estos aspectos y todos los aspectos descritos en el presente documento, 
un inhibidor de ROBO2 reduce o elimina específicamente la expresión (es decir, la transcripción o traducción) de una 
o más isoformas de ROBO2. 

Como se usa en el presente documento, un inhibidor o antagonista de ROBO2 tiene la capacidad de reducir la actividad 50 
y/o expresión de ROBO2 en una célula (por ejemplo, podocitos) en al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 
15%, en al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, 
al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos 
el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, al menos el 99%, o más, en relación 
con la actividad o nivel de expresión en ausencia del inhibidor de ROBO2. 55 

Por consiguiente, en algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el 
inhibidor de ROBO2 inhibe la transducción de señales mediada por ROBO2. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 se dirige a la interacción de 
ROBO2 con la proteína adaptadora Nck y/o la formación de complejos con nefrina, la inhibición mediada por SLIT2-
ROBO-2 de la polimerización de actina mediada por nefrina y/o la provocación de una respuesta celular a ROBO2. 60 
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En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, los sitios de unión de 
los inhibidores de ROBO2, tales como un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo, se dirigen contra un 
sitio de interacción de ligando de ROBO2, tal como un sitio de interacción de ligando de SLIT2. En algunas 
realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, los sitios de unión del inhibidor de 
ROBO2, tales como un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo, se dirigen contra un sitio de interacción 5 
del adaptador de ROBO2 tal como un sitio de interacción Nck o el dominio de unión intracelular a NCK que comprende 
los cuatro motivos intracelulares ricos en prolina   de ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y 
métodos descritos en el presente documento, los sitios de unión de los inhibidores de ROBO2 se dirigen contra un 
sitio en un objetivo en la proximidad del sitio de interacción del ligando, con el fin de proporcionar un impedimento 
estérico para la interacción del receptor (por ejemplo, ROBO2) con su ligando (por ejemplo, SLIT2). Al unirse a un sitio 10 
de interacción del ligando de ROBO2, un inhibidor de ROBO2 descrito en este documento puede reducir o inhibir la 
actividad o expresión de ROBO2, y las consecuencias de señalización de ROBO2 secuencia abajo (por ejemplo, la 
interacción de ROBO2 con la proteína adaptadora Nck y/o la formación de complejos con nefrina, inhibición mediada 
por SLIT2-ROBO-2 de la polimerización de la actina mediada por nefrina, y/o provocación de una respuesta celular a 
ROBO2). Por ejemplo, en algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, 15 
los sitios de unión de los inhibidores de ROBO2 bloquean o se dirigen al menos a la Ig1, y preferiblemente a los sitios 
de Ig1 e Ig2, en ROBO2, es decir, ROBO2 (46-145) y ROBO2 (151-237) respectivamente de la SEQ ID NO: 1, y 
ROBO2 (30-129) y ROBO2 (135-221) respectivamente de la SEQ ID NO: 3, por ejemplo. En algunas realizaciones de 
las composiciones y métodos descritos en el presente documento, los sitios de unión de los inhibidores de ROBO2 
bloquean o se dirigen al dominio intracelular de ROBO2 que comprende el dominio de unión intracelular a Nck, es 20 
decir, ROBO2 (881-1378) de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos 
en el presente documento, los sitios de unión de los inhibidores de ROBO2 bloquean o se dirigen al dominio de unión 
intracelular a Nck de ROBO2 que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos en prolina de ROBO2. Esto se 
puede lograr mediante una variedad de medios bien conocidos en la técnica, tales como anticuerpos y fragmentos de 
unión a antígeno de los mismos, ARN inhibidores, etc., y como se describe en el presente documento. 25 

Por consiguiente, en algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el 
inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo que se une selectivamente o 
interactúa físicamente con ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente 
documento, el inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo que se une a ROBO2 
e inhibe y/o bloquea y/o evita la interacción con Nck y/o la formación de complejos con nefrina. En algunas 30 
realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el anticuerpo o fragmento de unión 
a antígeno del mismo se une al dominio de unión a SLIT de Ig de ROBO2. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del 
mismo se une al dominio de unión a SLIT de Ig1de ROBO2 o ambos dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2, 
es decir, ROBO2 (46-145) y ROBO2 (151-237) respectivamente de la SEQ ID NO: 1, y ROBO2 (30-129) y ROBO2 35 
(135-221) respectivamente de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos 
en el presente documento, el anticuerpo o antígeno fragmento de unión del mismo se une o bloquea el dominio 
intracelular de ROBO2, es decir, ROBO2 (881-1378) de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de la 
misma se une o bloquea el dominio de unión intracelular a Nck que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos 40 
en prolina de ROBO2. 

Los anticuerpos específicos para o que se unen selectivamente a ROBO2, adecuados para uso en las composiciones 
y para practicar los métodos descritos en el presente documento son preferiblemente monoclonales, y pueden incluir, 
pero no se limitan a, anticuerpos humanos, humanizados o quiméricos, que comprenden anticuerpos de cadena 
sencilla, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), fragmentos producidos por una biblioteca de expresión de Fab y/o 45 
fragmentos de unión de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos también se refieren a moléculas de 
inmunoglobulina y porciones inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que 
contienen antígeno o sitios de unión al objetivo o "fragmentos de unión a antígenos". Las moléculas de inmunoglobulina 
descritas en este documento pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por 
ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) o subclases de moléculas de inmunoglobulina, como es entendido por 50 
un experto en la técnica. 

Por consiguiente, en algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, un 
inhibidor de ROBO2 como se describe en este documento es un anticuerpo monoclonal anti-ROBO2 o un fragmento 
de unión a antígeno. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en este documento, un inhibidor de ROBO2 como 55 
se describe en este documento es un fragmento de anticuerpo de ROBO2 o un fragmento de unión a antígeno. Los 
términos "fragmento de anticuerpo", "fragmento de unión a antígeno" y "derivado de anticuerpo", como se usa en el 
presente documento, se refieren a un fragmento de proteína que comprende solo una porción de un anticuerpo intacto, 
que generalmente incluye un sitio de unión a antígeno del anticuerpo intacto y, por lo tanto, retiene la capacidad de 
unirse al antígeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluidos en los términos fragmento de anticuerpo o 60 
fragmento de unión a antígeno incluyen: (i) el fragmento Fab, que tiene dominios VL, CL, VH y CH1; (ii) el fragmento 
Fab', que es un fragmento Fab que tiene uno o más residuos de cisteína en el extremo terminal C del dominio CH1; 
(iii) el fragmento Fd que tiene dominios VH y CH1; (iv) el fragmento Fd' que tiene dominios VH y CH1 y uno o más 
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residuos de cisteína en el extremo terminal C del dominio CH1; (v) el fragmento Fv que tiene los dominios VL y VH de 
un solo brazo de un anticuerpo; (vi) un fragmento de dAb (Ward y colaboradores, Nature 341, 544-546 (1989)) que 
consiste en un dominio VH o un dominio VL; (vii) regiones CDR aisladas; (viii) fragmentos F(ab')2, un fragmento 
bivalente que incluye dos fragmentos Fab' unidos por un puente disulfuro en la región de la bisagra; (ix) moléculas de 
anticuerpo de cadena sencilla (por ejemplo, Fv de cadena sencilla; scFv) (Bird y colaboradores, Science 242: 423-426 5 
(1988); y Huston y colaboradores, PNAS (EE.UU) 85: 5879-5883 (1988)); (x) "diacuerpos" con dos sitios de unión a 
antígeno, que comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena 
ligera (VL) en la misma cadena polipeptídica (véase, por ejemplo, los documento EP 404.097; WO 93/11161; Hollinger 
y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 90: 6444-6448 (1993)); (xi) "anticuerpos lineales" que comprenden un 
par de segmentos Fd en tándem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, 10 
forman un par de regiones de unión a antígeno (Zapata y colaboradores, Protein Eng. 8 (10) ): 1057-1062 (1995) y la 
patente de Estados Unidos Nº 5.641.870); y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (por ejemplo, 
modificadas por la unión covalente de polialquilenglicol (por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol) 
u otro polímero adecuado). 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, un inhibidor o 15 
antagonista de ROBO2 es un derivado de anticuerpo quimérico de un anticuerpo antagonista de ROBO2 o un 
fragmento de unión a antígeno del mismo. 

El inhibidor o anticuerpos antagonistas de ROBO2 y los fragmentos de unión a antígeno de los mismos descritos en 
el presente documento también pueden ser, en algunas realizaciones, un derivado de anticuerpo humanizado. 

En algunas realizaciones, el inhibidor o anticuerpos antagonistas de ROBO2 y sus fragmentos de unión a antígeno 20 
descritos en el presente documentos incluyen derivados que se modifican, es decir, por la unión covalente de cualquier 
tipo de molécula al anticuerpo, siempre que la unión covalente no impida que el anticuerpo se una al antígeno objetivo, 
por ejemplo, ROBO2. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, se usan anticuerpos 
completamente humanos, que son particularmente deseables para el tratamiento terapéutico de pacientes humanos. 25 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 
comprende al menos una molécula antisentido capaz de bloquear o disminuir la expresión de un ROBO2 funcional 
particular dirigiéndose a los ácidos nucleicos que codifican ROBO2, por ejemplo, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4 o 
ambos, o dominios relevantes de los mismos. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en 
el presente documento, al menos una molécula antisentido se dirige a los ácidos nucleicos que codifican el dominio 30 
de unión a SLIT de Ig de ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente 
documento, al menos una molécula antisentido se dirige a los ácidos nucleicos que codifican el dominio de unión a 
SLIT de Ig1 de ROBO2 o ambos dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, al menos una molécula antisentido se dirige a los 
ácidos nucleicos que codifican el dominio intracelular de ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y 35 
métodos descritos en el presente documento, al menos una molécula antisentido se dirige a ácidos nucleicos que 
codifican el dominio de unión intracelular a Nck que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos en prolina de 
ROBO2. Los expertos en la técnica conocen métodos para la preparación de moléculas de oligonucleótidos antisentido 
que se unirán específicamente al ARNm de ROBO2 sin reaccionar de forma cruzada con otros polinucleótidos. Los 
ejemplos de sitios de direccionamiento incluyen, pero no se limitan a, el codón de iniciación, las regiones reguladoras 40 
5', incluidos los promotores o potenciadores, la secuencia codificadora, incluidas las regiones de consenso 
conservadas, y la región no traducida 3'. En alguna realización de estos aspectos y todos los aspectos descritos en el 
presente documento, los oligonucleótidos antisentido tienen una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 
100 nucleótidos, una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 nucleótidos, una longitud de 
aproximadamente 18 a aproximadamente 25 nucleótidos, o más. En ciertas realizaciones, los oligonucleótidos 45 
antisentido comprenden además modificaciones químicas para aumentar la resistencia a la nucleasa y similares, tales 
como, por ejemplo, enlaces fosforotioato y modificaciones de 2'-O-azúcar conocidas por los expertos en la técnica. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 
comprende al menos una molécula ARN de interferencia corto (ARNic) capaz de bloquear o disminuir la expresión de 
ROBO2 funcional dirigiéndose a los ácidos nucleicos que codifican a ambas isoformas de ROBO2, por ejemplo, SEQ 50 
ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, o dominios relevantes de las mismas. En algunas realizaciones de las composiciones y 
métodos descritos en el presente documento, al menos una molécula de ARNic se dirige a los ácidos nucleicos que 
codifican el dominio de unión a SLIT de Ig de ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos 
descritos en el presente documento, la al menos una molécula de ARNic se dirige a los ácidos nucleicos que codifican 
el dominio de unión a SLIT de Ig de ROBO2 o ambos dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2. En algunas 55 
realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, al menos una molécula de ARNic 
se dirige a los ácidos nucleicos que codifican el dominio intracelular de ROBO2. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, al menos una molécula de ARNic se dirige a ácidos 
nucleicos que codifican el dominio de unión intracelular a Nck que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos 
en prolina de ROBO2. Es rutina preparar moléculas de ARNic que se dirijan específicamente al ARNm de ROBO2 sin 60 
reaccionar de forma cruzada con otros polinucleótidos. Las moléculas de ARNic para uso en las composiciones y 
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métodos descritos en el presente documento pueden generarse por métodos conocidos en la técnica, tales como por 
ejemplo la síntesis típica de oligonucleótidos en fase sólida, y con frecuencia incorporarán modificaciones químicas 
para aumentar la vida media y/o la eficacia del agente de ARNic, y/o para permitir una formulación de suministro más 
robusta. Alternativamente, las moléculas de ARNic se administran utilizando un vector que codifica un casete de 
expresión para la transcripción intracelular de ARNic. 5 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 
es un aptámero de ARN o ADN que se une a una o más isoformas de ROBO2. En algunas realizaciones de las 
composiciones y métodos descritos en el presente documento, un inhibidor o antagonista de ROBO2 es un aptámero 
de ARN o ADN que se une o interactúa físicamente con ROBO2 y bloquea las interacciones entre ROBO2 y un ligando 
o molécula adaptadora, por ejemplo, SLIT2 o Nck, respectivamente. En algunas realizaciones de las composiciones y 10 
métodos descritos en el presente documento, un inhibidor o antagonista de ROBO2 es un aptámero de ARN o ADN 
que se une o interactúa físicamente con ROBO2, y reduce, impide o bloquea la señalización secuencia abajo de 
ROBO2, tal como la inhibición SLIT2-ROBO2 mediada por la polimerización de actina mediada por nefrina y/o 
provocación de una respuesta celular a ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos 
en el presente documento, el aptámero de ARN o ADN se une o interactúa físicamente con el dominio de unión a SLIT 15 
de Ig de ROBO2. En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el 
aptámero de ARN o ADN se une a o interactúa físicamente con el dominio de unión a SLIT de Ig1 de ROBO2 o ambos 
dominios de unión a SLIT  de Ig1 e Ig2 de ROBO2, es decir, ROBO2 (46-145) y ROBO2 (151-237) respectivamente 
de la SEQ ID NO: 1, y ROBO2 (30-129) y ROBO2 (135-221) respectivamente de la SEQ ID NO: 3. En algunas 
realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el aptámero de ARN o ADN se 20 
une o interactúa físicamente con el dominio intracelular de ROBO2, es decir, ROBO2 (881-1378) de la SEQ ID NO: 3. 
En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en este documento, el aptámero de ARN o ADN 
se une o interactúa físicamente con o bloquea el dominio de unión intracelular a Nck que comprende los cuatro motivos 
intracelulares ricos en prolina de ROBO2. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor de ROBO2 25 
es un compuesto o agente de molécula pequeña que se dirige o se une a ROBO2, que incluye, entre otros, péptidos 
pequeños o moléculas similares a péptidos, péptidos solubles, y compuestos orgánicos o inorgánicos no peptidílicos 
sintéticos. Como se usa en el presente documento, el término "molécula pequeña" se refiere a un agente químico que 
puede incluir, entre otros, un péptido, un peptidomimético, un aminoácido, un análogo de aminoácido, un 
polinucleótido, un análogo de polinucleótido, un aptámero, un nucleótido, un análogo de nucleótido, un compuesto 30 
orgánico o inorgánico (por ejemplo, incluyendo compuestos heterorgánicos y organometálicos) que tienen un peso 
molecular inferior a aproximadamente 10.000 gramos por mol, compuestos orgánicos o inorgánicos que tienen un 
peso molecular inferior a aproximadamente 5.000 gramos por mol, orgánico o compuestos inorgánicos que tienen un 
peso molecular inferior a aproximadamente 1.000 gramos por mol, compuestos orgánicos o inorgánicos que tienen un 
peso molecular inferior a aproximadamente 500 gramos por mol, y sales, ésteres y otras formas farmacéuticamente 35 
aceptables de tales compuestos. Los ejemplos de sitios de unión de moléculas pequeñas incluyen, pero no se limitan 
a, la porción de ROBO2 que se une a SLIT2 o al adaptador Nck, es decir, el dominio de unión a SLIT de Ig1de ROBO2 
o ambos dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2, el dominio intracelular de ROBO2 o el dominio de unión 
intracelular de Nck que comprende los cuatro motivos intracelulares ricos en prolina de ROBO2. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, un inhibidor o 40 
antagonista de ROBO2 comprende una pequeña molécula que se une a ROBO2 e inhibe la actividad biológica de 
ROBO2. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, el inhibidor o 
antagonista de ROBO2 comprende al menos un análogo estructural de ROBO2, tal como un polipéptido de ROBO2 
negativo dominante. El término análogos estructurales de ROBO2, como se usa en este documento, se refiere a 45 
compuestos que tienen una estructura tridimensional similar a la de ROBO2 y que se unen a SLIT2 y/o a Nck en 
condiciones fisiológicas in vitro o in vivo, en donde la unión inhibe al menos parcialmente la actividad biológica de 
ROBO2, tal como la inhibición mediada por SLIT2-ROBO2 de la polimerización de actina mediada por nefrina, y/o la 
provocación de una respuesta celular a ROBO2. Los análogos estructurales adecuados de ROBO2 se pueden diseñar 
y sintetizar a través del modelado molecular de la unión de ROBO2-SLIT2, por ejemplo. Los análogos estructurales 50 
de ROBO2 pueden ser monómeros, dímeros o multímeros de orden superior en cualquier combinación deseada de 
estructuras iguales o diferentes para obtener afinidades y efectos biológicos mejorados. 

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en el presente documento, un inhibidor o 
antagonista de ROBO2 comprende al menos un receptor soluble de ROBO2 o un polipéptido de fusión del mismo, tal 
como, por ejemplo, un polipéptido inhibidor de ROBO2. En algunas de tales realizaciones, el polipéptido inhibidor de 55 
ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa dominante. En algunas realizaciones de las composiciones y 
métodos descritos en el presente documento, el polipéptido inhibidor de ROBO2 comprende el dominio extracelular 
de ROBO2, por ejemplo, el dominio de unión a SLIT de Ig1 de ROBO2 o ambos dominios de unión a SLIT de Ig1 e 
Ig2 de ROBO2, sin dominios de ROBO2 intracelulares. 

Los inhibidores o antagonistas de ROBO2 para uso en las composiciones y métodos descritos en el presente 60 
documento pueden identificarse o caracterizarse usando métodos conocidos en la técnica, tales como ensayos de 
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unión proteína-proteína, ensayos de selección bioquímicos, inmunoensayos y ensayos basados en células, que son 
bien conocido en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, los descritos en el presente documento en los Ejemplos. 

Por ejemplo, para identificar una molécula que inhibe la interacción entre ROBO2 y su ligando, por ejemplo, SLIT2, se 
pueden usar los ensayos de unión. Por ejemplo, ROBO2 o SLIT se inmovilizan en una placa de microtitulación por 
unión covalente o no covalente. El ensayo se realiza agregando el componente no inmovilizado (ligando o receptor), 5 
que puede marcarse con una etiqueta detectable, al componente inmovilizado, en presencia o ausencia de un agente 
de prueba. Cuando se completa la reacción, los componentes que no reaccionan se eliminan y se detectan los 
complejos de unión. Si la formación de complejos de unión es inhibida por la presencia del agente de prueba, el agente 
de prueba puede considerarse un antagonista candidato que inhibe la unión entre ROBO2 y SLIT2, por ejemplo. Los 
ensayos basados en células o en membranas también se pueden usar para identificar los inhibidores de ROBO2. En 10 
otras realizaciones, al detectar y/o medir los niveles de expresión del gen ROBO2, se pueden probar las moléculas 
inhibidoras de ROBO2 que inhiben la expresión del gen ROBO2. La expresión del gen ROBO2 puede detectarse y/o 
medirse mediante una variedad de métodos, como RT-PCR en tiempo real, ensayo inmunoabsorbente ligado a 
enzimas ("ELISA"), transferencia Northern o citometría de flujo, y como sabe un experto habitual en el arte. 

Dichos inhibidores de ROBO2 identificados pueden probarse adicionalmente utilizando modelos animales in vivo de 15 
la enfermedad renal crónica, como los modelos de lesión intersticial y glomerular (por ejemplo, modelos animales de 
nefritis lúpica, incluidos los ratones del híbrido NZB, (NZB x NZW) F1 (denominado NZB/W), y derivados congénicos 
de los mismos, cepas MRL/lpr y BXSB), modelos animales de envejecimiento (por ejemplo, ratas Sprague Dawley 
viejas y ratones C57BL/6 viejos); ratas espontáneamente hipertensas (SHR); ratas búfalo/mna, que son un modelo del 
síndrome nefrótico idiopático humano; ratas Munich Wistar Frömter (MWF), que son un modelo genético relacionado 20 
con un déficit congénito en el número de nefronas que está predispuesto al desarrollo de hipertensión y sensibilidad a 
la sal en la edad adulta; modelos genéticos específicos de podocitos primarios FSGS; modelos de ratones 
transgénicos de nefropatía asociada al VIH (HIVAN); modelos animales del síndrome de Alport, que comprenden 
mutaciones de las cadenas α3, α4 o α5 del colágeno de tipo IV (COL4A3, COL4A4 y COL4A5); modelos inducidos por 
el sistema inmunitario, tal como el modelo de nefritis Thy-1, que es un modelo experimental de rata de los modelos de 25 
glomerulonefritis mesangioproliferativa (MsPGN), modelos de membrana basal anti-glomerular (GBM); y modelos 
inducidos no inmunes. 

Como se usa en este documento, con respecto a un inhibidor de ROBO2, "se une selectivamente" o "se une 
específicamente" o "específico para" se refiere a la capacidad de un inhibidor de ROBO2 como se describe en este 
documento, tal como, por ejemplo, un anticuerpo antagonista de ROBO2 o su fragmento de unión al antígeno ROBO2, 30 
para unirse a un objetivo, es decir, ROBO2, con un KD10-5 M (10.000 nM) o menos, por ejemplo, 10-6 M o menos, 10-

7 M o menos, 10-8 M o menos, 10-9 M o menos, 10-10 M o menos, 10-11 M o menos, o 10-12 M o menos. Por ejemplo, si 
un inhibidor/antagonista de ROBO2 descrito en el presente documento se une a ROBO2 con un KD de 10-5 M o inferior, 
pero no a una molécula relacionada, tal como, por ejemplo, otros miembros de la familia ROBO, se dice que el agente 
se une específicamente a ROBO2. La unión específica puede estar influida, por ejemplo, por la afinidad y avidez de, 35 
por ejemplo, el inhibidor/anticuerpo antagonista de ROBO2 o su fragmento de unión a antígeno de los mismos y la 
concentración de agente polipeptídico. El experto en la materia puede determinar las condiciones apropiadas bajo las 
cuales los agentes polipeptídicos descritos en el presente documento se unen selectivamente a los objetivos utilizando 
cualquier método adecuado, como la titulación de un agente polipeptídico en un ensayo de unión celular adecuado. 

Con respecto a los métodos para tratar la enfermedad renal crónica mediante la inhibición de la actividad de ROBO2, 40 
el término "enfermedad renal crónica" o CKD se refiere a enfermedades renales que empeoran lenta y 
progresivamente con el tiempo debido a la pérdida progresiva de nefronas y la consiguiente pérdida de la función 
renal. En las primeras etapas, puede no haber síntomas. La pérdida de la función suele tardar meses o años en ocurrir. 
Puede ser tan lento que los síntomas no aparecen hasta que la función renal es menos de una décima parte de lo 
normal. La etapa final de la enfermedad renal crónica se llama enfermedad renal en etapa terminal (ESRD). En esta 45 
etapa, los riñones ya no pueden eliminar suficientes desechos y exceso de líquidos del cuerpo. El paciente necesita 
diálisis o un trasplante de riñón. La diabetes, que conduce a la nefropatía diabética, y la presión arterial alta son las 
dos causas más comunes de la enfermedad renal crónica y representan la mayoría de los casos. Otras enfermedades 
y afecciones que pueden dañar los riñones y llevar a una enfermedad renal crónica, incluyen: trastornos autoinmunes 
(como lupus eritematoso sistémico y escleroderma); defectos de nacimiento de los riñones (tal como la enfermedad 50 
poliquística del riñón); ciertos químicos tóxicos; glomerulonefritis; lesión o trauma; cálculos renales e infección; 
problemas con las arterias que conducen hacia o dentro de los riñones; algunos medicamentos para el dolor y otros 
medicamentos (como los medicamentos contra el cáncer); nefropatía por reflujo (en la cual los riñones son dañados 
por el flujo de orina hacia los riñones) etc. Como se usa en este documento, "proteinuria" se refiere a la presencia de 
un exceso de proteínas séricas en la orina. La proteinuria puede, en algunas realizaciones, ser indicativa de 55 
enfermedad renal, pero, por sí misma, no es concluyente. 

Por consiguiente, en algunas realizaciones de estos aspectos y todos los aspectos descritos en el presente 
documento, el sujeto que tiene o tiene riesgo de padecer una enfermedad renal crónica tiene nefropatía diabética. 

Por "reducir" o "inhibir" en términos de la enfermedad renal crónica y los métodos de tratamiento de proteinuria 
descritos en el presente documento se entiende la capacidad de causar una disminución general de 20% o más, 30% 60 
o más, 40% o más, 45% o más, más preferiblemente de 50% o más, de 55% o más, de 60% o más, de 65% o más, 
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de 70% o más, y lo más preferiblemente de 75% o más, 80% o más , 85% o más, 90% o más, o 95% o más, para un 
parámetro o síntoma dado de una enfermedad renal crónica. Reducir o inhibir puede referirse, por ejemplo, a los 
síntomas del trastorno que se está tratando, por ejemplo, presión arterial alta, proteínas en la orina, etc. 

La presión arterial alta casi siempre está presente en todas las etapas de la enfermedad renal crónica. Un examen del 
sistema nervioso puede mostrar signos de daño a los nervios. El médico puede escuchar ruidos cardíacos o 5 
pulmonares anormales cuando escucha con un estetoscopio. Los primeros síntomas de la enfermedad renal crónica 
también son síntomas de otras enfermedades. Estos síntomas pueden ser los únicos signos de enfermedad renal 
hasta que la afección esté más avanzada. Los síntomas de la enfermedad renal crónica pueden incluir: pérdida de 
apetito; malestar general y fatiga; dolores de cabeza, picazón (prurito) y piel seca; náusea; pérdida de peso sin intentar 
perder peso, etc. Otros síntomas que pueden desarrollarse, especialmente cuando la función renal ha empeorado, 10 
incluyen: piel anormalmente oscura o clara; dolor de huesos; síntomas del cerebro y del sistema nervioso; somnolencia 
y confusión; problemas para concentrarse o pensar; entumecimiento en las manos, pies u otras áreas; contracciones 
musculares o calambres; olor en el  aliento, moretones fáciles, sangrado o sangre en las heces; sed excesiva; hipo 
frecuente, bajo nivel de interés sexual e impotencia; pérdida de los periodos menstruales (amenorrea); falta de aliento, 
problemas para dormir, tales como insomnio, síndrome de piernas inquietas y apnea obstructiva del sueño; hinchazón 15 
de los pies y manos (edema); vómitos, típicamente por la mañana. 

Por consiguiente, en algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, una cantidad eficaz 
de una composición que comprende un inhibidor de ROBO2 descrito en este documento se administra a un sujeto con 
el fin de aliviar un síntoma de enfermedad renal crónica. Como se usa en este documento, "aliviar un síntoma de una 
enfermedad renal crónica" está mejorando cualquier afección o síntoma asociado con la enfermedad renal crónica. 20 
Alternativamente, el alivio de un síntoma de una enfermedad renal crónica puede implicar la reducción de uno o más 
síntomas de la enfermedad renal crónica en el sujeto en relación con un control no tratado que sufre de enfermedad 
renal crónica o en relación con el sujeto antes del tratamiento. En comparación con un control equivalente no tratado, 
o el sujeto antes del tratamiento con el inhibidor de ROBO2, dicha reducción o grado de prevención es de al menos el 
5%, al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%. %, al menos 30%, al menos 35%, al menos 25 
40%, al menos 45%, al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75 %, al 
menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o más, según lo medido por cualquier técnica estándar. De 
manera deseable, la enfermedad renal crónica se reduce significativamente o es indetectable, como se detecta por 
cualquier método estándar conocido en la técnica, en cuyo caso se considera que se ha tratado la enfermedad renal 
crónica. Un paciente que está siendo tratado por una enfermedad renal crónica es aquel a quien un médico ha 30 
diagnosticado como tal. El diagnóstico puede ser por cualquier medio adecuado conocido por un experto en la técnica. 
El diagnóstico y la monitorización pueden incluir, por ejemplo, la detección del nivel de proteínas o moléculas 
específicas en una muestra de orina, sangre o suero, tal como, por ejemplo, albúmina, calcio, colesterol, hemograma 
completo (CBC), electrolitos, magnesio, fósforo, potasio, sodio, o cualquier combinación de los mismos; ensayos para 
detectar, por ejemplo, aclaramiento de creatinina; niveles de creatinina; BUN (nitrógeno ureico en sangre); mediante 35 
el uso de técnicas o procedimientos específicos, como tomografía computarizada abdominal, resonancia magnética 
abdominal, ecografía abdominal, biopsia renal, gammagrafía renal, ecografía renal; a través de la detección de 
cambios en los resultados de ensayos o pruebas para eritropoyetina, PTH; prueba de densidad ósea, o vitamina D; o 
cualquier combinación de tales métodos y ensayos de detección. 

Los términos "sujeto" e "individuo" tal como se usan con respecto a cualquiera de los métodos descritos en este 40 
documento se usan de manera intercambiable en este documento, y se refieren a un animal, por ejemplo, un humano, 
receptor de los inhibidores de ROBO2 descritos en este documento. Para el tratamiento de estados de enfermedad 
que son específicos para un animal específico como un sujeto humano, el término "sujeto" se refiere a ese animal 
específico. Los términos "animales no humanos" y "mamíferos no humanos" se usan indistintamente en el presente 
documento, e incluyen mamíferos como ratas, ratones, conejos, ovejas, gatos, perros, vacas, cerdos y primates no 45 
humanos. El término "sujeto" también abarca cualquier vertebrado, incluidos, entre otros, mamíferos, reptiles, anfibios 
y peces. Sin embargo, ventajosamente, el sujeto es un mamífero tal como un ser humano, u otros mamíferos tales 
como un mamífero domesticado, por ejemplo, perro, gato, caballo, y similares. 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el método 
comprende además administrar al sujeto un agente terapéutico adicional, además del inhibidor de ROBO2. Dicho 50 
agente terapéutico adicional puede administrarse junto con el inhibidor de ROBO2. Como se usa en el presente 
documento, la frase "administrar conjuntamente" o "coadministrar" significa la administración de un inhibidor de 
ROBO2 descrito en el presente documento y otro compuesto, por ejemplo, un agente terapéutico, por separado, 
simultáneamente y/o secuencialmente durante un período de tiempo según lo determinado por un cuidador calificado. 

En algunas de tales realizaciones, el agente terapéutico adicional es un inhibidor de la enzima convertidora de 55 
angiotensina (ACE), un bloqueador del receptor de angiotensina II (ARB), o un antagonista del receptor de 
mineralocorticoides (MR). 

Los inhibidores de la ACE para uso con los inhibidores de ROBO2 descritos en el presente documento incluyen, pero 
no se limitan a, benazepril (comercializado en los Estados Unidos como LOTENSIN™), captopril (comercializado en 
los Estados Unidos Como CAPOTEN™), enalapril/enalaprilato (comercializado en los Estados Unidos como 60 
VASOTEC™ oral e inyectable), fosinopril (comercializado en los Estados Unidos como MONOPRIL™), lisinopril 
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(comercializado en los Estados Unidos como ZESTRIL™ y PRINIVIL™), moexipril (comercializado en los Estados 
Unidos como UNIVASC™), perindopril (comercializado en los Estados Unidos como ACEON™), quinapril 
(comercializado en los Estados Unidos como ACCUPRIL™), ramipril (comercializado en los Estados Unidos Como 
ALTACE™) y trandolapril (comercializado en los Estados Unidos como MAVIK™). Los ARB para uso con los 
inhibidores de ROBO2 descritos en el presente documento incluyen candesartán (comercializado en los Estados 5 
Unidos como ATACAND™), irbesartán (comercializado en los Estados Unidos como AVAPRO™), olmesartán 
(comercializado en los Estados Unidos como BENICAR™), losartán (comercializado en los Estados Unidos como 
COZAAR™), valsartán (comercializado en los Estados Unidos como DIOVAN™), telmisartán (comercializado en los 
Estados Unidos como MICARDIS™) y eprosartán (comercializado en los Estados Unidos como TEVETEN™). 

En algunas realizaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en el presente documento, el método 10 
comprende además administrar al sujeto una cantidad eficaz de un diurético, además del inhibidor de ROBO2. Los 
diuréticos incluyen, pero no se limitan a, torsemida (comercializada en los Estados Unidos como DEMADEX™), 
furosemida (comercializada en los Estados Unidos como LASIX™), bumetanida (comercializada en los Estados 
Unidos como BUMEX™), ácido etacrínico (comercializado en los Estados Unidos como EDECRIN™), torsemida 
(comercializada en los Estados Unidos como DEMADEX™), amilorida (comercializada en los Estados Unidos como 15 
MIDAMOR™), acetazolamida (comercializada en los Estados Unidos como DIAMOX™), pamabrom (comercializada 
en los Estados Unidos como AQUA-BAN™) , manitol (comercializado en los Estados Unidos como ARIDOL™ u 
OSMITROL™), traimtereno (comercializado en los Estados Unidos como DYRENIUM™), espironolactona 
(comercializado en Estados Unidos como ALDACTONE™), amilorida (comercializada en Estados Unidos como 
MIDAMOR™), indapamida (comercializada en los Estados Unidos como LOZOL™), hidroclorotiazida (comercializada 20 
en los Estados Unidos como HYDRODIURIL™), metolazona (comercializada en los Estados Unidos como 
ZAROXOLYN™ o MYKROX™), metilclotiazida (comercializada en los Estados Unidos como AQUATENSEN™ o 
ENDURON™), hidrocloroazida (comercializada en los Estados Unidos como AQUAZIDE H™ o ESIDRIX™ o 
MICROZIDE™), clorotiazida (comercializada en los Estados Unidos como DIURIL™), bendroflumetiazida 
(comercializada en los Estados Unidos como NATURETIN™), politiazida (comercializada en los Estados Unidos como 25 
RENESE™), hidroflumetiazida (comercializada en los Estados Unidos como SALURON™) y clorhidralidona 
(comercializada en los Estados Unidos como THALITONE™). Para obtener una lista completa, véase también, por 
ejemplo, Physician's Desk Reference, Edición 2012, PDR Network (2011). 

Como se usa en el presente documento, con respecto a cualquiera de las composiciones y métodos que comprenden 
inhibidores de ROBO-2 o tratamientos combinados de los mismos descritos en el presente documento, los términos 30 
"tratar", "tratamiento", "que trata" o "mejoría" se refieren a tratamientos terapéuticos, en el que el objeto es revertir, 
aliviar, mejorar, inhibir, ralentizar o detener la progresión o gravedad de una afección asociada con una enfermedad o 
trastorno. El término "tratar" incluye reducir o aliviar al menos un efecto adverso o síntoma de una afección, 
enfermedad o trastorno asociado con una enfermedad renal crónica, tal como, entre otras, la nefropatía diabética. El 
tratamiento generalmente es "efectivo" si se reducen uno o más síntomas o marcadores clínicos. Alternativamente, el 35 
tratamiento es "efectivo" si la progresión de una enfermedad se reduce o se detiene. Es decir, el "tratamiento" incluye 
no solo la mejoría de los síntomas o marcadores, sino también un cese de al menos una disminución del progreso o 
un empeoramiento de los síntomas que se esperaría en ausencia de un tratamiento. Los resultados clínicos 
beneficiosos o deseados incluyen, entre otros, el alivio de uno o más síntomas, disminución de la extensión de la 
enfermedad, estado de la enfermedad estabilizado (es decir, sin empeoramiento), retraso o ralentización de la 40 
progresión de la enfermedad, mejoría o paliación del estado de la enfermedad y la remisión (ya sea parcial o total), ya 
sea detectable o no detectable. El término "tratamiento" de una enfermedad también incluye proporcionar alivio de los 
síntomas o efectos secundarios de la enfermedad (incluido el tratamiento paliativo). 

El término "cantidad efectiva", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de un inhibidor de 
ROBO-2 descrito en el presente documento, necesario para aliviar al menos uno o más síntomas de la enfermedad o 45 
trastorno que se está tratando, y se relaciona con una cantidad suficiente de una composición farmacológica para 
proporcionar el efecto deseado. El término "cantidad terapéuticamente eficaz", por lo tanto, se refiere a una cantidad 
del inhibidor de ROBO-2 descrito en el presente documento, utilizando los métodos descritos en este documento, que 
es suficiente para proporcionar un efecto particular cuando se administra a un sujeto típico. Una cantidad efectiva 
como se usa en este documento también incluiría una cantidad suficiente para retrasar el desarrollo de un síntoma de 50 
la enfermedad, alterar el curso de una enfermedad sintomática (por ejemplo, pero sin limitarse a, retardar la progresión 
de un síntoma de la enfermedad), o revertir un síntoma de la enfermedad. Por lo tanto, no es posible especificar la 
"cantidad efectiva" exacta. Sin embargo, para cualquier caso dado, un experto en la técnica puede determinar una 
"cantidad efectiva" apropiada utilizando solo la experimentación rutinaria. 

Las cantidades efectivas, la toxicidad y la eficacia terapéutica pueden determinarse mediante procedimientos 55 
farmacéuticos estándar en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la 
dosis letal para el 50% de la población) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva) en el 50% de la población). La 
dosificación puede variar según la forma de dosificación empleada y la ruta de administración utilizada. La relación de 
dosis entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse como la relación LD50/ED50. 
Se prefieren las composiciones y métodos que exhiben grandes índices terapéuticos. Una dosis terapéuticamente 60 
efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Además, se puede formular una dosis en 
modelos animales para lograr un intervalo de concentración en plasma circulante que incluya la IC50 (es decir, la 
concentración del inhibidor de ROBO-2 que se describe en este documento, que logra una inhibición media máxima 
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de la función o actividad medida) según se determine. En cultivo celular, o en un modelo animal apropiado. Los niveles 
en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografía líquida de alto rendimiento. Los efectos de cualquier 
dosis particular pueden controlarse mediante un bioensayo adecuado. La dosis puede ser determinada por un médico 
y ajustada, según sea necesario, para adaptarse a los efectos observados del tratamiento. Dependiendo del tipo y la 
gravedad de la enfermedad renal crónica, aproximadamente 1 µg/kg a 100 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20 mg/kg) de un 5 
inhibidor de ROBO2 descrito en este documento es un intervalo de dosificación candidato inicial para la administración 
al sujeto, ya sea, por ejemplo, mediante una o más administraciones separadas, o por infusión continua. 

Modos de Administración 

Los inhibidores de ROBO2 o los tratamientos combinados de los mismos descritos en este documento pueden 
administrarse a un sujeto que lo necesite por cualquier vía apropiada que dé como resultado un tratamiento eficaz en 10 
el sujeto. Como se usa en este documento, los términos "administrar" e "introducir" se usan de manera intercambiable 
y se refieren a la colocación de un inhibidor de ROBO-2 en un sujeto mediante un método o ruta que resulta en una 
localización al menos parcial de dichos agentes en un sitio deseado, de tal manera que se produzca un efecto o efectos 
deseados. 

En algunas realizaciones, el inhibidor de ROBO2 se administra a un sujeto que tiene una enfermedad renal crónica 15 
mediante cualquier modo de administración que administre el agente sistémicamente o a una superficie o objetivo 
deseado, y puede incluir, pero no se limita a, administración por inyección, infusión, instilación e inhalación. En la 
medida en que los agentes polipeptídicos puedan protegerse de la inactivación en el intestino, también se contemplan 
formas de administración oral. "Inyección" incluye, sin limitación, inyección e infusión intravenosa, intramuscular, 
intraarterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardíaca, intraperitoneal, transtraqueal, 20 
subcutánea, subcutánea, subcutánea, subcuticular, intracapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracerebroespinal, e 
intraesternal. En algunas realizaciones, los inhibidores de ROBO-2 para uso en los métodos descritos en el presente 
documento se administran mediante infusión o inyección intravenosa. 

Las frases "administración parenteral" y "administrada parenteralmente" como se usan en este documento, se refieren 
a modos de administración distintos a la administración enteral y tópica, usualmente por inyección. Las frases 25 
"administración sistémica", "administrada sistémicamente", "administración periférica" y "administrada 
periféricamente" como se usan en este documento se refieren a la administración del inhibidor de ROBO-2, que no 
sea directamente en un sitio objetivo, tejido u órgano, como un sitio tumoral, de modo que ingrese al sistema 
circulatorio del sujeto y, por lo tanto, esté sujeto al metabolismo y otros procesos similares. 

Para el uso clínico de los métodos descritos en el presente documento, la administración de los inhibidores de ROBO-30 
2 descritos en el presente documento puede incluir una formulación en composiciones farmacéuticas o formulaciones 
farmacéuticas para administración parenteral, por ejemplo, por vía intravenosa; mucosa, por ejemplo, intranasal; 
ocular, u otro modo de administración. En algunas realizaciones, los inhibidores de ROBO-2 descritos en el presente 
documento pueden administrarse junto con cualquier compuesto portador, material o composición farmacéuticamente 
aceptable que dé como resultado un tratamiento eficaz en el sujeto. Por lo tanto, una formulación farmacéutica para 35 
uso en los métodos descritos en este documento puede contener un inhibidor de ROBO-2, como se describe en este 
documento, en combinación con uno o más ingredientes farmacéuticamente aceptables. 

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de 
dosificación que son, dentro del alcance del buen juicio médico, adecuados para uso en contacto con los tejidos de 
seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritación, respuesta alérgica u otro problema o complicación, 40 
proporcional a una relación razonable de riesgo/beneficio. La frase "portador farmacéuticamente aceptable" como se 
usa en este documento significa un material, composición o vehículo farmacéuticamente aceptable, tal como un relleno 
líquido o sólido, diluyente, excipiente, solvente, medio, material de encapsulación, auxiliar de fabricación (por ejemplo, 
lubricante, talco, estearato de magnesio, calcio o zinc, o ácido estérico), o material de encapsulación de disolvente, 
involucrado en el mantenimiento de la estabilidad, solubilidad o actividad de un inhibidor de ROBO-2. Cada portador 45 
debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulación y no ser perjudicial 
para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehículos farmacéuticamente aceptables 
incluyen: (1) azúcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidón de maíz y almidón 
de patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sódica, metilcelulosa, etilcelulosa, celulosa 
microcristalina y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) excipientes, tales como 50 
manteca de cacao y ceras para supositorios; (8) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodón, 
aceite de cártamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maíz y aceite de soja; (9) glicoles, tales como 
propilenglicol; (10) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol (PEG); (11) ésteres, tales como 
oleato de etilo y laurato de etilo; (12) agar; (13) agentes reguladores, tales como hidróxido de magnesio e hidróxido 
de aluminio; (14) ácido algínico; (15) agua libre de pirógenos; (16) solución salina isotónica; (17) solución de Ringer; 55 
(19) soluciones reguladas de pH; (20) poliésteres, policarbonatos y/o polianhídridos; (21) agentes de relleno, como 
polipéptidos y aminoácidos (22) componentes séricos, como albúmina sérica, HDL y LDL; (23) alcoholes C2-C12, tales 
como etanol; y (24) otras sustancias compatibles no tóxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas. Los agentes 
liberadores, agentes de recubrimiento, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en la 
formulación. Los términos tales como "excipiente", "portador", "portador farmacéuticamente aceptable" o similares se 60 
usan indistintamente en este documento. 
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Los inhibidores de ROBO-2 descritos en el presente documento pueden formularse especialmente para la 
administración del compuesto a un sujeto en forma sólida, líquida o de gel, incluidos los adaptados para lo siguiente: 
(1) administración parenteral, por ejemplo, por vía subcutánea, intramuscular, inyección intravenosa o epidural como, 
por ejemplo, una solución o suspensión estéril, o formulación de liberación sostenida; (2) aplicación tópica, por 
ejemplo, como una crema, ungüento o un parche o aerosol de liberación controlada que se aplica sobre la piel; (3) por 5 
vía intravaginal o intrarrectal, por ejemplo, como pesario, crema o espuma; (4) ocularmente; (5) transdérmicamente; 
(6) transmucosa; o (79) por vía nasal. Además, un inhibidor de ROBO-2 puede implantarse en un paciente o inyectarse 
utilizando un sistema de administración de medicamentos. Véase, por ejemplo, Urquhart, y colaboradores, Ann. Rev. 
Pharmacol. Toxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis, ed. "Controlled Release of Pesticides and Pharmaceuticals" (Plenum 
Press, Nueva York, 1981); Patente de Estados Unidos Nº 3.773.919; y la patente de Estados Unidos Nº 35 3.270.960. 10 

A continuación se describen realizaciones adicionales de las formulaciones y modos de administración de las 
composiciones que comprenden los inhibidores de ROBO-2 descritos en el presente documento, que pueden usarse 
en los métodos descritos en el presente documento. 

Formas de dosificación parenteral. Las formas de dosificación parenteral de los inhibidores de ROBO-2 también 
pueden administrarse a un sujeto con una afección renal crónica por varias vías, que incluyen, entre otras, subcutánea, 15 
intravenosa (incluida la inyección de bolos), intramuscular e intraarterial. Dado que la administración de formas de 
dosificación parenteral por lo general evita las defensas naturales del paciente contra los contaminantes, las formas 
de dosificación parenteral son preferiblemente estériles o pueden esterilizarse antes de la administración a un 
paciente. Los ejemplos de formas de dosificación parenteral incluyen, pero no se limitan a, soluciones listas para 
inyección, productos secos listos para disolverse o suspendidos en un vehículo farmacéuticamente aceptable para 20 
inyección, suspensiones listas para inyección, formas de dosificación parenteral de liberación controlada y emulsiones. 

Los expertos en la técnica conocen bien los vehículos adecuados que pueden usarse para proporcionar formas de 
dosificación parenteral de la divulgación. Los ejemplos incluyen, sin limitación: agua estéril; agua para inyección USP; 
solución salina; solución de glucosa; vehículos acuosos tales como, entre otros, inyección de cloruro de sodio, 
inyección de Ringer, inyección de dextrosa, inyección de dextrosa y cloruro de sodio e inyección de Ringer lactato; 25 
vehículos miscibles con agua tales como, pero sin limitación, alcohol etílico, polietilenglicol y propilenglicol; y vehículos 
no acuosos tales como, pero no limitados a, aceite de maíz, aceite de semilla de algodón, aceite de cacahuete, aceite 
de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y benzoato de bencilo. 

En algunas realizaciones, las composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un inhibidor de ROBO2 se 
formulan para ser adecuadas para la administración oral, por ejemplo, como formas de dosificación discretas, tales 30 
como, entre otras, comprimidos (incluidos, sin limitación, comprimidos marcados o recubiertos), píldoras, cápsulas 
para chupar, cápsulas, comprimidos masticables, paquetes de polvo, cápsulas lisas, trociscos, obleas, aerosoles o 
líquidos, tales como, entre otros, jarabes, elixires, soluciones o suspensiones en un líquido acuoso, un líquido no 
acuoso, una emulsión de aceite en agua o una emulsión de agua en aceite. Dichas composiciones contienen una 
cantidad predeterminada de la sal farmacéuticamente aceptable de los compuestos descritos, y pueden prepararse 35 
por métodos farmacéuticos bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase en general, Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 18ª edición, Mack Publishing, Easton, Pa. (1990). 

Debido a su facilidad de administración, los comprimidos y las cápsulas representan las formas unitarias de dosis 
orales sólidas más ventajosas, en cuyo caso se utilizan excipientes farmacéuticos sólidos. Si se desea, los 
comprimidos pueden recubrirse con técnicas estándar acuosas o no acuosas. Estas formas de dosificación se pueden 40 
preparar por cualquiera de los métodos de la farmacia. En general, las composiciones farmacéuticas y las formas de 
dosificación se preparan mezclando de manera uniforme e íntima el ingrediente o ingredientes activos con vehículos 
líquidos, vehículos sólidos finamente divididos, o ambos, y luego moldeando el producto en la presentación deseada 
si es necesario. En algunas realizaciones, las formas de dosificación oral no se usan para el agente antibiótico. 

Las formas de dosificación oral típicas de las composiciones que comprenden una cantidad eficaz de un inhibidor de 45 
ROBO2 se preparan combinando la sal farmacéuticamente aceptable del inhibidor de ROBO2 en una mezcla íntima 
con al menos un excipiente de acuerdo con técnicas de composición farmacéutica convencionales. Los excipientes 
pueden tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de la composición deseada para la 
administración. Por ejemplo, los excipientes adecuados para uso en formas de dosis orales líquidas o en aerosol 
incluyen, pero no se limitan a, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes saborizantes, conservantes y agentes 50 
colorantes. Los ejemplos de excipientes adecuados para uso en formas de dosificación oral sólidas (por ejemplo, 
polvos, comprimidos, cápsulas y comprimidos) incluyen, entre otros, almidones, azúcares, celulosa microcristalina, 
caolín, diluyentes, agentes de granulación, lubricantes, ligantes y agentes desintegrantes. 

Los aglutinantes adecuados para uso en las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen, 
pero no se limitan a, almidón de maíz, almidón de patata u otros almidones, gelatina, gomas naturales y sintéticas 55 
tales como acacia, alginato de sodio, ácido algínico, otros alginatos, tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus 
derivados (por ejemplo, etilcelulosa, acetato de celulosa, carboximetilcelulosa cálcica, carboximetilcelulosa sódica), 
polivinilpirrolidona, metilcelulosa, almidón pregelatinizado, hidroxipropil metil celulosa, (por ejemplo, Nos. 2208, 2906, 
2910), celulosa microcristalina y mezclas de los mismos. 
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Los ejemplos de cargas adecuadas para uso en las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento 
incluyen, pero no están limitados a, talco, carbonato de calcio (por ejemplo, gránulos o polvo), celulosa microcristalina, 
celulosa en polvo, dextranos, caolín, manitol, ácido silícico, sorbitol, almidón, almidón pregelatinizado y mezclas de 
los mismos. El aglutinante o la carga en composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento está 
presente típicamente en aproximadamente 50 a aproximadamente 99 por ciento en peso de la composición 5 
farmacéutica. 

Los desintegrantes se usan en las formulaciones farmacéuticas orales descritas en el presente documento para 
proporcionar comprimidos que se desintegran cuando se exponen a un ambiente acuoso. Se debe usar una cantidad 
suficiente de desintegrante que no sea ni muy escasa ni demasiado para alterar perjudicialmente la liberación del 
ingrediente o ingredientes activos para formar formas de dosificación oral sólidas de los inhibidores de ROBO2 10 
descritos en este documento. La cantidad de desintegrante utilizada varía en función del tipo de formulación, y es 
fácilmente discernible para los expertos en la técnica. Los desintegrantes que se pueden usar para formar 
formulaciones farmacéuticas orales incluyen, entre otros, agar, ácido algínico, carbonato de calcio, celulosa 
microcristalina, croscarmelosa sódica, crospovidona, polacrilina potásica, almidón glicolato sódico, almidón de patata 
o tapioca, otros almidones, almidón pregelatinizado, arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas y sus mezclas. 15 

Los lubricantes que pueden usarse para formar formulaciones farmacéuticas orales de los inhibidores de ROBO2 
descritos en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a, estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite 
mineral, aceite mineral ligero, glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, ácido esteárico, laurilsulfato de 
sodio, talco, aceite vegetal hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodón, aceite de 
girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maíz y aceite de soja), estearato de zinc, oleato de etilo, laurato 20 
de etilo, agar, y mezclas de los mismos. Los lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de sílice siloide 
(AEROSIL® 200, fabricado por WR Grace Co. de Baltimore, Md.), un aerosol coagulado de sílice sintética 
(comercializado por Degussa Co. de Piano, Tex.), CAB O-SIL® (un producto de dióxido de silicio pirógeno vendido 
por Cabot Co. de Boston, Mass.), y mezclas de los mismos. Si se usan, los lubricantes se usan típicamente en una 
cantidad de menos de aproximadamente 1 por ciento en peso de las composiciones farmacéuticas o formas de 25 
dosificación en las que se incorporan. 

En otras realizaciones, se proporcionan formulaciones farmacéuticas y formas de dosificación sin lactosa, en las que 
dichas composiciones contienen preferiblemente poca o ninguna lactosa u otros mono o disacáridos. Como se usa en 
este documento, el término "sin lactosa" significa que la cantidad de lactosa presente, si existe, es insuficiente para 
aumentar sustancialmente la velocidad de degradación de un ingrediente activo. Las composiciones sin lactosa de la 30 
divulgación pueden comprender excipientes que son bien conocidos en la técnica y se enumeran en la USP (XXI)/NF 
(XVI). 

Las formulaciones orales de los inhibidores de ROBO2 también abarcan, en algunas realizaciones, composiciones 
farmacéuticas anhidras y formas de dosificación que comprenden los inhibidores de ROBO2 descritos en el presente 
documento como ingredientes activos, ya que el agua puede facilitar la degradación de algunos compuestos. Por 35 
ejemplo, la adición de agua (por ejemplo, 5%) es ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un medio 
para simular el almacenamiento a largo plazo con el fin de determinar características como la vida útil o la estabilidad 
de las formulaciones a lo largo del tiempo. Véase, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles & 
Practice, 379-80 (2ª ed., Marcel Dekker, NY, N.Y.: 1995). Las composiciones farmacéuticas anhidras y las formas de 
dosificación descritas en el presente documento pueden prepararse utilizando ingredientes anhidros o que contienen 40 
poca humedad y condiciones de baja humedad o baja humedad. Las composiciones farmacéuticas y formas de 
dosificación que comprenden lactosa y al menos un ingrediente activo que comprende una amina primaria o 
secundaria son preferiblemente anhidras si se espera un contacto sustancial con la humedad y/o la humedad durante 
la fabricación, envasado y/o almacenamiento. Las composiciones anhidras se envasan preferiblemente utilizando 
materiales que se sabe que evitan la exposición al agua, de manera que pueden incluirse en kits de formulaciones 45 
adecuadas. Los ejemplos de envases adecuados incluyen, entre otros, láminas herméticamente selladas, plásticos, 
recipientes de dosis unitaria (por ejemplo, viales) con o sin desecantes, envases blíster y envases de tiras. 

Formulaciones en aerosol. Un inhibidor de ROBO-2 puede envasarse en un contenedor de aerosol presurizado junto 
con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes de hidrocarburos tales como propano, butano o isobutano con 
adyuvantes convencionales. Un inhibidor de ROBO-2 también se puede administrar en una forma no presurizada, tal 50 
como en un nebulizador o atomizador. Un inhibidor de ROBO-2 también se puede administrar directamente a las vías 
respiratorias en forma de polvo seco, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador. 

Las composiciones en polvo adecuadas incluyen, a modo de ilustración, preparaciones en polvo de un inhibidor de 
ROBO-2, completamente entremezcladas con lactosa, u otros polvos inertes aceptables para la administración 
intrabronquial. Las composiciones en polvo pueden administrarse a través de un dispensador de aerosol o encerradas 55 
en una cápsula rompible que puede ser insertada por el sujeto en un dispositivo que pincha la cápsula y expulsa el 
polvo en una corriente constante adecuada para inhalación. Las composiciones pueden incluir propelentes, 
surfactantes y codisolventes y pueden llenarse en recipientes de aerosol convencionales que están cerrados por una 
válvula dosificadora adecuada. 
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Los aerosoles para el suministro al tracto respiratorio son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Adjei, A. y 
Garren, J. Pharm. Res., 1: 565-569 (1990); Zanen, P. y Lamm, J.-W. J. Int. J. Pharm., 114: 111-115 (1995); Gonda, I. 
"Aerosols for delivery of therapeutic and diagnostic agents to the respiratory tract," en Critical Reviews in Therapeutic 
Drug Carrier Systems, 6:273-313 (1990); Anderson y colaboradores, Am. Rev. Respir. Dis., 140: 1317-1324 (1989)) y 
tienen potencial para el suministro sistémico de péptidos y proteına igualmente (Patton y Platz, Advanced Drug Delivery 5 
Reviews, 8: 179-196 (1992)); Timsina et. al., Int. J. Pharm., 101: 1-13 (1995); y Tansey, I. P., Spray Technol. Market, 
4: 26-29 (1994); French, D. L., Edwards, D. A. y Niven, R. W., Aerosol Sci., 27: 769-783 (1996); Visser, J., Powder 
Technology 58: 1-10 (1989)); Rudt, S. y R. H. Muller, J. Controlled Release, 22: 263-272 (1992); Tabata, Y, y Y. Ikada, 
Biomed. Mater. Res., 22: 837-858 (1988); Wall, D. A., Drug Delivery, 2: 10 1-20 1995); Patton, J. y Platz, R., Adv. Drug 
Del. Rev., 8: 179-196 (1992); Bryon, P., Adv. Drug. Del. Rev., 5: 107-132 (1990); Patton, J. S., y colaboradores, 10 
Controlled Release, 28: 15 79-85 (1994); Damms, B. y Bains, W., Nature Biotechnology (1996); Niven, R. W., y 
colaboradores, Pharm. Res., 12(9); 1343-1349 (1995); y Kobayashi, S., y colaboradores, Pharm. Res., 13(1): 80-83 
(1996). 

Las formulaciones de los inhibidores de ROBO-2 descritos en el presente documento abarcan además composiciones 
farmacéuticas anhidras y formas de dosificación que comprenden los compuestos descritos como ingredientes activos, 15 
ya que el agua puede facilitar la degradación de algunos compuestos. Por ejemplo, la adición de agua (por ejemplo, 
5%) es ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un medio para simular el almacenamiento a largo 
plazo con el fin de determinar características como la vida útil o la estabilidad de las formulaciones a lo largo del 
tiempo. Véase, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles & Practice, 379-80 (2ª ed., Marcel Dekker, 
NY, N.Y.: 1995). Las composiciones farmacéuticas anhidras y las formas de dosificación de la divulgación se pueden 20 
preparar usando ingredientes anhidros o que contienen poca humedad y condiciones de humedad baja o bajo 
contenido de agua. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificación que comprenden lactosa y al menos 
un ingrediente activo que comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente anhidras si se espera un 
contacto sustancial con la humedad y/o el agua durante la fabricación, envasado y/o almacenamiento. Las 
composiciones anhidras se envasan preferiblemente utilizando materiales que se sabe que evitan la exposición al 25 
agua, de manera que pueden incluirse en kits de formularios adecuados. Los ejemplos de envases adecuados 
incluyen, entre otros, láminas herméticamente selladas, plásticos, recipientes de dosis unitaria (por ejemplo, viales) 
con o sin desecantes, envases de blíster y envases de tiras. 

Formas de dosificación de liberación controlada y retardada. En algunas realizaciones de los aspectos descritos en el 
presente documento, se puede administrar un inhibidor de ROBO-2 a un sujeto por medios de liberación controlada o 30 
retardada. Idealmente, el uso de una preparación de liberación controlada de diseño óptimo en el tratamiento médico 
se caracteriza porque se emplea un mínimo de sustancia farmacéutica para curar o controlar la afección en un período 
mínimo de tiempo. Las ventajas de las formulaciones de liberación controlada incluyen: 1) actividad extendida del 
fármaco; 2) frecuencia de dosificación reducida; 3) mayor cumplimiento del paciente; 4) uso de menos fármaco total; 
5) reducción de los efectos secundarios locales o sistémicos; 6) minimización de la acumulación de fármacos; 7) 35 
reducción en las fluctuaciones del nivel sanguíneo; 8) mejora en la eficacia del tratamiento; 9) reducción de la 
potenciación o pérdida de actividad farmacológica; y 10) mejora en la velocidad de control de enfermedades o 
condiciones. (Kim, Cherng-ju, Controlled Release Dosage Form Design, 2 (Technomic Publishing, Lancaster, Pa.: 
2000)). Las formulaciones de liberación controlada se pueden usar para controlar el inicio de acción, la duración de la 
acción, los niveles plasmáticos dentro de la ventana terapéutica y los niveles máximos en sangre de un compuesto de 40 
fórmula (I). En particular, se pueden usar formas o formulaciones de dosificación de liberación controlada o prolongada 
para garantizar que se logre la máxima eficacia de un compuesto de fórmula (I) al mismo tiempo que se minimizan los 
posibles efectos adversos y problemas de seguridad, que pueden ocurrir tanto a partir de una dosis insuficiente a 
medicamento (es decir, ir por debajo de los niveles terapéuticos mínimos), así como sobrepasar el nivel de toxicidad 
para el medicamento. 45 

Se puede adaptar una variedad de formas de dosificación, formulaciones y dispositivos conocidos de liberación 
controlada o extendida para su uso con los inhibidores de ROBO-2 descritos en el presente documento. Los ejemplos 
incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las patentes de Estados Unidos Nº: 3.845.770; 3.916.899; 3.536.809; 
3.598.123; 4.008.719; 5.674.533; 5.059.595; 5.591.767; 5.120.548; 5.073.543; 5.639.476; 5.354.556; 5.733.566; y 
6.365.185 B1. Estas formas de dosificación se pueden usar para proporcionar una liberación lenta o controlada de uno 50 
o más ingredientes activos usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, otras matrices de polímeros, geles, 
membranas permeables, sistemas osmóticos (tales como OROS® (Alza Corporation, Mountain View, Calif., Estados 
Unidos), recubrimientos multicapa, micropartículas, liposomas o microesferas o una combinación de los mismos para 
proporcionar el perfil de liberación deseado en proporciones variables. Además, los materiales de intercambio iónico 
se pueden usar para preparar formas de sales adsorbidas inmovilizadas de los compuestos descritos y, por lo tanto, 55 
efectuar la administración controlada del fármaco. Los ejemplos de intercambiadores de aniones específicos incluyen, 
entre otros, DUOLITE® A568 y DUOLITE® AP143 (Rohm & Haas, Spring House, Pa., Estados Unidos). 

En algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, un inhibidor de ROBO-2 para uso en 
los métodos descritos en este documento se administra a un sujeto mediante liberación sostenida o en pulsos. La 
terapia de pulso no es una forma de administración discontinua de la misma cantidad de una composición a lo largo 60 
del tiempo, sino que comprende la administración de la misma dosis de la composición a una frecuencia reducida o la 
administración de dosis reducidas. Las administraciones de liberación sostenida o de pulso son particularmente 
preferidas cuando el trastorno ocurre continuamente en el sujeto, por ejemplo, cuando el sujeto tiene enfermedad renal 
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crónica. Cada dosis de pulso puede reducirse y la cantidad total de un inhibidor de ROBO-2 descrito en este documento 
administrada en el transcurso del tratamiento al sujeto o paciente se minimiza. 

El intervalo entre pulsos, cuando sea necesario, puede ser determinado por un experto en la técnica. A menudo, el 
intervalo entre pulsos puede calcularse administrando otra dosis de la composición cuando la composición o el 
componente activo de la composición ya no es detectable en el sujeto antes de la administración del siguiente pulso. 5 
Los intervalos también pueden calcularse a partir de la vida media in vivo de la composición. Los intervalos pueden 
calcularse como mayores que la vida media in vivo, o 2, 3, 4, 5 e incluso 10 veces mayores que la vida media de la 
composición. Diversos métodos y aparatos para composiciones pulsantes por infusión u otras formas de 
administración al paciente se describen en las patentes de Estados Unidos Nº 4.747.825; 4.723.958; 4.948.592; 
4.965.251 y 5.403.590. 10 

En algunas realizaciones, pueden prepararse preparaciones de liberación sostenida que comprenden el inhibidor de 
ROBO-2. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberación sostenida incluyen matrices semipermeables de 
polímeros hidrófobos sólidos que contienen el inhibidor, en las cuales las matrices están en forma de artículos 
conformados, por ejemplo, películas o microcápsulas. Los ejemplos de matrices de liberación sostenida incluyen 
poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli(alcohol vinílico)), poliláctidos (patente de 15 
Estados Unidos Nº 3.773.919), copolímeros de ácido L-glutámico y L-glutamato de etilo, etileno-acetato de vinilo no 
degradable, copolímeros de ácido láctico-ácido glicólico degradables tales como el LUPRON DEPOT (microesferas 
inyectables compuestas de copolímero de ácido láctico-ácido glicólico y acetato de leuprolida) y ácido poli-D-(-)-3-
hidroxibutírico. 

Las formulaciones que comprenden los inhibidores de ROBO-2 a usar para la administración in vivo son 20 
preferiblemente estériles. Esto se logra fácilmente mediante filtración a través, por ejemplo, de membranas de filtración 
estériles y otros métodos conocidos por los expertos en la técnica. 

También se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, ensayos, métodos y sistemas para determinar si 
un individuo tiene una enfermedad renal crónica o una predisposición para una enfermedad renal crónica o proteinuria 
con base en los perfiles de expresión o información de secuencia de ROBO2 como un biomarcador indicativo de 25 
enfermedad renal crónica o una predisposición por una enfermedad renal crónica o proteinuria. Como se demuestra 
en el presente documento, ROBO2 es útil como biomarcador para identificar a un sujeto con enfermedad renal crónica 
o con alto riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria o para monitorear los efectos del tratamiento sobre la 
progresión de la enfermedad renal crónica o proteinuria. 

Como se usa en el presente documento, un "biomarcador" se refiere a una biomolécula orgánica que está presente 30 
diferencialmente en una muestra tomada de un sujeto de un estado fenotípico (por ejemplo, que tiene una enfermedad) 
en comparación con otro estado fenotípico (por ejemplo, que no tiene la enfermedad). Un biomarcador está presente 
diferencialmente entre diferentes estados fenotípicos si se calcula que la media o mediana del nivel de expresión del 
biomarcador en los diferentes grupos es estadísticamente significativo. Las pruebas comunes de significancia 
estadística incluyen, entre otras, la prueba t, ANOVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon, Mann-Whitney y la razón de 35 
probabilidades. Los biomarcadores, solos o en combinación, proporcionan medidas de riesgo relativo de que el sujeto 
α pertenece a un estado fenotípico u otro. Como tales, son útiles como marcadores para la enfermedad (diagnóstico), 
la eficacia terapéutica de un fármaco (teranósticos) y la toxicidad del fármaco. 

La expresión de ROBO2 para uso en los ensayos descritos en el presente documento puede detectarse mediante 
cualquier método adecuado, incluida la detección de los niveles de proteína o la detección de los niveles de expresión 40 
de ARNm. El polipéptido ROBO2 se puede detectar en cualquier forma que se pueda encontrar en una muestra 
biológica obtenida de un sujeto, o en cualquier forma que pueda resultar de la manipulación de la muestra biológica 
(por ejemplo, como resultado del procesamiento de la muestra). Las formas modificadas de ROBO2 pueden incluir 
proteínas modificadas que son un producto de variantes alélicas, variantes de empalme, modificación postraduccional 
(por ejemplo, glicosilación, escisión proteolítica (por ejemplo, fragmentos de una proteína original), glicosilación, 45 
fosforilación, lipidación, oxidación, metilación, cisteinilación, sulfonación, acetilación y similares), oligomerización, 
desoligomerización (para separar monómeros de una forma multimérica de la proteína), desnaturalización y similares. 

Los ensayos descritos en el presente documento pueden diseñarse para detectar todas las formas o formas 
particulares de ROBO2. Cuando se desee, la diferenciación entre diferentes formas de ROBO2, por ejemplo, diferentes 
isoformas, se puede lograr mediante el uso de métodos de detección que dependen de las características físicas que 50 
difieren entre las formas, por ejemplo, diferente peso molecular, diferente tamaño molecular, presencia/ausencia de 
diferentes epítopos, y similares. 

Por consiguiente, se proporcionan en este documento, en algunos aspectos, ensayos para el diagnóstico de un sujeto 
que tiene enfermedad renal crónica o riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, comprendiendo el ensayo: 
medir el nivel de proteína o ácido nucleico de ROBO2 en una muestra biológica obtenida del sujeto, en donde si el 55 
nivel de ROBO2 en la muestra biológica del sujeto está en el mismo nivel o mayor que (por ejemplo, mayor que por 
una cantidad estadísticamente significativa) un nivel de referencia de umbral para ROBO2, el sujeto probablemente 
está en riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria o tiene enfermedad renal crónica. Por ejemplo, un aumento 
en el nivel de ROBO2 en más de aproximadamente el 10%, o más de aproximadamente el 20%, o más de 
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aproximadamente el 30%, o más de aproximadamente el 40%, o más de aproximadamente el 50%, o más de 
aproximadamente el 60%, o más, en comparación con un nivel de umbral de referencia de ROBO2. En algunas 
realizaciones, el aumento en el nivel de ROBO2 es al menos una desviación estándar mayor que, o al menos dos 
desviaciones estándar, o más, mayor que una mediana o nivel de umbral de referencia promedio de ROBO2. Dichos 
niveles de referencia de la mediana o la media de ROBO2 pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de cinco o más 5 
muestras obtenidas de sujetos que no tienen enfermedad renal crónica o proteinuria, o de cinco o más muestras 
obtenidas del mismo sujeto en diferentes puntos de tiempo. 

En algunas realizaciones de estos ensayos, la cantidad de ROBO2 medida en una muestra biológica se compara con 
un nivel de umbral de referencia, o una muestra biológica de referencia, tal como una muestra biológica obtenida de 
un control normal de la misma edad (por ejemplo, un sujeto de la misma edad que no tiene riesgo de enfermedad renal 10 
crónica o proteinuria, o un sujeto sano, por ejemplo, un individuo sano. 

En algunas realizaciones, los ensayos, sistemas y kits como se describe en el presente documento también son útiles 
para controlar un curso de tratamiento que se administra a un sujeto. Por ejemplo, uno puede medir el nivel de ROBO2 
en una muestra biológica en el sujeto en un primer punto de tiempo (por ejemplo, t1) y comparar con el nivel de umbral 
de referencia del biomarcador ROBO2, y si el nivel medido para ROBO2 es el mismo o mayor que el nivel de referencia, 15 
al sujeto se le puede administrar un tratamiento o régimen terapéutico apropiado para retrasar o reducir la aparición 
de enfermedad renal crónica o proteinuria, por ejemplo, aumentar el ejercicio, reducir la presión cardíaca, ajustar la 
dieta, etc. como se describe en los métodos de este documento, y luego el nivel del panel de la proteína biomarcadora 
ROBO2 se puede medir en un segundo (por ejemplo, t2) y puntos de tiempo subsiguientes (por ejemplo, t3, t4, t5, 
t5...etc.), y se puede comparar con los niveles de tROBO2 en uno o más puntos de tiempo (por ejemplo, en t1 o 20 
cualquier otro punto de tiempo posterior) o los umbrales de referencia de ROBO2 para determinar si el tratamiento 
terapéutico o tratamiento o régimen médico para el tratamiento para reducir el riesgo, retrasar o reducir la aparición 
de enfermedad renal crónica o proteinuria es efectiva. En algunas de tales realizaciones, los ensayos, sistemas y kits 
que se describen en el presente documento se pueden usar para monitorear un tratamiento terapéutico en un sujeto 
sintomático (por ejemplo, un sujeto que se sabe que tiene enfermedad renal crónica o proteinuria), donde un 25 
tratamiento eficaz puede ser una disminución de ROBO2 en el sujeto, o alternativamente los ensayos, sistemas y kits 
como se describe en el presente documento se pueden usar para monitorear el efecto del tratamiento profiláctico en 
un sujeto asintomático (por ejemplo, para prevenir la enfermedad renal crónica o proteinuria que ocurre en un sujeto), 
por ejemplo, donde se ha identificado que el sujeto tiene riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria de acuerdo 
con los métodos descritos en este documento, u otros conocidos en la técnica, o debido a razones hereditarias, por 30 
ejemplo. 

El término "muestra" como se usa en el presente documento generalmente se refiere a cualquier material que contenga 
ácido nucleico, ya sea ADN o ARN, o aminoácidos. En general, dicho material estará en forma de muestra de sangre, 
muestra de heces, muestra de tejido, células, bacterias, sección de histología o frotis bucal. Las muestras pueden 
prepararse, por ejemplo, pueden ser frescas, fijas, congeladas o incrustadas en parafina. El término "muestra 35 
biológica" como se usa en el presente documento se refiere a una célula o población de células o una cantidad de 
tejido o fluido de un sujeto. La mayoría de las veces, la muestra se ha extraído de un sujeto, pero el término "muestra 
biológica" también puede referirse a las células o tejidos analizados in vivo, es decir, sin eliminación del sujeto. A 
menudo, una "muestra biológica" contendrá células del animal, pero el término también puede referirse a material 
biológico no celular, como las fracciones no celulares de sangre, saliva u orina, que pueden usarse para medir los 40 
niveles de expresión génica. Las muestras biológicas incluyen, pero no se limitan a, biopsias de tejidos, raspados, 
sangre total, plasma, suero, orina, saliva, cultivo celular o líquido cefalorraquídeo. Las muestras biológicas también 
incluyen biopsias de tejidos, cultivos celulares. Una muestra biológica o muestra de tejido puede referirse a una 
muestra de tejido o líquido aislado de un individuo, que incluye, entre otros, orina, sangre, plasma, suero, biopsia de 
riñón, heces, esputo, líquido cefalorraquídeo, líquido pleural, aspiración del pezón, líquido linfático, las secciones 45 
externas de la piel, tracto respiratorio, intestinal y genitourinario, lágrimas, saliva, leche, células (incluidas, entre otras, 
células sanguíneas), tumores, órganos y también muestras de un constituyente de cultivo celular in vitro. Constituyente 
de la cultura. En algunas realizaciones, cuando se obtiene una muestra de orina, la muestra de orina se centrifuga 
para sedimentar las células renales, en las que se pueden realizar los ensayos y métodos descritos en el presente 
documento. En algunas realizaciones, la muestra es de una biopsia de riñón, tal como una biopsia con aguja gruesa 50 
de un riñón o una porción del mismo, tal como una muestra de podocitos. Además, se utilizan muestras de aspirado 
con aguja fina. En algunas realizaciones, las muestras biológicas pueden prepararse, por ejemplo, las muestras 
biológicas pueden ser frescas, fijadas, congeladas o embebidas en parafina. La muestra se puede obtener retirando 
una muestra de células de un sujeto, pero también se puede lograr usando células previamente aisladas (por ejemplo, 
aisladas por otra persona), o realizando los métodos descritos en el presente documento in vivo. 55 

El término "expresión", como se usa en el presente documento, se refiere de manera intercambiable a la expresión de 
un polipéptido o proteína o la expresión de un polinucleótido o la expresión de un gen. La expresión también se refiere 
a la expresión de proteínas modificadas previamente a la traducción y modificadas posteriormente a la traducción, así 
como a la expresión alternativamente de moléculas pre-ARNm, moléculas de ARNm empalmadas y maduras. La 
expresión de un polinucleótido se puede determinar, por ejemplo, midiendo la producción de moléculas de 60 
transcripción de ARN, por ejemplo, niveles de transcripción de ARN mensajero (ARNm). La expresión de una proteína 
o polipéptido se puede determinar, por ejemplo, mediante inmunoensayo utilizando un anticuerpo o anticuerpos que 
se unen con el polipéptido. El término "codificar" tal como se aplica a los polinucleótidos se refiere a un polinucleótido 
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que se dice que "codifica" un polipéptido o proteína si, en su estado nativo o cuando se manipula mediante métodos 
bien conocidos por los expertos en la técnica, puede transcribirse para producir el ARN que se puede traducir en una 
secuencia de aminoácidos para generar el polipéptido y/o un fragmento del mismo. La cadena antisentido es el 
complemento de dicho ácido nucleico, y la secuencia codificante se puede deducir de él. El término "expresado de 
forma endógena" o "expresión endógena" se refiere a la expresión de un producto génico a niveles normales y bajo 5 
regulación normal para ese tipo de célula. 

Los métodos de detección que se pueden usar con los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente 
documento para medir los niveles de proteína o ácido nucleico de ROBO2 en una muestra o muestra biológica incluyen 
métodos ópticos, métodos electroquímicos (técnicas de voltametría y amperometría), microscopía de fuerza atómica, 
y métodos de radiofrecuencia, por ejemplo, espectroscopia de resonancia multipolar. Los métodos ópticos incluyen 10 
microscopía, tanto confocal como no confocal, detección de fluorescencia, luminiscencia, quimioluminiscencia, 
absorbancia, reflectancia, transmitancia y birrefringencia o índice de refracción (por ejemplo, resonancia de plasmón 
de superficie, elipsometría, un método de espejo resonante, un método de guía de onda de acoplamiento de rejilla o 
interferometría). 

En aquellas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento en los que se 15 
determina el nivel de proteína ROBO2, tal como, por ejemplo, el nivel de una proteína de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ 
ID NO: 3, se puede usar cualquier enfoque proteómico comúnmente conocido por personas con experiencia ordinaria 
en la técnica para medir el nivel de proteínas biomarcadoras en una muestra biológica. La medición puede ser 
cuantitativa o cualitativa, siempre que la medición sea capaz de determinar o indicar si el nivel de proteína ROBO2 en 
la muestra biológica es igual, superior o inferior a un valor umbral de referencia para la proteína ROBO2. 20 

El nivel medido de proteína ROBO2 puede, en algunas realizaciones, ser una medida primaria del nivel de proteína 
ROBO2 que mide la cantidad de proteína ROBO2 en sí, tal como mediante la detección del número de moléculas de 
proteína ROBO2 en la muestra) o puede ser, en algunas realizaciones, una medida secundaria de la proteína ROBO2 
(una medida a partir de la cual la cantidad de proteína ROBO2 se puede deducir, pero no necesariamente, como una 
medida de la actividad funcional o una medida de ácido nucleico, tal como el ARNm, que codifica la proteína ROBO2). 25 
Los datos cualitativos también pueden derivarse u obtenerse de mediciones primarias. 

En algunas realizaciones de los ensayos y métodos descritos en el presente documento, los niveles de proteína 
ROBO2 pueden medirse utilizando una tecnología de medición basada en afinidad. "Afinidad" como se refiere a un 
anticuerpo es un término bien entendido en la técnica y significa el grado, o fuerza, de unión del anticuerpo al 
compañero de unión, tal como un biomarcador como se describe en el presente documento (o epítopo del mismo). La 30 
afinidad se puede medir y/o expresar de varias formas conocidas en la técnica, que incluyen, entre otras, la constante 
de disociación en equilibrio (KD o Kd), la constante de disociación en equilibrio aparente (KD. o Kd') y la IC50 (cantidad 
necesaria para efectuar una inhibición del 50% en un ensayo de competición; se usan de manera intercambiable en 
este documento con "150"). Se entiende que, para los fines de esta invención, una afinidad es una afinidad promedio 
para una población dada de anticuerpos que se unen a un epítopo. 35 

La tecnología de medición basada en afinidad utiliza una molécula que se une específicamente a la proteína 
biomarcadora que se está midiendo (un "reactivo de afinidad", como un anticuerpo o aptámero), aunque también 
pueden utilizarse otras tecnologías, como las tecnologías basadas en espectroscopia (por ejemplo, 
desorción/ionización láser asistida por matriz-tiempo de vuelo, espectroscopía MALDI-TOF) o ensayos que miden la 
bioactividad (por ejemplo, ensayos que miden la mitogenicidad de los factores de crecimiento). Las tecnologías 40 
basadas en afinidad para el uso con los ensayos y métodos descritos en el presente documento pueden incluir ensayos 
basados en anticuerpos (inmunoensayos) y ensayos que utilizan aptámeros (moléculas de ácido nucleico que se unen 
específicamente a otras moléculas), tales como ELONA. Además, también se contemplan ensayos que utilizan tanto 
anticuerpos como aptámeros (por ejemplo, un ensayo en formato en sándwich que utiliza un anticuerpo para la captura 
y un aptámero para la detección). Una amplia variedad de ensayos basados en afinidad también se conoce en la 45 
técnica. 

Los ensayos basados en afinidad típicamente utilizan al menos un epítopo derivado de la proteína biomarcadora, es 
decir, ROBO2, y muchos formatos de ensayo basados en afinidad utilizan más de un epítopo (por ejemplo, dos o más 
epítopos están involucrados en los ensayos de formato en "sándwich"; al menos un epítopo se usa para capturar la 
proteína biomarcadora, y al menos un epítopo diferente se usa para detectar el marcador). 50 

Los ensayos basados en afinidad pueden estar en formatos de reacción directa o de competición, utilizar formatos de 
tipo sándwich y además pueden ser heterogéneos (por ejemplo, utilizar soportes sólidos) u homogéneos (por ejemplo, 
tienen lugar en una sola fase) y/o utilizar inmunoprecipitación. Muchos ensayos implican el uso de reactivo de afinidad 
marcado (por ejemplo, anticuerpo, polipéptido o aptámero); Las etiquetas pueden ser, por ejemplo, moléculas 
enzimáticas, fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivas o colorantes. También se conocen los ensayos que 55 
amplifican las señales de la sonda; ejemplos de los cuales son ensayos que utilizan biotina y avidina, e inmunoensayos 
marcados y mediados por enzimas, como los ensayos ELISA y ELONA. Por ejemplo, las concentraciones de 
biomarcadores de muestras de fluidos biológicos se pueden medir mediante el ensayo LUMINEX® o ELISA. 
Cualquiera de los biomarcadores o reactivos específicos para el biomarcador se puede unir a una superficie y los 
niveles se pueden medir directa o indirectamente. 60 
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En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 pueden medirse utilizando una tecnología de medición basada en afinidad de inmunoensayo. 

Las tecnologías de inmunoensayo pueden incluir cualquier tecnología de inmunoensayo que pueda medir cuantitativa 
o cualitativamente el nivel de proteína ROBO2 en una muestra biológica. Las tecnologías de inmunoensayo adecuadas 
incluyen, pero no se limitan a radioinmunoensayo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), 5 
inmunoensayos en "sándwich", ensayos inmunoradiométricos, ensayos de inmunodifusión, inmunoensayos in situ 
(utilizando etiquetas coloidales de oro, enzimas o radioisótopos, por ejemplo), análisis de transferencia Western, 
inmunoprecipitaciones, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de inmunoelectroforesis, ensayos de 
fluoroinmunoensayo (FiA), ensayos de inmunorradiometría (IRMA), ensayos de inmunoenzimometría (IEMA), ensayos 
de inmunoluminiscencia y ensayos de inmunofluorescencia (Madersbacher S, Berger P. Antibodies and 10 
immunoassays. Methods 2000;21:41-50), ensayo quimioluminiscente, inmuno-PCR y ensayo de transferencia 
Western. Del mismo modo, los ensayos basados en aptámeros que pueden medir cuantitativa o cualitativamente el 
nivel de un biomarcador en una muestra biológica se pueden usar en los ensayos, métodos y sistemas descritos en 
el presente documento. En general, los aptámeros pueden sustituirse por anticuerpos en casi todos los formatos de 
inmunoensayo, aunque los aptámeros permiten formatos de ensayo adicionales (como la amplificación de aptámeros 15 
unidos utilizando tecnología de amplificación de ácido nucleico tal como la PCR (patente de Estados Unidos Nº 
4.683.202) o la amplificación isotérmica con cebadores compuestos (patentes de Estados Unidos Nº 6.251.639 y 
6.692.918). 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, en los que los 
niveles de proteína ROBO2 se miden utilizando una tecnología de medición basada en afinidad de inmunoensayo, el 20 
inmunoensayo se realiza midiendo el grado de interacción proteína/anticuerpo de la interacción biomarcador/ 
anticuerpo. Se puede usar cualquier método conocido de inmunoensayo. 

En algunas realizaciones, un compañero de unión, por ejemplo, un anticuerpo o un ligando que se une a la proteína 
ROBO2 en el ensayo de unión, es preferiblemente un compañero de unión específico marcado, pero no 
necesariamente un anticuerpo. El compañero de enlace generalmente se marca a sí mismo, pero alternativamente 25 
puede detectarse por una reacción secundaria en la que se genera una señal, por ejemplo, de otra sustancia marcada. 

Por lo tanto, el anticuerpo que se une específicamente a la proteína ROBO2 se puede usar en los ensayos, métodos 
y sistemas descritos en el presente documento para determinar la presencia y/o cantidad de la proteína ROBO2 en 
una muestra biológica, que se puede usar para detectar el aumento o disminución de la concentración de proteína 
ROBO2 presente en una muestra diagnóstica. Dichos anticuerpos pueden generarse por cualquiera de los métodos 30 
bien conocidos en el campo de los inmunodiagnósticos. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos anti-proteína ROBO2 
para cualquier estado biológicamente relevante de la proteína. Así, por ejemplo, podrían elevarse contra la forma no 
glicosilada de la proteína ROBO2, que existe en el cuerpo en forma glicosilada, o contra un péptido que porta un 
epítopo relevante de la proteína ROBO2. 

En algunas realizaciones de estos ensayos, método y sistemas, se puede usar una forma de ensayo amplificada, por 35 
lo que se produce una "señal" mejorada a partir de un nivel relativamente bajo de proteína a detectar. Una forma 
particular de un inmunoensayo amplificado es un ensayo quimioluminiscente mejorado. Por ejemplo, el anticuerpo 
está marcado con peroxidasa de rábano picante, que participa en una reacción quimioluminiscente con luminol, un 
sustrato de peróxido y un compuesto que potencia la intensidad y la duración de la luz emitida, típicamente el 4-
yodofenol o el ácido 4-hidroxicinámico. 40 

En algunas realizaciones de estos ensayos, método y sistemas, se puede usar un inmunoensayo amplificado que 
comprende inmuno-PCR. En esta técnica, el anticuerpo está unido covalentemente a una molécula de ADN arbitrario 
que comprende cebadores de PCR, por lo que el ADN con el anticuerpo unido a él se amplifica por la reacción en 
cadena de la polimerasa. Véase E. R. Hendrickson y colaboradores, Nucleic Acids Research 23: 522-529 (1995). 

Por consiguiente, en todas las realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, 45 
el nivel de proteína ROBO2 se puede determinar utilizando un agente de unión a proteínas, también denominado en 
el presente documento "entidad de unión a proteínas" o se puede utilizar un "reactivo de afinidad", en particular, 
anticuerpos. Por ejemplo, los reactivos de afinidad, en particular, los anticuerpos tales como los anticuerpos anti-
biomarcadores se pueden usar en un inmunoensayo, particularmente en un ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado 
a enzimas). En realizaciones en las que el nivel de una proteína biomarcadora se puede medir en una muestra 50 
biológica usando métodos comúnmente conocidos en la técnica, y que incluyen, por ejemplo, pero sin limitarse a, 
escisión química o enzimática de isoformas, proteínas, isoformas, inmunotransferencias, análisis inmunohistoquímico, 
ELISA, y espectrometría de masas. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando el "ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)". ELISA es una técnica 55 
para detectar y medir la concentración de un antígeno utilizando una forma marcada (por ejemplo, ligada a enzimas) 
del anticuerpo. Existen diferentes formas de ELISA, que son bien conocidas por los expertos en la técnica. Las técnicas 
estándar conocidas en la técnica para ELISA se describen en "Methods in Immunodiagnosis", 2a Edición, Rose y 
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Bigazzi, eds. John Wiley & Sons, 1980; Campbell y colaboradores, "Methods and Immunology", W. A. Benjamin, Inc., 
1964; y Oellerich, M. 1984, J. Clin. Chem. Clin. Biochem., 22: 895-904. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando un ensayo ELISA de tipo sándwich. En un "ELISA tipo sándwich", un anticuerpo 
(por ejemplo, un anti-enzima) se enlaza a una fase sólida (es decir, una placa de microtitulación) y se expone a una 5 
muestra biológica que contiene antígeno (por ejemplo, una enzima). La fase sólida se lava luego para eliminar el 
antígeno no unido. Un anticuerpo marcado (por ejemplo, ligado a una enzima) se une al antígeno unido (si está 
presente) formando un sándwich anticuerpo-antígeno-anticuerpo. Por consiguiente, utilizando este método, un primer 
anticuerpo para la proteína ROBO2 se une a la fase sólida, tal como un pozo de una placa de microtitulación de 
plástico, y se incuba con la muestra y con un segundo anticuerpo marcado específico para la proteína ROBO2 que se 10 
va a analizar. Ejemplos de enzimas que pueden unirse al anticuerpo son la fosfatasa alcalina, la peroxidasa de rábano 
picante, la luciferasa, la ureasa y la B-galactosidasa. El anticuerpo unido a la enzima reacciona con un sustrato para 
generar un producto de reacción coloreado que se puede medir. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando un ensayo de captura de anticuerpos o un ELISA competitivo. En un "ELISA 15 
competitivo", el anticuerpo se incuba con una muestra que contiene antígeno (es decir, enzima). La mezcla antígeno-
anticuerpo luego se pone en contacto con una fase sólida (por ejemplo, una placa de microtitulación) que está 
recubierta con antígeno (es decir, enzima). Cuanto más antígeno esté presente en la muestra, menor será el anticuerpo 
libre que estará disponible para unirse a la fase sólida. Luego se agrega un anticuerpo secundario marcado (por 
ejemplo, unido a una enzima) a la fase sólida para determinar la cantidad de anticuerpo primario unido a la fase sólida. 20 
Por consiguiente, en algunas de tales realizaciones, se permite que una muestra de prueba biológica se una a una 
fase sólida, y se puede agregar el anticuerpo anti-proteína ROBO2 (por ejemplo, anticuerpos que se unen 
específicamente a la proteína ROBO2) y dejar que se una. Después de lavar el material no unido, la cantidad de 
anticuerpo unido a la fase sólida se determina utilizando un segundo anticuerpo marcado, anti- respecto al primero. 

En algunas realizaciones de estos ensayos, método y sistemas, una etiqueta es preferiblemente una enzima. El 25 
sustrato para la enzima puede ser, por ejemplo, formador de color, fluorescente o quimioluminiscente. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando inmunohistoquímica. En un "ensayo de inmunohistoquímica", se analiza una 
sección de tejido en busca de proteínas específicas exponiendo el tejido a anticuerpos que son específicos para la 
proteína que se está analizando. Luego, los anticuerpos se visualizan mediante cualquiera de varios métodos para 30 
determinar la presencia y cantidad de la proteína presente. Ejemplos de métodos utilizados para visualizar anticuerpos 
son, por ejemplo, a través de enzimas enlazadas a los anticuerpos (por ejemplo, luciferasa, fosfatasa alcalina, 
peroxidasa de rábano picante o beta-galactosidasa), o métodos químicos (por ejemplo, DAB/sustrato-cromógeno). La 
muestra luego se analiza microscópicamente, lo más preferiblemente por microscopía de luz de una muestra teñida 
con una tinción que se detecta en el espectro visible, utilizando cualquiera de una variedad de tales métodos de tinción 35 
y reactivos conocidos por los expertos en la técnica. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando radioinmunoensayos. Un radioinmunoensayo es una técnica para detectar y 
medir la concentración de un antígeno, es decir, ROBO2, usando una forma del antígeno marcada (por ejemplo, 
marcada de forma radiactiva o fluorescente). Los ejemplos de marcadores radiactivos para antígenos incluyen 3H, 40 
14C y 125I. La concentración de ROBO2 en una muestra biológica se mide haciendo que la ROBO2 en la muestra 
biológica compita con la ROBO2 marcada (por ejemplo, en forma radiactiva) para unirse al anticuerpo para ROBO2. 
Para asegurar la unión competitiva entre el ROBO2 marcada y la ROBO2 no marcada, la ROBO2 marcada está 
presente en una concentración suficiente para saturar los sitios de unión del anticuerpo. Cuanto mayor sea la 
concentración de ROBO2 en la muestra, menor será la concentración de ROBO2 marcada que se unirá al anticuerpo. 45 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden usando un ensayo inmunoradiométrico (IRMA). IRMA es un inmunoensayo en el que el 
reactivo del anticuerpo está marcado radiactivamente. Un IRMA requiere la producción de un conjugado de antígeno 
multivalente, mediante técnicas como la conjugación a una proteína, por ejemplo, albúmina de suero de conejo (RSA). 
El conjugado de antígeno multivalente debe tener al menos 2 residuos de antígeno por molécula y los residuos de 50 
antígeno deben estar a una distancia suficiente para permitir la unión de al menos dos anticuerpos al antígeno. Por 
ejemplo, en un IRMA, el conjugado de antígeno multivalente se puede unir a una superficie sólida tal como una esfera 
de plástico. El antígeno de "muestra" sin marcar y el anticuerpo con el antígeno que está marcado radiactivamente se 
agregan a un tubo de ensayo que contiene la esfera recubierta con conjugado de antígeno multivalente. El antígeno 
en la muestra compite con el conjugado de antígeno multivalente por los sitios de unión del anticuerpo con el antígeno. 55 
Después de un período de incubación apropiado, los reactivos no unidos se eliminan mediante lavado y se determina 
la cantidad de radioactividad en la fase sólida. La cantidad de anticuerpo radiactivo unido es inversamente proporcional 
a la concentración de antígeno en la muestra. 

Se pueden usar otras técnicas para detectar el nivel de proteína ROBO2 en una muestra biológica según la preferencia 
del médico, y en base a la presente divulgación y el tipo de muestra biológica (es decir, plasma, orina, muestra de 60 
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tejido, etc.). Una de tales técnicas es la transferencia Western (Towbin y colaboradores, Proc. Nat. Acad. Sci. 76: 4350 
(1979)), en la que una muestra tratada adecuadamente se procesa en un gel de SDS-PAGE antes de transferirla a un 
soporte sólido, tal como un filtro de nitrocelulosa. Los anticuerpos anti-ROBO2 marcados de forma detectable o las 
moléculas de unión a proteínas pueden utilizarse para evaluar el nivel de proteína ROBO2, donde la intensidad de la 
señal de la etiqueta detectable corresponde a la cantidad de proteína ROBO2. Los niveles de la cantidad de proteína 5 
ROBO2 presente también se pueden cuantificar, por ejemplo, por densitometría. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden usando espectrometría de masas como MALDI/TOF (tiempo de vuelo), SELDI/TOF, 
cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC-MS), cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS), 
cromatografía líquida de alto rendimiento-espectrometría de masas (HPLC-MS), electroforesis capilar-espectrometría 10 
de masas, espectrometría de resonancia magnética nuclear, o espectrometría de masas en tándem (por ejemplo, 
MS/MS, MS/MS/MS, ESI-MS/MS, etc.). Véanse, por ejemplo, las solicitudes de patente de Estados Unidos Nº. 
20030199001, 20030134304, 20030077616. 

En algunas de tales realizaciones, estas metodologías se pueden combinar con las máquinas, los sistemas 
informáticos y los medios para producir un sistema automatizado para determinar el nivel de proteína ROBO2 en una 15 
muestra biológica y el análisis para producir un informe imprimible que identifique, por ejemplo, el nivel de proteína 
ROBO2 en una muestra biológica. En algunos casos, la medición del nivel de ROBO2 se realiza de forma remota 
desde los módulos de determinación y comparación. 

Los métodos de espectrometría de masas son bien conocidos en la técnica y se han utilizado para cuantificar y/o 
identificar biomoléculas, tales como proteínas (véase, por ejemplo, Li y colaboradores (2000) Tibtech 18: 151-160; 20 
Rowley y colaboradores (2000) Methods 20: 383-397; y Kuster y Mann (1998) Curr. Opin. Structural Biol. 8: 393-400). 
Además, se han desarrollado técnicas de espectrometría de masas que permiten al menos una nueva secuenciación 
parcial de proteínas aisladas. Chait y colaboradores, Science 262: 89-92 (1993); Keough y colaboradores, Proc. Natl 
Acad Sci. Estados Unidos. 96: 7131-6 (1999); revisado en Bergman, EXS 88: 133-44 (2000). 

En ciertas realizaciones, se usa un espectrofotómetro de iones en fase gaseosa. En otras realizaciones, se usa para 25 
analizar la muestra espectrometría de masas de desorción con láser/ionización. La espectrometría de masas moderna 
de desorción con láser /ionización ("LDI-MS") se puede practicar en dos variaciones principales: espectrometría de 
masas de desorción con láser/ionización asistida por matriz ("MALDI"), y desorción con láser/ionización mejorada en 
la superficie ("SELDI"). En MALDI, el analito se mezcla con una solución que contiene una matriz, y se coloca una 
gota del líquido en la superficie de un sustrato. La solución de la matriz cristaliza conjuntamente entonces con las 30 
moléculas biológicas. El sustrato se inserta en el espectrómetro de masas. La energía del láser se dirige a la superficie 
del sustrato donde desorbe y ioniza las moléculas biológicas sin fragmentarlas significativamente. Véase, por ejemplo, 
la patente de Estados Unidos Nº 5.118.937 (Hillenkamp y colaboradores), y la patente de Estados Unidos Nº 5.045.694 
(Beavis & Chait). 

En SELDI, la superficie del sustrato se modifica para que sea un participante activo en el proceso de desorción. En 35 
una variante, la superficie se deriva con adsorbentes y/o reactivos de captura que se unen selectivamente a la proteína 
de interés. En otra variante, la superficie forma derivados con moléculas absorbentes de energía que no se desorben 
cuando se golpean con el láser. En otra variante, la superficie forma derivados con moléculas que se unen a la proteína 
de interés y que contienen un enlace fotolítico que se rompe tras la aplicación del láser. En cada uno de estos métodos, 
el agente de formación de derivados generalmente se localiza en una ubicación específica en la superficie del sustrato 40 
donde se aplica la muestra. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos Nº 5.719.060 y el documento WO 
98/59361. Los dos métodos pueden combinarse, por ejemplo, utilizando una superficie de afinidad SELDI para 
capturar un analito y agregar un líquido que contenga matriz al analito capturado para proporcionar el material 
absorbente de energía. 

Para obtener información adicional con respecto a los espectrómetros de masas, consultar, por ejemplo, Principles of 45 
Instrumental Analysis, tercera edición, Skoog, Saunders College Publishing, Filadelfia, 1985; y Kirk-Othmer 
Encyclopedia of Chemical Technology, 4ª ed. Vol. 15 (John Wiley & Sons, Nueva York, 1995), págs. 1071-1094. 

La detección del nivel de proteína ROBO2 dependerá típicamente de la detección de la intensidad de la señal. Esto, 
a su vez, puede reflejar la cantidad y el carácter de un polipéptido unido al sustrato. Por ejemplo, en ciertas 
realizaciones, la intensidad de la señal de los valores máximos de los espectros de una primera muestra y una segunda 50 
muestra se puede comparar (por ejemplo, visualmente, mediante análisis computarizado, etc.) para determinar las 
cantidades relativas de biomoléculas particulares. Los programas de software como el programa Biomarker Wizard 
(Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, California) se pueden usar para ayudar a analizar los espectros de masas. Los 
espectrómetros de masas y sus técnicas son bien conocidos por los expertos en la técnica. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 55 
proteína ROBO2 se miden utilizando técnicas de electroforesis en gel, en particular SDS-PAGE (electroforesis en gel 
de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio), especialmente PAGE bidimensional (2D-PAGE), preferiblemente SDS-
PAGE bidimensional (2D-SDS-PAGE). De acuerdo con un ejemplo particular, el ensayo se basa en 2D-PAGE, en 
particular, utilizando gradientes de pH inmovilizados (IPG) con un intervalo de pH preferiblemente de más de pH 4-9. 
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En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando técnicas de electroforesis en gel, en particular, las técnicas mencionadas 
anteriormente combinadas con otros métodos de separación de proteínas, particularmente los métodos conocidos por 
los expertos en la técnica, en particular, cromatografía y/o exclusión por tamaño. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 5 
proteína ROBO2 se miden utilizando técnicas de resonancia, en particular, resonancia de plasmón de superficie. 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento, los niveles de 
proteína ROBO2 se miden utilizando un biochip de proteína. Un biochip generalmente comprende un sustrato sólido 
que tiene una superficie sustancialmente plana, a la que se une un reactivo de captura (por ejemplo, un adsorbente o 
reactivo de afinidad). Con frecuencia, la superficie de un biochip comprende una pluralidad de ubicaciones 10 
direccionables que tienen unido un reactivo de captura. El biochip también puede incluir un reactivo de captura unido 
que sirve como control. Los biochips de proteínas son biochips adaptados para la captura de polipéptidos. Muchos 
biochips de proteínas se describen en la técnica. Estos incluyen, por ejemplo, los biochips de proteínas producidos 
por Ciphergen Biosystems, Inc. (Fremont, California), Zyomyx (Hayward, California), Invitrogen (Carlsbad, California), 
Biacore (Uppsala, Suecia) y Procognia (Berkshire, Reino Unido). Los ejemplos de dichos biochips de proteínas se 15 
describen en las siguientes patentes o solicitudes de patente publicadas: patente de Estados Unidos Nº 6.225.047 
(Hutchens & Yip); patente de Estados Unidos Nº 6.537.749 (Kuimelis y Wagner); patente de Estados Unidos Nº 
6.329.209 (Wagner y colaboradores); publicación internacional PCT No. WO 00156934 (Englert y colaboradores); la 
publicación internacional PCT Nº WO 031048768 (Boutell y colaboradores) y la patente de Estados Unidos Nº 
5.242.828 (Bergstrom y colaboradores). 20 

Los niveles de umbral de referencia o los valores de los niveles de proteína ROBO2 utilizados para la comparación 
con el nivel de proteína ROBO2 de un sujeto pueden variar, dependiendo del aspecto o la realización descrita en el 
presente documento, como se entenderá a lo largo de esta memoria descriptiva, y más adelante. Un valor de umbral 
de referencia puede basarse en un valor de muestra individual, como por ejemplo, un valor obtenido de una muestra 
biológica del sujeto que se está analizando, pero en un momento anterior (por ejemplo, en un primer punto de tiempo 25 
(t1), por ejemplo, un primer nivel de biomarcador medido, o en un segundo punto de tiempo (t2), por ejemplo). Un valor 
de umbral de referencia también puede basarse en un conjunto de muestras, por ejemplo, valores obtenidos de 
muestras de un conjunto de sujetos que se están evaluando. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los valores de 
umbral de referencia para la proteína ROBO2 se basan en medir el valor del 50% (por ejemplo, la mediana) de la 
proteína ROBO2 medida en sujetos que se sabe que tienen enfermedad renal crónica o proteinuria. Por ejemplo, los 30 
sujetos en el 50% superior (por ejemplo, en o por encima del nivel medio) para la proteína ROBO2 pueden 
seleccionarse por estar en riesgo de tener enfermedad renal crónica o proteinuria. Los valores de referencia también 
pueden basarse en un conjunto de muestras que incluyen o excluyen las muestras a ser analizadas. El valor de 
referencia se puede basar en un gran número de muestras, tal como en la población de sujetos sanos del grupo de la 
misma edad cronológica, o en sujetos que no tienen o no tienen riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria. En 35 
algunas realizaciones, el valor de referencia puede ser al menos una, más típicamente al menos dos, desviaciones 
estándar por encima de la media o la mediana de cualquiera de estos ensayos o una media o mediana predeterminada. 

Para evaluar el riesgo de que un sujeto experimente o tenga enfermedad renal crónica o proteinuria mediante los 
ensayos, métodos y sistemas como se describe en el presente documento, un "valor de umbral de referencia" es 
típicamente un nivel de umbral de referencia predeterminado, como la mediana de la proteína ROBO2 en orina, suero 40 
o sangre obtenida de una población de sujetos sanos que se encuentran en el grupo de edad cronológica que se 
corresponde con la edad cronológica del sujeto examinado. Como se indicó anteriormente, en algunas situaciones, 
las muestras de referencia también pueden ser del mismo género y/o emparejadas según el origen étnico. En algunas 
realizaciones, el valor umbral de referencia para la proteína ROBO2 es el nivel de la media para ese biomarcador en 
un tipo de muestra biológica, por ejemplo, orina, sangre, suero, en un panel de sujetos de la misma etnia, por ejemplo, 45 
caucásico, negro, hispano, asiático y asiático-indio, pakistaní, Oriente Medio y/o isleño del Pacífico. 

Para evaluar el riesgo de que un sujeto experimente o tenga enfermedad renal crónica o proteinuria mediante los 
ensayos, métodos y sistemas que se describen en este documento, el nivel de umbral de referencia para la proteína 
ROBO2 puede ser un nivel predeterminado, tal como un promedio o mediana de los niveles obtenidos de una población 
de sujetos sanos que se encuentran en el grupo de edad cronológica de la misma edad cronológica del sujeto 50 
evaluado. Alternativamente, el nivel de umbral de referencia para la proteína ROBO2 puede ser un nivel de referencia 
histórico para el sujeto en particular que se obtuvo de una muestra derivada del mismo sujeto, pero en un momento 
anterior, y/o cuando el sujeto no tenía un riesgo de la enfermedad renal crónica o proteinuria. En algunos casos, el 
nivel de umbral de referencia para la proteína ROBO2 puede ser un nivel de referencia histórico de la proteína ROBO2 
para un grupo particular de sujetos que han tenido todos enfermedad renal crónica o proteinuria, debido, por ejemplo, 55 
a la diabetes. 

En algunas realizaciones, los sujetos sanos se seleccionan como los sujetos de control. En algunas realizaciones, los 
controles son controles de la misma edad. Se puede utilizar un sujeto sano para obtener una proteína ROBO2 de nivel 
umbral de referencia, por ejemplo, en una muestra de orina o suero. Un sujeto "sano" o muestra de un sujeto o individuo 
"sano" tal como se usa en el presente documento es el mismo que entiende comúnmente un experto en la técnica. 60 
Por ejemplo, se pueden usar métodos comúnmente conocidos para evaluar la función renal, como se describe en este 
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documento, para seleccionar sujetos de control como sujetos sanos para el diagnóstico y los métodos de tratamiento 
descritos en este documento. En algunas realizaciones, los sujetos con buena salud sin signos o síntomas que 
sugieran enfermedad renal crónica pueden ser reclutados como sujetos de control sanos. Los sujetos son evaluados 
con base en evaluaciones extensas consistentes en historia clínica, historia familiar, exámenes físicos y renales 
realizados por expertos clínicos, pruebas de laboratorio. Los ejemplos de análisis de enfermedad renal crónica y/o 5 
proteinuria incluyen, entre otros, la detección del nivel de proteínas o moléculas específicas en una muestra de orina, 
sangre o suero, como, por ejemplo, albúmina, calcio, colesterol, recuento de sangre completa (CBC), electrolitos, 
magnesio, fósforo, potasio, sodio o cualquier combinación de los mismos; ensayos para detectar, por ejemplo, 
eliminación  de creatinina; niveles de creatinina; BUN (nitrógeno ureico en sangre); mediante el uso de técnicas o 
procedimientos específicos, tales como tomografía computarizada abdominal, resonancia magnética abdominal, 10 
ecografía abdominal, biopsia renal, gammagrafía renal, ecografía renal; a través de la detección de cambios en los 
resultados de ensayos o pruebas para eritropoyetina, PTH; prueba de densidad ósea, o vitamina D; o cualquier 
combinación de tales métodos de detección y ensayos. 

Las poblaciones de la misma edad (a partir de las cuales se pueden obtener valores de referencia) son idealmente de 
la misma edad cronológica que el sujeto o el individuo sometido a prueba, pero también son aceptables las poblaciones 15 
emparejadas aproximadamente por edad. Las poblaciones aproximadas por edad pueden estar dentro de 1, 2, 3, 4 o 
5 años de la edad cronológica del individuo evaluado, o pueden ser grupos de diferentes edades cronológicas que 
abarcan la edad cronológica del individuo sometido a prueba. 

Un sujeto que se compara con su "grupo de la misma edad cronológica" generalmente se refiere a comparar al sujeto 
con la misma edad cronológica dentro de un intervalo de 5 a 20 años. Las poblaciones aproximadas por edad pueden 20 
estar en incrementos de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15, o 20 años (por ejemplo, un grupo de "incremento de 5 años" 
puede servir como fuente de valores de referencia para un sujeto de 62 años puede incluir individuos de 58-62 años, 
individuos de 59-63 años, individuos de 60-64 años, individuos de 61-65 años o individuos de 62-66 años). En una 
definición más amplia, donde hay mayores brechas entre los diferentes grupos de edades cronológicas, por ejemplo, 
cuando hay pocos grupos de edades cronológicas diferentes disponibles para los valores de referencia, y las brechas 25 
entre los diferentes grupos de edades cronológicas superan los 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15, o los incrementos de 20 
años descritos en este documento, entonces el "grupo de la misma edad cronológica" puede referirse al grupo de edad 
que está más cerca de la edad cronológica del sujeto (por ejemplo, cuando los valores de referencia disponible para 
un grupo de mayor edad (por ejemplo, 80-90 años) y un grupo de menor edad (por ejemplo, 20-30 años), un grupo de 
la misma edad cronológica para un sujeto de 51 años puede usar el grupo de menor edad (20-30 años), que está más 30 
cerca de la edad cronológica del sujeto de prueba, como el nivel de referencia. 

Otros factores que deben considerarse al seleccionar sujetos de control incluyen, pero no se limitan a, especie, género, 
origen étnico, etc. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un nivel de referencia puede ser un nivel de referencia 
predeterminado, tal como un promedio o mediana de niveles obtenidos de una población de sujetos de control sanos 
que están emparejados por género con el género del sujeto evaluado. En algunas realizaciones, un nivel de referencia 35 
puede ser un nivel de referencia predeterminado, tal como un promedio o la mediana de los niveles obtenidos de una 
población de sujetos de control sanos que coinciden con la etnia del sujeto evaluado (por ejemplo, caucásico, negro, 
hispano, asiático y asiático-indio, pakistaní, medio oriente e isleño del Pacífico). En otras realizaciones, tanto la edad 
cronológica como el género de la población de sujetos sanos se comparan con la edad cronológica y el género del 
sujeto sometido a prueba, respectivamente. En otras realizaciones, tanto la edad cronológica como la etnia de la 40 
población de sujetos sanos se comparan con la edad cronológica y la etnia del sujeto sometido a prueba, 
respectivamente. En otras realizaciones, la edad cronológica, el género y la etnia de la población de sujetos de control 
sanos se combinan con la edad cronológica, el género y la etnia del sujeto evaluado, respectivamente. 

El proceso de comparar un nivel de proteína ROBO2 en una muestra biológica de un sujeto y un nivel de umbral de 
referencia para la proteína ROBO2 se puede llevar a cabo de cualquier manera conveniente, apropiada y conocida 45 
por un experto en la materia. En general, los valores de los niveles de proteína ROBO2 determinados mediante los 
ensayos, métodos y sistemas descritos en el presente documento pueden ser valores cuantitativos (por ejemplo, 
valores cuantitativos de concentración, como los miligramos de proteína ROBO2 por litro (por ejemplo, mg/L) de 
muestra, o una cantidad absoluta). Alternativamente, los valores de los niveles de proteína ROBO2 pueden ser 
cualitativos dependiendo de las técnicas de medición y, por lo tanto, el modo de comparar un valor de un sujeto y un 50 
valor de referencia puede variar según la tecnología de medición empleada. Por ejemplo, la comparación se puede 
realizar inspeccionando los datos numéricos, inspeccionando representaciones de los datos (por ejemplo, 
inspeccionando representaciones gráficas como gráficos de barras o de líneas), y utilizando desviaciones estándar 
de, por ejemplo, al menos uno, o al menos dos desviaciones estándar. En un ejemplo, cuando se usa un ensayo 
cualitativo para medir los niveles de proteína ROBO2, los niveles pueden compararse visualmente comparando la 55 
intensidad del producto de reacción coloreado, o comparando datos de mediciones densitométricas o espectrométricas 
del producto de reacción coloreada (por ejemplo, comparando datos numéricos o datos gráficos, tal como los gráficos 
de barras, derivados del dispositivo de medición). 

Como se describe en el presente documento, los niveles de proteína ROBO2 pueden medirse cuantitativamente 
(valores absolutos) o cualitativamente (valores relativos). En algunas realizaciones, los valores cuantitativos de los 60 
niveles de proteína ROBO2 en las muestras biológicas pueden indicar un nivel dado (o grado) de riesgo de enfermedad 
renal crónica o proteinuria. 
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En algunas realizaciones, la comparación se realiza para determinar la magnitud de la diferencia entre los valores de 
un sujeto y los valores de referencia (por ejemplo, comparando las "veces" o la diferencia porcentual entre los niveles 
de proteína ROBO2 medidos obtenidos de un sujeto y el valor umbral de referencia de la proteína ROBO2). Un número 
de veces de diferencia se puede determinar midiendo la concentración absoluta de los niveles de proteína ROBO2, y 
comparando eso con el valor absoluto con el umbral de referencia del nivel de proteína ROBO2, o el número de veces 5 
que se diferencia puede medirse por la diferencia relativa entre un valor de referencia y un valor de muestra, en donde 
ninguno de los valores es una medida de la concentración absoluta, y/o cuando ambos valores se miden 
simultáneamente. Por ejemplo, un ELISA mide el contenido absoluto o la concentración de una proteína a partir de la 
cual se determina el número de veces que cambia en comparación con la concentración absoluta de la misma proteína 
en la referencia. Como otro ejemplo, una matriz de anticuerpos mide la concentración relativa a partir de la cual se 10 
determina el número de veces que cambia. En consecuencia, la magnitud de la diferencia entre el valor medido y el 
valor de referencia que sugiere o indica un diagnóstico particular dependerá del método que se esté practicando. 

Como será evidente para los expertos en la técnica, cuando se toman mediciones repetidas para medir los niveles de 
proteína ROBO2, los valores medidos de los sujetos pueden compararse con los niveles del umbral de referencia de 
la proteína ROBO2, y se tienen en cuenta las mediciones repetidas. Las mediciones repetidas se pueden tener en 15 
cuenta utilizando la media o la mediana de los valores medidos. 

En algunas realizaciones, el proceso de comparación puede ser manual o puede, preferiblemente, automatizarse. Por 
ejemplo, un dispositivo de ensayo (como un luminómetro para medir señales de quimioluminiscencia) puede incluir 
circuitos y software que le permitan comparar un valor de un sujeto con un valor de referencia para la proteína ROBO2. 
Alternativamente, se puede usar un dispositivo separado (por ejemplo, un ordenador digital) para comparar los niveles 20 
de proteína ROBO2 medidos de los sujetos y los niveles de umbral de referencia para la proteína ROBO2. Los 
dispositivos automatizados para comparación pueden incluir valores de referencia almacenados para la proteína 
ROBO2, o pueden comparar los niveles de proteína ROBO2 medidos de los sujetos con niveles de umbral de 
referencia para la proteína ROBO2 que se derivan de muestras de referencia medidas simultáneamente. 

En algunas realizaciones, un sujeto sometido a prueba para determinar los niveles de proteína ROBO2 se asigna en 25 
uno de dos o más grupos (estatus) basándose en los resultados de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el 
presente documento. Los ensayos, métodos y sistemas de diagnóstico que se describen en este documento pueden 
utilizarse para clasificar entre varios estados diferentes. 

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la determinación de si un sujeto tiene un alto riesgo de tener enfermedad 
renal crónica o proteinuria (estado: bajo riesgo frente a alto riesgo) se realiza usando los ensayos, métodos y sistemas 30 
de diagnóstico descritos en el presente documento. Se identifican las cantidades o patrones de biomarcadores de la 
proteína ROBO2 determinados como característicos de varios estados de riesgo, por ejemplo, alto, medio o bajo. El 
riesgo de desarrollar enfermedad renal crónica o proteinuria se determina midiendo la proteína ROBO2 sola o en 
combinación con otros biomarcadores conocidos, y luego presentándolos a un algoritmo de clasificación o 
comparándolos con una cantidad de referencia (por ejemplo, una cantidad de referencia de corte como se divulga en 35 
el presente documento) que se asocia con el nivel de riesgo particular. 

En algunas realizaciones, en el presente documento se proporcionan ensayos, métodos y sistemas de diagnóstico 
para determinar la gravedad o el estado o el riesgo de tener una enfermedad renal crónica o proteinuria en un sujeto. 
Cada etapa de la enfermedad renal crónica, por ejemplo, tiene una cantidad característica de proteína ROBO2 o 
cantidades relativas de proteína ROBO2. La etapa de una enfermedad se determina midiendo la proteína ROBO2, 40 
sola o en combinación con otros biomarcadores, y luego sometiéndolas a un algoritmo de clasificación o 
comparándolas con una cantidad de referencia y/o patrón de biomarcadores que se asocia con la etapa particular, por 
ejemplo, qué tan pronto el sujeto desarrollará probablemente enfermedad renal crónica o proteinuria. Por ejemplo, se 
puede clasificar entre la probabilidad de tener enfermedad renal crónica o proteinuria dentro de un año (por ejemplo, 
un pronóstico desfavorable) o un sujeto con probabilidad de tener enfermedad renal crónica o proteinuria en los 45 
próximos 5 años. 

Las realizaciones adicionales de los ensayos, métodos y sistemas de diagnóstico se refieren a la comunicación de 
resultados o diagnósticos, o ambos a los técnicos, médicos o pacientes, por ejemplo. En ciertas realizaciones, se usan 
ordenadores para comunicar los resultados de los análisis o los diagnósticos o ambos a las partes interesadas, por 
ejemplo, los médicos y sus pacientes. En algunas realizaciones, los ensayos se realizan o los resultados de los 50 
ensayos se analizan en un país o jurisdicción que difiere del país o la jurisdicción a la que se comunican los resultados 
o diagnósticos, por ejemplo. En algunas realizaciones, el riesgo de tener enfermedad renal crónica o proteinuria 
basada en los niveles de proteína ROBO2 en una muestra biológica del sujeto se comunica al sujeto después de que 
se obtienen los niveles o el pronóstico. El médico tratante del sujeto puede comunicar el pronóstico o el diagnóstico al 
sujeto. Alternativamente, el pronóstico o diagnóstico puede enviarse al sujeto por correo electrónico o comunicarse al 55 
sujeto por teléfono. Se puede usar un ordenador para comunicar el pronóstico o el diagnóstico por correo electrónico 
o por teléfono, o a través de Internet, mediante un servicio de acceso seguro para el ingreso de pacientes. En ciertas 
realizaciones, el mensaje que contiene los resultados del pronóstico o prueba de diagnóstico se puede generar y 
entregar automáticamente al sujeto utilizando una combinación de hardware y software de ordenador que será familiar 
para los expertos en telecomunicaciones. En ciertas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas descritos en el 60 
presente documento, todos o algunos de las etapas del método, que incluyen el análisis de muestras, el diagnóstico 
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de enfermedades y la comunicación de los resultados de los análisis o diagnósticos, se pueden llevar a cabo de 
jurisdicciones diversas (por ejemplo el extranjero). 

En algunas realizaciones de los ensayos, métodos y sistemas de diagnóstico de calificación o evaluación del riesgo 
de enfermedad renal crónica o proteinuria descritos en el presente documento, los ensayos, métodos o sistemas 
comprenden además el manejo del tratamiento del sujeto en función de la determinación del riesgo de tener una 5 
enfermedad renal crónica o proteinuria. Dicho manejo incluye las acciones del médico o del clínico luego de determinar 
el riesgo de los sujetos de tener enfermedad renal crónica o proteinuria. Por ejemplo, si un médico hace un diagnóstico 
del sujeto con riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, entonces puede seguir un cierto régimen de 
tratamiento. Un régimen de tratamiento adecuado puede incluir, sin limitación, un programa de ejercicio supervisado; 
control de la presión arterial, ingesta de azúcar y/o niveles de lípidos; y terapias farmacológicas. En algunas 10 
realizaciones, un diagnóstico de un riesgo de tener enfermedad renal crónica o proteinuria puede ser seguido por 
pruebas adicionales para determinar si un paciente padece una enfermedad renal crónica, o si el paciente padece una 
enfermedad relacionada. Además, si la prueba de diagnóstico da un resultado no concluyente sobre el riesgo de un 
estado de evento adverso importante, es posible que se requieran pruebas adicionales. En algunas realizaciones de 
los ensayos, métodos y sistemas de diagnóstico de calificación o evaluación del riesgo de enfermedad renal crónica 15 
o proteinuria descritos en el presente documento, si un médico hace un diagnóstico de que el sujeto no tiene riesgo 
de enfermedad renal crónica o proteinuria, entonces no se proporciona tratamiento. 

El ensayo y los métodos de detección de ROBO2 descritos en el presente documento pueden automatizarse usando 
robótica y sistemas dirigidos por ordenador. Se puede inyectar una muestra biológica, tal como una muestra de orina, 
plasma o sangre, en un sistema, tal como un dispositivo de microfluidos completamente operado por una estación 20 
robótica desde la entrada de la muestra hasta la salida del resultado. 

Por consiguiente, también se proporciona en el presente documento, en algunos aspectos, sistemas (y medio legible 
por ordenador para hacer que los sistemas informáticos) realicen un método para determinar si un individuo tiene una 
enfermedad renal crónica o proteinuria o una predisposición para una enfermedad renal crónica o proteinuria basada 
en perfiles de expresión o información de secuencia. 25 

En algunos aspectos, en el presente documento se proporcionan sistemas para evaluar si un sujeto tiene o está en 
riesgo mayor de enfermedad renal crónica o proteinuria, comprendiendo los sistemas: (a) un módulo de determinación 
configurado para recibir al menos una muestra biológica y realizar al menos un análisis en dicha muestra biológica 
para medir el nivel de ROBO2 en la muestra biológica o determinar la relación de expresión de ROBO2 con respecto 
a un nivel predeterminado o de referencia de umbral y para dar salida a dicho nivel medido o relación de expresión; 30 
(b) un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar información de salida de datos del módulo de 
determinación; (c) un módulo de comparación adaptado para recibir información del dispositivo de almacenamiento y 
comparar los datos almacenados en el dispositivo de almacenamiento con al menos un umbral de referencia de nivel 
de ROBO2, en donde si el nivel medido de proteína ROBO2 es al menos igual o superior que el nivel de umbral de 
referencia, el módulo de comparación proporciona información a un módulo de salida de que la muestra biológica está 35 
asociada con un sujeto que se desvía del umbral de referencia del biomarcador, y (d) un módulo de salida para mostrar 
la información al usuario. 

En todos los aspectos de la invención, los métodos para determinar los niveles de proteína ROBO2 se pueden realizar 
utilizando una máquina o sistema automatizado. Dichas máquinas y sistemas generan un informe, tal como mostrar 
un informe en una pantalla visible o un informe imprimible que indica los niveles de proteína ROBO2 y/o informar un 40 
aumento o el mismo como un nivel de umbral de referencia para la proteína ROBO2, y/o si el sujeto del cual se obtuvo 
la muestra está en riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria. 

Por consiguiente, algunas realizaciones descritas en el presente documento también proporcionan una máquina, 
sistemas informáticos y medios legibles por ordenador para realizar las etapas de (i) determinar los niveles de proteína 
ROBO2, y (ii) indicar o informar si un sujeto está en riesgo de tener enfermedad renal crónica o proteinuria. 45 

Las realizaciones de estos aspectos se describen a través de módulos funcionales, que se definen mediante 
instrucciones ejecutables por ordenador grabadas en medios legibles por ordenador y que hacen que un ordenador 
realice etapas de método cuando se ejecuta. Los módulos se han segregado por función para mayor claridad. Sin 
embargo, debe entenderse que los módulos no necesitan corresponder a bloques de código discretos y que las 
funciones descritas pueden llevarse a cabo mediante la ejecución de varias porciones de código almacenadas en 50 
diversos medios y ejecutadas en diversos momentos. Además, debe apreciarse que los módulos pueden realizar otras 
funciones, por lo tanto, los módulos no se limitan a tener ninguna función particular o conjunto de funciones. 

El medio legible por ordenador puede ser cualquier medio tangible disponible al que se pueda acceder mediante un 
ordenador. Los medios legibles por ordenador incluyen medios tangibles volátiles y no volátiles, extraíbles y no 
removibles implementados en cualquier método o tecnología para el almacenamiento de información, tales como 55 
instrucciones legibles por ordenador, estructuras de datos, módulos de programas u otros datos. Los medios legibles 
por ordenador incluyen, pero no están limitados a, RAM (memoria de acceso aleatorio), ROM (memoria de solo 
lectura), EPROM (memoria de solo lectura programable y borrable), EEPROM (memoria de solo lectura programable 
y borrable eléctricamente), memoria flash u otra tecnología de memoria, CD-ROM (memoria solo de lectura de disco 
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compacto), DVD (discos versátiles digitales) u otros medios de almacenamiento óptico, casetes magnéticos, cinta 
magnética, almacenamiento en disco magnético u otros medios de almacenamiento magnético, otros tipos de memoria 
volátil y no volátil, y cualquier otro medio tangible que se pueda utilizar para almacenar la información deseada y al 
que se pueda acceder mediante un ordenador, incluida cualquier combinación adecuada de los anteriores. 

Los datos legibles por ordenador incorporados en uno o más medios legibles por ordenador, o medio legible por 5 
ordenador, pueden definir instrucciones, por ejemplo, como parte de uno o más programas, que, como resultado de 
ser ejecutados por un ordenador, instruyen al ordenador para realizar una o más de las funciones descritas en el 
presente documento (por ejemplo, en relación con un sistema o medio legible por ordenador), y/o varias realizaciones, 
variaciones y combinaciones de las mismas. Dichas instrucciones se pueden escribir en cualquiera de una pluralidad 
de lenguajes de programación, por ejemplo, Java, J#, Visual Basic, C, C#, C++, Fortran, Pascal, Eiffel, Basic, lenguaje 10 
de ensamblaje COBOL y similares, o cualquiera de una variedad de combinaciones de los mismos. Los medios legibles 
por ordenador en los que se incorporan dichas instrucciones pueden residir en uno o más de los componentes de 
cualquiera de los sistemas, o el medio legible por ordenador descrito en el presente documento, puede distribuirse a 
través de uno o más de dichos componentes, y pueden estar en transición entre ellos.  

Los medios legibles por ordenador pueden ser transportables de manera tal que las instrucciones almacenadas en 15 
ellos pueden cargarse en cualquier recurso de ordenador para implementar los aspectos de la presente invención 
discutidos en este documento. Además, debe apreciarse que las instrucciones almacenadas en los medios legibles 
por ordenador, o el medio legible por ordenador, descrito anteriormente, no se limitan a las instrucciones incorporadas 
como parte de un programa de aplicación que se ejecuta en un ordenador huésped. En vez de eso, las instrucciones 
pueden incorporarse como cualquier tipo de código de ordenador (por ejemplo, software o microcódigo) que puede 20 
emplearse para programar un ordenador para implementar aspectos de la presente invención. Las instrucciones 
ejecutables por ordenador se pueden escribir en un lenguaje de ordenador adecuado o en una combinación de varios 
lenguajes. Los expertos en la técnica conocen los métodos básicos de biología computacional y se describen, por 
ejemplo, en Setubal y Meidanis y colaboradores, Introduction to Computational Biology Methods (PWS Publishing 
Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles, Kasif, (Ed.), Computational Methods in Molecular Biology, (Elsevier, 25 
Ámsterdam, 1998); Rashidi y Buehler, Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and Medicine (CRC 
Press, Londres, 2000) y Ouelette y Bzevanis Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene and Proteins (Wiley 
& Sons, Inc., 2a ed., 2001).  

Los módulos funcionales de ciertas realizaciones de los aspectos descritos en este documento incluyen un módulo de 
determinación, un dispositivo de almacenamiento, un módulo de comparación y un módulo de visualización. Los 30 
módulos funcionales se pueden ejecutar en uno o varios ordenadores o mediante el uso de una o varias redes o 
sistemas informáticos. 

En algunos aspectos, en el presente documento se proporcionan sistemas informáticos que pueden usarse para 
determinar si es probable que un sujeto tenga o esté en riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria. En algunas 
realizaciones, un sistema informático está conectado a un módulo de determinación y está configurado para obtener 35 
datos de salida de un módulo de determinación con respecto a una muestra biológica, donde el módulo de 
determinación está configurado para detectar los niveles de proteína ROBO2 en una muestra biológica obtenida del 
sujeto; y donde el sistema informático comprende (a) un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar 
la salida de datos del módulo de determinación, así como los datos de referencia; donde el dispositivo de 
almacenamiento está conectado a (b) un módulo de comparación que, en algunas realizaciones, está adaptado para 40 
comparar los datos de salida almacenados en el dispositivo de almacenamiento con los datos de referencia 
almacenados, y en realizaciones alternativas, adaptado para comparar los datos de salida consigo mismo, donde el 
módulo de comparación produce datos de informe y está conectado a (c) un módulo de visualización para mostrar una 
página de contenido recuperado (es decir, datos de informe del módulo de comparación) para el usuario en un 
ordenador cliente, en donde el contenido recuperado puede indicar los niveles de ROBO2 y/o la probabilidad de que 45 
el sujeto experimente enfermedad renal crónica o proteinuria en el futuro. 

En algunas realizaciones, el módulo de determinación tiene instrucciones ejecutables por ordenador para proporcionar 
datos de expresión, información de secuencia, información relacionada con información de secuencia en forma legible 
por ordenador. Como se usa en este documento, "información de secuencia" se refiere a cualquier secuencia de 
nucleótidos y/o aminoácidos, que incluye, entre otros, secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos de longitud 50 
completa, secuencias parciales de nucleótidos y/o aminoácidos, o secuencias mutadas. Además, la información 
"relacionada con" la información de la secuencia incluye la detección de la presencia o ausencia de una secuencia 
(por ejemplo, detección de una mutación o eliminación), determinación de la concentración de una secuencia en la 
muestra (por ejemplo, los niveles de expresión de la secuencia de aminoácidos, o niveles de expresión de nucleótidos 
(ARN o ADN)), y similares. El término "información de secuencia" pretende incluir la presencia o ausencia de 55 
modificaciones postraduccionales (por ejemplo, fosforilación, glicosilación, sumilación, farnesilación y similares). 

Como ejemplo, los módulos de determinación para determinar la secuencia de ROBO2 o la información de expresión 
de ácido nucleico pueden incluir sistemas conocidos para el análisis de secuencia automatizado, incluidos, entre otros, 
los escáneres fluorescentes Hitachi FMBIO® y Hitachi FMBIO® II (disponibles a través de Hitachi Genetic Systems, 
Alameda, California); Sistemas de análisis genéticos de electroforesis totalmente automatizados de 96 capilares 60 
SPECTRUMEDIX® SCE 9610 (disponibles a través de SpectruMedix LLC, State College, Pensilvania); secuenciador 
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de ADN ABI PRISM® 377, secuenciador de ADN ABI® 373, Analizador genético ABI PRISM® 310, Analizador genético 
ABI PRISM® 3100 y Analizador de ADN ABI PRISM® 3700 (disponibles a través de Applied Biosystems, Foster City, 
California);, escáneres de fluorescencia SI Molecular Dynamics FLUORIMAGERTM 575, y escáneres fluorescencia 
Molecular Dynamics FLUORIMAGER™ 595 (disponibles a través de Amersham Biosciences UK Limited, Little 
Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra); Sistema de secuenciación de ADN GENOMYXSC™ (disponible a través de 5 
Genomyx Corporation (Foster City, California); y secuenciador de ADN PHARMACIA ALF™ y Pharmacia 
ALFEXPRESS™ (disponible a través de Amersham Biosciences UK Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, 
Inglaterra). 

En algunas realizaciones para determinar la información de la secuencia o de la proteína, los módulos de 
determinación incluyen sistemas para análisis de proteínas y ADN. Por ejemplo, sistemas de espectrometría de masas 10 
que incluyen sistemas de desorción/ionización láser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF); sistemas de 
perfilado de matrices SELDI-TOF-MS ProteinChip, por ejemplo, máquinas con el software CIPHERGEN PROTEIN 
BIOLOGY SYSTEM II™; sistemas para analizar datos de expresión de genes (véase, por ejemplo, el documento US. 
2003/0194711); sistemas para el análisis de expresión basado en matrices, por ejemplo, sistemas de matrices HT y 
sistemas de matrices de cartucho disponibles a través de Affymetrix (Santa Clara, CA 95051) AutoLoader, COMPLETE 15 
GENECHIP® Instrument System, Fluidics Station 450, Hybridization Oven 645, QC Toolbox Software Kit, Scanner 
3000 7G, Scanner 3000 7G plus Targeted Genotyping System, Scanner 3000 7G Whole-Genome Association System, 
GENETITAN™ Instrument, GeneChip® Array Station, HT Array; un sistema automatizado de ELISA (por ejemplo, 
DSX® o DS2® de Dynax, Chantilly, VA o el ENEASYSTEM III®, TRITURUS®, THE MAGO® Plus); densitómetros (por 
ejemplo, X-Rite-508-Spectro Densitometer®, el densitómetro HYRYS™ 2); sistemas automatizados de hibridación de 20 
fluorescencia in situ (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos Nº 6.136.540); sistemas deformación de 
imágenes en gel 2D acoplados con el software de formación de imágenes 2-D; lectores de microplacas; clasificadores 
de células activadas por fluorescencia (FACS) (por ejemplo, Citómetro de flujo FACSVantage SE, Becton Dickinson); 
analizadores de radioisótopos (por ejemplo, contadores de centelleo), o una combinación de los mismos. 

En algunas realizaciones de este aspecto y en todos los otros aspectos de la presente invención, se puede usar una 25 
variedad de programas y formatos de software para almacenar la información del nivel de proteína del biomarcador 
en el dispositivo de almacenamiento. Se puede emplear cualquier número de formatos de estructuración de 
procesadores de datos (por ejemplo, archivo de texto o base de datos) para obtener o crear un medio que haya 
grabado en él la información de secuencia o información de nivel de expresión. 

La información de la expresión de ROBO2 o la información relacionada con la información de la expresión de ROBO2 30 
determinada en el módulo de determinación puede ser leída por el dispositivo de almacenamiento. Tal como se usa 
en el presente documento, el "dispositivo de almacenamiento" está destinado a incluir cualquier aparato informático o 
de procesamiento adecuado u otro dispositivo configurado o adaptado para almacenar datos o información. Los 
ejemplos de aparatos electrónicos adecuados para su uso con la presente invención incluyen aparatos informáticos 
autónomos, redes de telecomunicaciones de datos, incluidas redes de área local (LAN), redes de área amplia (WAN), 35 
sistemas de almacenamiento en la nube, Internet, Intranet y Extranet, y sistemas locales y de procesamiento por 
ordenador distribuidos. Los dispositivos de almacenamiento también incluyen, pero no se limitan a: medios de 
almacenamiento magnéticos, tales como disquetes, medios de almacenamiento en discos duros, cintas magnéticas, 
medios de almacenamiento óptico como CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento electrónico como RAM, ROM, 
EPROM, EEPROM y similares, sistemas de almacenamiento en la nube, discos duros generales e híbridos de estas 40 
categorías, tales como los medios de almacenamiento magnético/óptico. El dispositivo de almacenamiento está 
adaptado o configurado para haber grabado en él información de secuencia o información de nivel de expresión. Dicha 
información se puede proporcionar en forma digital que se puede transmitir y leer electrónicamente, por ejemplo, a 
través de Internet, a través de un sistema en la nube, en un disquete, a través de USB (bus serial universal), o a través 
de cualquier otro modo de comunicación adecuado. 45 

Como se usa en el presente documento, "información de nivel de expresión" se refiere a cualquier información de nivel 
de expresión de nucleótidos y/o aminoácidos, que incluye pero no se limita a secuencias de nucleótidos y/o 
aminoácidos de longitud completa, secuencias parciales de nucleótidos y/o aminoácidos, o secuencias mutadas. 
Además, la información "relacionada con" la información del nivel de expresión incluye la detección de la presencia o 
ausencia de una secuencia (por ejemplo, presencia o ausencia de una secuencia de aminoácidos, secuencia de 50 
nucleótidos o modificación postraduccional), determinación de la concentración de una secuencia en la muestra (por 
ejemplo, niveles de secuencia de aminoácidos, o niveles de expresión de nucleótidos (ARN o ADN), o nivel de 
modificación postraduccional), y similares. 

Como se usa en este documento, "almacenado" se refiere a un proceso para codificar información en el dispositivo de 
almacenamiento. Los expertos en la técnica pueden adoptar fácilmente cualquiera de los métodos actualmente 55 
conocidos para grabar información en medios conocidos para generar fabricantes que comprenden la información de 
secuencia o información de nivel de expresión. 

Se puede usar una variedad de programas y formatos de software para almacenar la información de secuencia o 
información de nivel de expresión en el dispositivo de almacenamiento. Se puede emplear cualquier número de 
formatos de estructuración de procesadores de datos (por ejemplo, archivo de texto o base de datos) para obtener o 60 
crear un medio que haya grabado en él la información de secuencia o información de nivel de expresión. 
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Al proporcionar información de secuencia o información de nivel de expresión en forma legible por ordenador, se puede 
usar la información de secuencia o información de nivel de expresión en forma legible en el módulo de comparación 
para comparar una secuencia específica o perfil de expresión con los datos de referencia dentro del dispositivo de 
almacenamiento. Por ejemplo, los programas de búsqueda se pueden usar para identificar fragmentos o regiones de 
las secuencias que coinciden con una secuencia particular (datos de referencia, por ejemplo, información de secuencia 5 
obtenida de una muestra de control) o la comparación directa del nivel de expresión determinado puede compararse 
con el nivel de expresión de los datos de referencia (por ejemplo, información de nivel de expresión obtenida de una 
muestra de control). La comparación realizada en forma legible por ordenador proporciona un resultado de 
comparación legible por ordenador que puede ser procesado por una variedad de medios. El contenido basado en el 
resultado de la comparación se puede recuperar del módulo de comparación para indicar una enfermedad o trastorno 10 
específico, tal como enfermedad renal crónica o proteinuria. 

En algunas realizaciones, los datos de referencia almacenados en el dispositivo de almacenamiento a leer por el 
módulo de comparación son datos de secuencia o información de expresión de ROBO2 obtenidos de una muestra 
biológica de control del mismo tipo que la muestra biológica a analizar. Alternativamente, los datos de referencia son 
una base de datos, por ejemplo, una parte de la secuencia completa del genoma de un organismo, o una familia de 15 
secuencias de proteínas, o un perfil de nivel de expresión (ARN, proteína o péptido). En algunas realizaciones, los 
datos de referencia son información de secuencia o perfiles de nivel de expresión que son indicativos de una 
enfermedad o trastorno específico, como enfermedad renal crónica o proteinuria. 

En algunas realizaciones, los datos de referencia se registran y anotan electrónica o digitalmente desde bases de 
datos que incluyen, pero no se limitan a, bases de datos de ADN y proteínas del GenBank (NCBI) tales como genoma, 20 
EST, SNPS, Traces, Celara, Ventor Reads, lecturas de Watson, HGTS, y similares; bases de datos del Instituto Suizo 
de Bioinformática, como las bases de datos ENZYME, PROSITE, SWISS-2DPAGE, Swiss-Prot y TrEMBL; el paquete 
de software Melanie o el servidor ExPASy WWW, y similares; el SWISS-MODEL, Swiss-Shop y otras herramientas 
computacionales basadas en red; la base de datos de Comprehensive Microbial Resource (disponible a través del 
Instituto de Investigación Genómica). La información resultante puede almacenarse en una base de datos relacional 25 
que puede emplearse para determinar homologías entre los datos de referencia o genes o proteínas dentro y entre 
los genomas. 

Al proporcionar los niveles de ROBO2 en forma legible en el módulo de comparación, se puede usar para comparar 
con los niveles de umbral de referencia de ROBO2 dentro del dispositivo de almacenamiento. La comparación 
realizada en forma legible por ordenador proporciona contenido legible por ordenador que puede ser procesado por 30 
una variedad de medios. 

El "módulo de comparación" puede usar una variedad de programas y formatos de software disponibles para el 
operativo de comparación para comparar la secuencia de ROBO2 o la información de nivel de expresión determinada 
en el módulo de determinación para hacer referencia a la secuencia de ROBO2 o los datos de nivel de expresión. En 
algunas realizaciones, el módulo de comparación está configurado para usar técnicas de reconocimiento de patrones 35 
para comparar la secuencia de ROBO2 o los datos de nivel de expresión de una o más entradas a uno o más patrones 
de datos de referencia. El módulo de comparación puede configurarse utilizando el software existente comercialmente 
disponible o disponible libremente para comparar patrones, y puede optimizarse para comparaciones de datos 
particulares que se realicen. El módulo de comparación proporciona información legible por ordenador relacionada 
con la información de secuencia que puede incluir, por ejemplo, detección de la presencia o ausencia de una secuencia 40 
(por ejemplo, detección de una mutación o eliminación (proteína o ADN), información sobre distintos alelos, detección 
de modificación postraduccional, u omisión o repetición de secuencias); determinación de la concentración de una 
secuencia en la muestra (por ejemplo, secuencia de aminoácidos/niveles de expresión de proteínas, o niveles de 
expresión de nucleótidos (ARN o ADN), o niveles de modificación postraduccional), o determinación de un perfil de 
expresión. 45 

En algunas realizaciones, el módulo de comparación permite la comparación de niveles de ROBO2 a partir de los 
datos de salida del módulo de determinación con datos de nivel de umbral de referencia para cada ROBO2. 

En algunas realizaciones, el módulo de comparación realiza comparaciones con espectros de espectrometría de 
masas, por ejemplo, las comparaciones de la información de la secuencia del fragmento peptídico pueden llevarse a 
cabo utilizando espectros procesados en MATLB con un texto llamado "Qcealign" (véase por ejemplo el documento 50 
WO2007/022248) y "Qpeaks" (Spectrum Square Associates, Ithaca, NY), o el software Ciphergen Peaks 2.1™. Luego, 
los espectros procesados se pueden alinear utilizando algoritmos de alineación que alinean los datos de la muestra 
con los datos de control utilizando el algoritmo de entropía mínima tomando datos corregidos de línea base (véase, 
por ejemplo, la publicación WIPO WO2007/022248). El resultado de la comparación puede procesarse adicionalmente 
calculando las proporciones. Los perfiles de expresión de proteínas pueden ser discernidos. 55 

Se puede usar cualquier software de comparación disponible, incluido, entre otros, el paquete Ciphergen Express (CE) 
y el Biomarker Patterns Software (BPS), Ciphergen Biosystems, Inc., CA, EE.UU. El análisis comparativo se puede 
realizar con el software del sistema de chip de proteínas (por ejemplo, la suite The Proteinchip para los laboratorios 
Bio-Rad). 
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El módulo de comparación, o cualquier otro módulo descrito en este documento, puede incluir un sistema operativo 
(por ejemplo, UNIX) en el que se ejecuta un sistema de administración de base de datos relacional, una aplicación de 
la World Wide Web y un servidor de World Wide Web. La aplicación de la World Wide Web incluye el código ejecutable 
necesario para generar comandos de lenguaje de base de datos (por ejemplo, comandos del Structured Query 
Language (SQL)).  5 

En general, los ejecutables incluirán comandos de SQL incorporados. Además, la aplicación World Wide Web puede 
incluir un archivo de configuración que contiene punteros y direcciones a las diversas entidades de software que 
conforman el servidor, así como a las diversas bases de datos externas e internas a las que se debe acceder para 
atender las solicitudes de los usuarios. El archivo de configuración también dirige las solicitudes de recursos del 
servidor al hardware apropiado, como puede ser necesario si el servidor se distribuye en dos o más ordenadores 10 
separados. En algunas realizaciones, el servidor World Wide Web admite un protocolo TCP/IP. Las redes locales como 
esta a veces se denominan "Intranets". Una ventaja de tales Intranets es que permiten una fácil comunicación con las 
bases de datos de dominio público que residen en la World Wide Web (por ejemplo, el sitio World Wide Web del 
GenBank o Swiss Pro). Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, los usuarios pueden acceder directamente a 
los datos (a través de enlaces de hipertexto, por ejemplo) que residen en bases de datos de Internet mediante una 15 
interfaz HTML proporcionada por navegadores web y servidores web. 

En algunas realizaciones, el módulo de comparación compara los perfiles de expresión génica. Por ejemplo, la 
detección de los perfiles de expresión génica se puede determinar utilizando el software Affymetrix Microarray Suite 
versión 5.0 (MAS 5.0) (disponible en Affymetrix, Santa Clara, California) para analizar la abundancia relativa de un gen 
o genes en función de la intensidad de la señal de los conjuntos de sondas, y los archivos de datos MAS 5.0 pueden 20 
transferirse a una base de datos y analizarse con el software Microsoft Excel y GeneSpring 6.0 (disponible a través de 
Agilent Technologies, Santa Clara, California). El algoritmo de detección del software MAS 5.0 se puede usar para 
obtener una visión general completa de cuántas transcripciones se detectan en muestras dadas y permite un análisis 
comparativo de 2 o más conjuntos de datos de microarreglos. 

En algunas realizaciones, el módulo de comparación compara los perfiles de expresión de proteínas. Se puede usar 25 
cualquier software de comparación disponible, incluido, entre otros, el paquete Ciphergen Express (CE) y Biomarker 
Patterns Software (BPS) (disponible a través de Ciphergen Biosystems, Inc., Freemont, California). El análisis 
comparativo se puede realizar con el software del sistema de chip de proteínas (por ejemplo, The Proteinchip Suite 
(disponible a través de Bio-Rad Laboratories, Hercules, California). Los algoritmos para identificar perfiles de expresión 
pueden incluir el uso de algoritmos de optimización tal como el algoritmo de varianza de la media (por ejemplo, el 30 
algoritmo de JMP Genomics disponible a través de JMP Software Cary, Carolina del Norte). 

El módulo de comparación proporciona un resultado de comparación legible por ordenador que se puede procesar en 
forma legible por ordenador según criterios predefinidos, o criterios definidos por un usuario, para proporcionar un 
contenido basado en parte en el resultado de comparación que se puede almacenar y generar según lo solicite un 
usuario utilizando un módulo de visualización. El módulo de visualización permite visualizar un contenido basado en 35 
parte en el resultado de comparación para el usuario, en el que el contenido es una señal indicativa de una enfermedad 
renal crónica o proteinuria. Dicha señal puede ser, por ejemplo, una visualización del contenido indicativo de la 
presencia o ausencia de una enfermedad renal crónica o proteinuria en un monitor de ordenador, una página impresa 
del contenido que indica la presencia o ausencia de una enfermedad renal crónica o proteinuria de una impresora, o 
un indicador luminoso o sonoro de la presencia o ausencia de una enfermedad renal crónica o proteinuria. 40 

El contenido basado en el resultado de la comparación puede incluir un perfil de expresión de una o más proteínas, o 
un perfil de expresión de uno o más genes. En algunas realizaciones, el contenido basado en el resultado de 
comparación es simplemente una señal indicativa de la presencia o ausencia de una enfermedad renal crónica o 
proteinuria basada en los niveles de proteína ROBO2. 

En algunas realizaciones, el contenido basado en el resultado de comparación se muestra en un monitor de ordenador. 45 
En una realización de la invención, el contenido basado en el resultado de comparación se muestra a través de medios 
imprimibles. En una realización de la invención, el contenido basado en el resultado de comparación se muestra como 
un indicador luminoso o sonoro. El módulo de visualización puede ser cualquier dispositivo adecuado configurado para 
recibir desde un ordenador y mostrar información legible por ordenador a un usuario. Entre los ejemplos no limitativos 
se incluyen, por ejemplo, ordenadores de propósito general como los que se basan en procesadores tipo Intel 50 
PENTIUM, ordenadores Apple y tabletas, Motorola PowerPC, Sun UltraSPARC, procesadores PA-RISC de Hewlett-
Packard, cualquiera de una variedad de procesadores disponible a través de Advanced Micro Devices (AMD) de 
Sunnyvale, California, o cualquier otro tipo de procesador, dispositivos de despliegue visual tales como tabletas, 
teléfonos inteligentes móviles, pantallas planas, tubos de rayos catódicos y similares, así como impresoras de 
ordenador de varios tipos 55 

En algunas realizaciones, se usa un navegador de World Wide Web para proporcionar una interfaz de usuario para 
mostrar el contenido basándose en el resultado de la comparación. Debe entenderse que otros módulos de la 
invención pueden adaptarse para tener una interfaz de navegador web. A través del navegador web, un usuario puede 
construir solicitudes para recuperar datos del módulo de comparación. Por lo tanto, el usuario generalmente apunta y 
hace clic en los elementos de la interfaz de usuario, como los botones, los menús desplegables, las barras de 60 
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desplazamiento y elementos similares empleados convencionalmente en las interfaces gráficas de usuario. Las 
solicitudes así formuladas con el navegador web del usuario se transmiten a una aplicación web que las formatea para 
producir una consulta que se puede emplear para extraer la información pertinente relacionada con la información de 
la secuencia, por ejemplo, visualización de una indicación de la presencia o ausencia de mutación o supresión (ADN 
o proteína); visualización de los niveles de expresión de una secuencia de aminoácidos (proteína); visualización de 5 
los niveles de expresión de nucleótidos (ARN o ADN); visualización de la expresión, SNP, o perfiles de mutación, o 
haplotipos, o visualización de información basada en ellos. En una realización, también se muestra la información de 
secuencia de los datos de la muestra de referencia. 

En algunas realizaciones, el módulo de visualización muestra el resultado de la comparación y si el resultado de la 
comparación es indicativo de una enfermedad, por ejemplo, si el perfil de expresión de ROBO2 es indicativo de 10 
enfermedad renal crónica o proteinuria. 

En algunas realizaciones, el contenido basado en el resultado de comparación que se muestra es una señal (por 
ejemplo, señal positiva o negativa) indicativa de la presencia o ausencia de una enfermedad renal crónica o proteinuria, 
por lo tanto, solo una indicación positiva o negativa puede ser mostrada. 

Por lo tanto, en este documento se proporcionan sistemas (y un medio legible por ordenador para hacer que los 15 
sistemas informáticos) realicen ensayos y métodos para determinar si un individuo tiene una enfermedad renal crónica 
o proteinuria o una predisposición, para una enfermedad renal crónica o una proteinuria con base en perfiles de 
expresión o información de secuencia. 

Los sistemas y el medio legible por ordenador, son meramente una realización ilustrativa de la invención para realizar 
ensayos y métodos para determinar si un individuo tiene una enfermedad o trastorno específico o una predisposición, 20 
para una enfermedad o trastorno específico con base en perfiles de expresión o información de secuencia, y no 
pretende limitar el alcance de la invención. Las variaciones de los sistemas, y el medio legible por ordenador, son 
posibles y se pretende que estén dentro del alcance de la invención. 

Los módulos del sistema o usados en el medio legible por ordenador, pueden asumir numerosas configuraciones. Por 
ejemplo, la función puede proporcionarse en una sola máquina o distribuirse en varias máquinas. 25 

Robo2 es una proteína de podocitos localizada en la superficie de células basales de podocitos de ratón 

Durante el desarrollo del riñón, el ARNm de Robo2 se expresa en el mesénquima metanéfrico que rodea el brote 
uretérico arborizante y luego en el extremo proximal del cuerpo en forma de S (Piper y colaboradores, 2000), la 
ubicación de los podocitos primordiales. Para investigar si Robo2 también está involucrado en la maduración de los 
podocitos, además de su papel en la inducción renal temprana, se realizó una hibridación in situ y se encontró que el 30 
ARNm de ROBO2 se expresó en la etapa de bucle capilar de glomérulos en desarrollo de embriones de ratón en el 
día embrionario 16.5 (E16.5) (Figuras 5A y 5B). La proteína Robo2 se hizo detectable por tinción de 
inmunofluorescencia en el glomérulo en desarrollo alrededor de E14.5 y alcanzó la expresión máxima en E16.5 
(Figuras 5C-5E). Aunque la expresión disminuyó después de E17.5 durante el desarrollo (Figura 5F), la expresión 
específica de Robo2 se mantuvo en glomérulos después del nacimiento y fue detectable en ratones adultos a las 5 35 
semanas de edad (Figuras 5G, 5H, 5L-5M). 

Para determinar la localización celular de Robo2 en el glomérulo en desarrollo, se realizó una inmunohistoquímica de 
doble etiqueta con marcadores específicos del tipo de célula glomerular. Se encontró que la proteína Robo2 se 
localizaba conjuntamente con nefrina (FIGS. 1A-1C) y podocina (Figuras 1D-1F), dos proteínas asociadas al diafragma 
de hendidura de podocitos. Robo2 también se expresó conjuntamente en los glomérulos con la proteína adaptadora 40 
de interacción con nefrina Nck (Figuras 1G, 1I) y con WT1, un constituyente de los núcleos de los podocitos (Figuras 
5H-5K). El etiquetado doble con anticuerpos contra nidógeno, un marcador de membrana basal (Figuras 1J-1L y 1P) 
y Pecam1, un marcador de células endoteliales (Figuras 1M-1O, 5M) mostró que Robo2 estaba localizado adyacente 
a la superficie externa de la membrana basal glomerular y ausente en las células endoteliales. La microscopía confocal 
de alta resolución demostró además que Robo2 subcelular era más abundante en la superficie basal de los podocitos 45 
(Figura 1Q). La microscopía electrónica de inmuno-oro de riñones de ratón postnatales con un anticuerpo contra el 
dominio citoplasmático estableció que Robo2 estaba localizado en procesos base de podocitos cerca de la cara 
citoplasmática de los diafragmas de hendidura (Figura 1R). Estos resultados demuestran que Robo2 es una proteína 
de los podocitos y su localización subcelular basal en los procesos base indica que desempeña un papel en la 
regulación de la estructura del proceso del pie del podocito. 50 

El dominio intracelular Robo2 interactúa directamente con los dominios SH3 de la proteína adaptadora Nck 

La unión del dominio extracelular de nefrina conduce a la fosforilación de tirosina de su dominio intracelular por Src 
quinasas y el reclutamiento del dominio SH2 de la proteína adaptadora Nck, que a su vez induce la polimerización de 
la actina (Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006). Nck tiene un dominio SH2 en el extremo 
terminal C y tres dominios SH3 cerca del extremo terminal N. La polimerización de la actina está mediada por los 55 
dominios SH3 de Nck (Rivera y colaboradores, 2004), que pueden reclutar varios reguladores del citoesqueleto que 
incluyen N-WASP y Pak (Jones y colaboradores, 2006). Estudios previos han demostrado que los dominios SH3 del 
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Dreadlock (Dock) homólogo de Nck de Drosophila también interactúa directamente con el dominio intracelular de Robo 
para inhibir la polimerización de actina (Fan y colaboradores, 2003; Yang y Bashaw, 2006). 

Se probó si Nck de mamífero también puede interactuar directamente con Robo2 en el podocito para regular el 
citoesqueleto de F-actina. Para responder a esta pregunta, se utilizó un ensayo doble híbrido de levadura para 
examinar si Robo2 interactuó con Nck. Dado que dos Nck de mamífero (es decir, Nckl, Nck2) comparten una estructura 5 
y función similares en el desarrollo del riñón (Jones y colaboradores, 2006), se usó Nckl en este estudio y se observó 
que el dominio intracelular de Robo2 interactuaba directamente con Nckl (Figuras 2A-2C). El mapeo del sitio de unión 
en Robo2 para Nckl mostró que la secuencia del aminoácido 1085 a 1301, que contiene 4 motivos ricos en prolina, 
fue crucial para la interacción (Figuras 2A y 2C). La ausencia de esta región rica en prolina impidió su interacción con 
Nckl (Figura 2A). El mapeo del sitio de unión en Nckl para Robo2 mostró que los dos primeros dominios SH3 eran 10 
necesarios para su interacción con Robo2 porque la eliminación de uno de los dos o ambos anulaba la interacción 
(Figura 2B). Por lo tanto, la interacción de Robo2 y Nckl estaba mediada por dos dominios de proteínas bien 
caracterizados, los dominios SH3 y los motivos ricos en prolina (Figura 2C). CD2AP, otra proteína adaptadora de 
podocitos, también tiene tres dominios SH3 en su extremo terminal N (Shih y colaboradores, 2001), pero no se detectó 
ninguna interacción entre CD2AP y Robo2 ni en los ensayos de doble híbrido de levadura o de precipitación conjunta. 15 
Estas observaciones indican que la unión entre Robo2 y Nckl en el podocito es una interacción específica. 

Robo2 de longitud completa forma un complejo con nefrina a través de Nck 

Se confirmó la interacción entre Robo2 y Nck mediante ensayos de extracción y precipitación conjunta. Robo2 humano 
de longitud completa etiquetado con His y myc (His-myc-Robo2) o Robo2 humano etiquetado con His y myc con una 
eliminación del dominio de unión a Nckl (His-myc-Robo2-ΔNBD) se expresaron en células HEK. Las células HEK 20 
transfectadas se estimularon con medio condicionado con Slit2 (preparado a partir de células transfectadas de manera 
estable con Slit2) para activar Robo2 y aumentar la unión de Nck (Fan y colaboradores, 2003). Nck fue extraído con 
His-myc-Robo2 de los lisados de células HEK usando perlas de Ni-NTA pero no con His-myc-Robo2-ΔNBD (Figura 
2D). Dado que el dominio SH2 de Nck interactúa con las fosfotirosinas en el dominio citoplasmático de nefrina (NCD) 
(Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006), se examinó si Robo2 formaba un complejo con nefrina 25 
a través de Nck utilizando un ensayo de precipitación conjunta. Para establecer una prueba de principio, se expresaron 
conjuntamente Robo2 y nefrina en células HEK con Fyn quinasa para aumentar la fosforilación de nefrina (Verma y 
colaboradores, 2006). La extracción de His-myc-Robo2 de los lisados de células HEK con perlas de Ni-NTA precipitó 
conjuntamente Nck y nefrina cuando se expresó Fyn (Figura 2E). En el orden inverso, la extracción de His-myc-nefrina 
precipitó conjuntamente Nck y Robo2 cuando se expresó Fyn quinasa (Figura 2F). Además, los precipitados 30 
preparados con el anticuerpo anti-Nck contenían tanto Robo2 como nefrina cuando se sobreexpresó Fyn (Figura 6A). 
Estos datos indican que nefrina, Nck y Robo2 forman un complejo in vitro. Para validar estos hallazgos in vivo, se 
inmunoprecipitó Robo2 de lisados de riñón de ratones recién nacidos y se encontró que Nck y nefrina se precipitaron 
conjuntamente (Figura 2G). Por el contrario, los precipitados preparados con el anticuerpo anti-nefrina también 
contenían Nck y Robo2 (Figura 2H). Dado que la nefrina se expresa de forma única en los podocitos, y que Nck y 35 
Robo2 también se localizan en estas células en el riñón, estos resultados indican que la nefrina, Nck y Robo2 son 
capaces de formar un complejo en los podocitos. 

Para determinar el papel de Slit2 en la formación del complejo de proteínas Robo2-Nck-nefrina, His-myc-Robo2, 
nefrina y Fyn se expresaron conjuntamente en células HEK que se estimularon con medio condicionado con Slit2 o 
medio condicionado de control sin Slit2 antes de la precipitación conjunta (Figura 2I). Se observó que la estimulación 40 
con Slit2 aumentaba la unión de Robo2 a Nck y la formación de complejos con nefrina. Ambas relaciones de Nckl 
frente a Robo2 y nefrina frente a Robo2 aumentaron después de la estimulación con Slit2 (Figura 2J). De acuerdo con 
este hallazgo, se observó que Slit2 se expresó fuertemente en glomérulos de ratones recién nacidos (Figuras 6B, 6C). 

La señalización de Slit2-Robo2 inhibe la polimerización de actina inducida por nefrina 

Dado que Slit une a Robo para reclutar Dock y srGAP para inhibir la polimerización de actina (Fan y colaboradores, 45 
2003), se quiso probar si Robo2 también recluta a Nck para inhibir la polimerización de actina en células de mamíferos, 
un papel opuesto a la nefrina que promueve la polimerización de actina. Para abordar esta cuestión, se estudió la 
polimerización de la actina mediante el análisis de colas de F-actina en células que expresan la proteína quimérica 
CD16/7-NCD como se describió anteriormente (Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006). Este 
modelo utiliza los dominios extracelular y transmembrana de los receptores Fc de inmunoglobulina humana CD16 y 50 
CD7 fusionados al dominio citoplasmático de nefrina (NCD). CD16/7-HA, en el que NCD se reemplazó por una etiqueta 
HA, se usó como control negativo. Estas proteínas quiméricas se expresaron conjuntamente con Robo2 en células 
HEK y se agruparon mediante tratamiento con anticuerpo anti-CD16 y un anticuerpo secundario conjugado con 
rodamina. Primero se examinó si la agrupación del dominio citoplasmático de nefrina podría reclutar a Robo2. Se 
observó que la unión de CD16/7-NCD llevó a Robo2 a las agrupaciones, ya que la mayoría de Robo2 se localizó 55 
conjuntamente con las agrupaciones de CD16/7-NCD (Figuras 6D-6F). Sin embargo, no se observó localización 
conjunta de Robo2 con el control CD16/7-HA (Figura 6D') ni con el constructo Robo2-ΔNBD (Figura 6E'), en el que se 
eliminó el dominio de unión a Nck de Robo2 (NBD). Curiosamente, en ausencia de Slit2, la localización conjunta de 
CD16/7-NCD y Robo2 se redujo significativamente (Figura 6F'). Estos datos proporcionan evidencia adicional de que 
el dominio citoplasmático de nefrina es capaz de formar complejos con el dominio intracelular de Robo2 en presencia 60 
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de Slit2 y valida el modelo para determinar si la formación de un complejo Robo2-Nck-nefrina afecta la polimerización 
de la actina. 

Las células HEK que expresan CD16/7-NCD y Robo2 se estimularon con Slit2 o medio condicionado de control sin 
Slit2 mientras se agrupaban por el anticuerpo anti-CD16. La polimerización de actina se evaluó cuantificando el 
número de células HEK con colas de F-actina visibles (Rivera y colaboradores, 2004). Se observó que 5 
aproximadamente el 80% de las células agrupadas CD16/7-NCD formaban colas de F-actina que podrían revelarse 
mediante la tinción con faloidina como se informó anteriormente (Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 
2006). Sin embargo, tras la estimulación con Slit2, el número de células con colas de F-actina se redujo 
significativamente a aproximadamente el 40% (Figuras 3A y 3C). Solo se observó que unas pocas células contenían 
colas de F-actina más cortas cuando las proteínas CD16/7-HA de control estaban agrupadas (Figuras 3B y 3C). Para 10 
investigar más a fondo si esta inhibición de la polimerización de actina requería Nck, se repitió este ensayo utilizando 
Robo2 sin dominio de unión a Nck (Robo2-ΔNBD) para determinar si el bloqueo de la unión de Nck a Robo2 evitaría 
la inhibición de Slit2-Robo2 en la polimerización de actina inducida por nefrina. CD16/7-NCD se expresó 
conjuntamente con Robo2 de longitud completa (Figura 7A) o Robo2-ΔNBD (Figura 7B) en células HEK. Se observó 
que la eliminación del dominio de unión de Nck en Robo2 comprometió significativamente la inhibición de Slit2-Robo2 15 
en la polimerización de actina inducida por nefrina (Figura 7C). 

El estudio anterior ha demostrado que la nefrina está relacionada con el citoesqueleto de F-actina (Yuan y 
colaboradores, 2002). Para determinar si la señalización de Slit2-Robo2 podría inhibir la F-actina asociada a la nefrina, 
se inmunoprecipitaron CD16/7-NCD y CD16/7-HA con anticuerpo anti-CD16 y se examinó la cantidad de F-actina en 
los precipitados por transferencia Western. Se observó que la abundancia de F-actina asociada con nefrina se redujo 20 
significativamente con la estimulación con Slit2 (Figuras 3D y 3E). Al contrario, el ensayo de inmunoprecipitación in 
vivo mostró que la F-actina asociada con nefrina inmunoprecipitada por un anticuerpo anti-nefrina de riñones de 
ratones nulos recién nacidos de Robo2 aumentó significativamente en comparación con la de los riñones de ratón 
heterocigotos de tipo silvestre o Robo2 (Figuras 3F y 3G). En conjunto, estos resultados indican que la señalización 
de Slit2-Robo2 inhibe la polimerización de actina inducida por nefrina. 25 

La pérdida de Robo2 en podocitos causa alteración en la estructura del proceso del pie en ratones 

Nosotros y otros hemos demostrado previamente que casi todos los ratones nulos homocigotos para Robo2 con 
antecedentes genéticos mixtos mueren poco después del nacimiento debido a un fenotipo CAKUT severo 
(Grieshammer y colaboradores, 2004; Lu y colaboradores, 2007; Wang y colaboradores, 2011). Después de criar 
ratones con un alelo mutante Robo2del5 durante cinco generaciones en un antecedente genético C57BL/6, el 30 
apareamiento de padres heterocigotos Robo2del5/+ reveló tres ratones nulos homocigotos para Robo2del5/del5 que 
sobrevivieron hasta 3 semanas (entre un total de 160 ratones analizados al destete). Para determinar si se requirió 
Robo2 para la formación del proceso del pie de podocitos durante el desarrollo, se examinó la ultra estructura de los 
glomérulos en ratones nulos Robo2 al nacimiento y 3 semanas de edad. Aunque el cuerpo del podocito, los procesos 
base y el diafragma de hendidura se formaron al nacer, la microscopía electrónica de transmisión mostró un 35 
desplazamiento del proceso del pie focal en ratones nulos homocigotos para Robo2del5/del5 recién nacidos (Figuras 8A-
8F). Mediante microscopía electrónica de barrido, se observaron procesos base interdigitales irregulares en ratones 
nulos homocigotos para Robo2 del5/del5 al nacer y 3 semanas de edad (Figuras 4A-4H). Estos hallazgos indican que se 
requiere Robo2 para el modelado normal del proceso del pie de podocitos durante el desarrollo del riñón. 

Para examinar el papel de Robo2 en el mantenimiento de la estructura del proceso del pie en glomérulos maduros, se 40 
generaron ratones con desactivación de Robo2 específicos de podocitos mediante el cruce condicional de ratones 
Robo2flox/flox con ratones heterocigóticos Robo2del5/+;TgNphs2-Cre/+ que portan un transgén podocina-cre. Se analizaron 
20 ratones mutantes Robo2 específicos de podocitos con el genotipo Robo2del5/flox;TgNphs2-Cre/+ y 20 ratones de la 
camada hasta de un año de edad. Los ratones con desactivación de Robo2 específicos de podocitos fueron viables y 
fértiles. Sin embargo, mostraron procesos base de podocitos inusualmente amplios y un desplazamiento del proceso 45 
del pie segmentario focal en un mes (Figuras 4I-4M). A las 6 semanas de edad, los ratones mutantes desarrollaron 
una microalbuminuria significativa, que se detectó mediante análisis ELISA y transferencia Western (Figuras 4N y 4O). 
Además, la microscopía electrónica de barrido reveló defectos en el modelado del proceso del pie en ratones con 
desactivación de Robo2 específica de podocitos. En lugar de procesos base secundarios interdigitantes tipo cremallera 
ordenada en ratones de tipo silvestre con desactivación de Robo2 específica de podocitos mostraron un modelado de 50 
interdigitación del proceso base irregular y desorganizado al mes (Figuras 8G-8J). Estos defectos se hicieron más 
evidentes con el tiempo. A los siete meses de edad, se observaron procesos base abiertamente desorganizados, más 
cortos y serpenteantes en ratones con desactivación de Robo2 específica de podocitos (Figuras 8K-8N), que eran 
similares al fenotipo de ratones nulos para Robo2 de tres semanas de edad. Aunque los ratones con desactivación de 
Robo2 específica de podocitos mostraron un número normal de podocitos, la deposición de la matriz aumentó 55 
significativamente en los glomérulos (Figuras 8O-8T, Tablas 1 y 2). Estos cambios morfológicos indican que Robo2 
desempeña un papel en la regulación y el mantenimiento de la estructura del proceso del pie del podocito glomerular. 

La pérdida de Robo2 alivia el defecto estructural de los podocitos en ratones nulos para nefrina 

Los ratones homocigotos con nefrina desarrollan un fenotipo característico con dilatación del espacio de Bowman, 
procesos base anormalmente amplios, ausencia de diafragmas de hendidura glomerular y proteinuria significativa 60 
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(Done y colaboradores, 2008; Hamano y colaboradores, 2002). Dado que Robo2 formó un complejo con nefrina, y la 
señalización de Slit2-Robo2 inhibió la polimerización de actina inducida por nefrina, nos preguntamos si la pérdida de 
Robo2 modificaría el fenotipo de podocitos en ratones con nefrina nula. Para probar esta hipótesis de una posible 
interacción genética entre Robo2 y nefrina, se generaron tanto ratones con desactivación de Robo2-/-;Nphs1-/- de línea 
germinal como con desactivación de Robo2-nefrina doble Robo2flox/flox;TgNphs2-Cre/+;Nphs1-/- específica de podocitos. Al 5 
igual que los ratones homocigotos sencillos Nphs1-/-, ambos ratones con desactivación doble Robo2-/-;Nphs1-/- (4/4, 
100%) y Robo2flox/flox;TgNphs2-Cre/+;Nphs1-/- (3/3, 100%) murieron dentro de las 10 horas posteriores al nacimiento. El 
análisis histológico, sin embargo, reveló que la morfología de los glomérulos en los ratones homocigotos dobles para 
Robo2-/-;Nphs1-/- aparecía relativamente normal en comparación con el fenotipo en ratones homocigotos para nefrina 
simple Nphs1-/-, que tenían un espacio de Bowman dilatado (Figuras 8U-8X). El número de glomérulos con el espacio 10 
de Bowman dilatado se redujo significativamente en ratones homocigotos dobles para Robo2-/-;Nphs1-/- (2/55, 3,6%) 
comparados con ratones nulos solo para nefrina (31/122, 25,4%) (Figuras 8Y y Tabla 3). Además, el análisis de la 
ultraestructura glomerular mediante microscopía electrónica de barrido mostró que la estructura del proceso del pie 
de podocitos interdigitante se observó en solo 1 (6,67%) de los 15 glomérulos de ratones homocigotos solo para 
nefrina (Figuras 4P y 4Q) en comparación con 100% en homocigotos sencillos Robo2-/- (Figuras 4T y 4U) y controles 15 
de tipo silvestre (Figura 4V y 4W). Sorprendentemente, el patrón interdigitación de los procesos base de podocitos se 
restauró en 12 (75%) de los 16 glomérulos de riñones de ratones recién nacidos homocigotos dobles para Robo2-/-

;Nphs1-/- (Figuras 4R y 4S, Tabla 4) lo que indica que una pérdida concomitante de Robo2 y nefrina alivió el fenotipo 
estructural del proceso del pie de podocitos en estos ratones. Estos hallazgos indican que las interacciones físicas 
Robo2-Nck-nefrina descritas anteriormente tienen un efecto sustancial en la morfología del proceso del pie del 20 
podocito in vivo cuando los niveles de expresión de Robo2 y nefrina están alterados genéticamente. 

Los podocitos exhiben un grado notable de plasticidad. Durante el desarrollo, se diferencian de simples células 
epiteliales cuboidales en células elaboradas que contienen procesos que reconocemos como podocitos maduros 
(Reeves y colaboradores, 1978). Esta plasticidad se conserva después de la maduración. Se ve más gráficamente 
como el desplazamiento reversible del proceso del pie después de la neutralización de la carga superficial experimental 25 
con sulfato de protamina y la restauración con heparina (Seiler y colaboradores, 1975) y durante la recaída y remisión 
de proteinuria en niños con enfermedad de cambio mínimo (Nachman y colaboradores, 2008). Los cambios más sutiles 
en los procesos del pie probablemente se producen en condiciones fisiológicas en respuesta a señales positivas y 
negativas en forma de estímulos hemodinámicos, hormonales o paracrinos. Dada la abundancia de F-actina en los 
procesos del pie, es probable que, sin desear estar ligados o limitados por la teoría, tales estímulos provoquen esos 30 
cambios sutiles en respuesta a señales positivas y negativas transducidas al citoesqueleto de F-actina. Unas señales 
positivas demasiado desequilibradas pueden conducir a un fenotipo de enfermedad. De hecho, aunque todavía no se 
ha identificado un ligando fisiológico, está claro que la agrupación y la fosforilación de la nefrina inducen la 
polimerización de la actina mediante el reclutamiento de Nck, un mecanismo que puede estar involucrado en la 
proteinuria inducida en ratas por un anticuerpo monoclonal nefritogénico al dominio extracelular de nefrina (Topham y 35 
colaboradores, 1999) y en casos de síndrome nefrótico congénito que desarrollan aloanticuerpos anti-nefrina después 
del trasplante renal (Patrakka y colaboradores, 2002). 

Nuestros estudios descritos en este documento revelan otro nivel de regulación negativa de la polimerización de la 
actina de podocitos en la que Robo2, cuando está unido por Slit, inhibe la polimerización de la actina inducida por 
nefrina. Se propone, sin desear estar ligados o limitados por la teoría, que la señalización Slit-Robo2 puede inhibir la 40 
polimerización de actina inducida por nefrina para mantener la estructura normal del proceso del pie de podocitos de 
la siguiente manera: en condiciones fisiológicas (por ejemplo, durante el desarrollo del proceso del pie), la unión de la 
nefrina conduce a fosforilación de la Y1191/1208/1232 intracelular a la que se une el dominio SH2 de Nck (Jones y 
colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006). Nck, a su vez, recluta reguladores del citoesqueleto tales como 
N-WASP a través de sus dominios SH3 para promover la polimerización de actina para la extensión o propagación del 45 
proceso del pie del podocito (Figura 8Z). La secreción local y la unión de Slit aumentan la interacción de Robo2 con 
Nck a través de su región rica en prolina y los dos primeros dominios SH3 de Nck. El secuestro de los dos primeros 
dominios SH3 de Nck por Robo2 inhibiría la polimerización de la actina mediada por nefrina-Nck y disminuiría la F-
actina asociada con la nefrina para mantener un citoesqueleto de F-actina dinámico y equilibrado y la estructura normal 
del proceso del pie de podocitos (Figura 8Z). Además de la inhibición directa de la polimerización de actina inducida 50 
por nefrina a través de Nck, la señalización Slit-Robo2 puede inactivar la polimerización de actina a través de otras 
vías, como el reclutamiento de Ena, Abl, srGAP para regular negativamente el citoesqueleto de F-actina como se 
informó anteriormente (Bashaw y colaboradores, 2000 ; Wong y colaboradores, 2001). En ausencia de señalización 
Slit2-Robo2 (por ejemplo, cuando Robo2 se elimina), se pierden los efectos inhibidores de Robo2 sobre la 
polimerización inducida por nefrina. Los dominios SH3 de Nck son capaces de interactuar con los reguladores del 55 
citoesqueleto secuencia abajo para aumentar la polimerización de la actina (Figura 8Z), lo que puede explicar la 
estructura alterada del proceso del pie del podocito identificada en los ratones mutantes Robo2. Nuestros resultados 
descritos en el presente documento apoyan por lo tanto un mecanismo por el cual la señalización Slit-Robo puede 
regular la plasticidad de los podocitos regulando negativamente el citoesqueleto de F-actina, que es similar al papel 
de la señalización Slit-Robo en el rastreo de conos de crecimiento de axones (Guan y Rao, 2003). El hallazgo 60 
patológico de una mayor deposición de matriz en los glomérulos del ratón mutante Robo2 probablemente representa 
una respuesta secundaria. 
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Aunque está claro a partir de nuestros estudios descritos en este documento que Robo2 se localiza en la superficie 
basal de los podocitos y forma un complejo con otras proteínas de diafragma de hendidura en el proceso del pie 
establecido a través de su dominio intracelular, sigue siendo incierto si realmente forma parte del diafragma mismo de 
hendidura. Curiosamente, el dominio extracelular de Robo2 se parece al de la nefrina, que tiene ocho motivos de tipo 
inmunoglobulina (Ig) y un dominio de fibronectina, mientras que Robo2 tiene cinco motivos de tipo Ig y tres dominios 5 
de fibronectina (Figura 8Z) (Tryggvason y colaboradores, 2006). Se ha probado la interacción entre el dominio 
intracelular de Robo2 y el dominio citoplasmático de la nefrina en el ensayo doble híbrido de levadura. Los datos 
bioquímicos (Figuras 2E y 2F) tampoco apoyaron una interacción directa entre estos dos receptores in vitro. Sin 
embargo, es posible que el dominio extracelular de Robo2 pueda asociarse con el dominio extracelular de nefrina in 
vivo en las membranas celulares de procesos de pie adyacentes a través de una interacción trans en el diafragma de 10 
hendidura. 

Se encontró que los ratones con desactivación específica del podocito y nulos homocigotos Robo2 desarrollaron un 
patrón de interdigitación del proceso del pie alterado, un fenotipo que es diferente de aquel de los ratones nulos para 
nefrina (Hamano y colaboradores, 2002; Done, 2008). Esto no es sorprendente ya que la nefrina y Robo2 desempeñan 
papeles opuestos en la regulación del citoesqueleto de F-actina de podocitos. Mientras que la señalización de nefrina 15 
induce la polimerización localizada de actina, la señalización Slit2-Robo2 actúa como un regulador negativo en la 
polimerización de actina para mantener la plasticidad y dinámica del proceso del pie del podocito. Cabe destacar que 
se observa un defecto similar en la organización del proceso del pie en ratones en los que se elimina el factor de 
despolimerización de la actina Cofilin-1, otro regulador negativo del citoesqueleto de F-actina en los podocitos (Garg 
y colaboradores, 2010). Esto indica que la ausencia de un factor promotor de la polimerización de la actina, como la 20 
señalización de nefrina o un factor inhibidor, como la señalización de Robo2, afectará la estructura normal de los 
podocitos. Por lo tanto, el equilibrio entre los reguladores del citoesqueleto de F-actina positivos y negativos en los 
podocitos es importante para mantener la estructura normal del proceso del pie. Recuperar este equilibrio al eliminar 
tanto las señales positivas (nefrina) como las señales negativas (Robo2) puede explicar la restauración de la 
interdigitación del proceso del pie de podocitos y el fenotipo glomerular más leve en los ratones con desactivación 25 
doble de Robo2-nefrina. Nuestros estudios descritos en el presente documento demuestran las funciones duales de 
la nefrina como un componente esencial del diafragma de hendidura para controlar la permoselectividad glomerular 
por un lado (Tryggvason y colaboradores, 2006) y como regulador de la morfología del proceso del pie a través de su 
interacción con el citoesqueleto de actina (Jones y colaboradores, 2006; Verma y colaboradores, 2006) por el otro 
lado. Mientras que la señalización de Robo2 contrarresta claramente los efectos de señalización positivos de la nefrina 30 
en los procesos del pie, queda por determinar si también influye en la integridad del diafragma de hendidura. 

Por consiguiente, como se describe en este documento, se ha identificado Robo2 como un nuevo componente de la 
unión intercelular de podocitos en el riñón. Se han demostrado interacciones entre Robo2 y nefrina mediante técnicas 
bioquímicas, funcionales y genéticas, y se ha demostrado que la señalización Slit2-Robo2 inhibe la dinámica de actina 
inducida por nefrina. Estos resultados indican que la señalización de Robo2 actúa como un regulador negativo en la 35 
nefrina para modular la arquitectura del proceso del pie de podocitos. Este estudio amplía nuestra comprensión del 
papel de la señalización Slit-Robo e identifica un nuevo mecanismo de interferencia mediante el cual el receptor de 
señal de guía Robo podría influir en la dinámica del citoesqueleto de F-actina. 

A menos que se defina de otra manera en el presente documento, los términos científicos y técnicos utilizados en 
relación con la presente solicitud tendrán los significados que comúnmente entienden los expertos en la técnica a los 40 
que pertenece esta divulgación. Debe entenderse que esta invención no está limitada a la metodología, protocolos y 
reactivos particulares, etc., descritos en este documento y como tales pueden variar. La terminología utilizada en este 
documento tiene el propósito de describir solo realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente 
invención, que se define únicamente por las reivindicaciones. Las definiciones de términos comunes en inmunología 
y biología molecular se pueden encontrar en The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 18a Edición, publicado por 45 
Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-18-2); Robert S. Porter et al. (eds.), The Encyclopedia of 
Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), 
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicada por VCH Publishers, Inc., 1995 
(ISBN 1-56081-569-8); Immunology por Werner Luttmann, publicada por Elsevier, 2006. Las definiciones de términos 
comunes en biología molecular se encuentran en Benjamin Lewin, Genes IX, publicado por Jones & Bartlett Publishing, 50 
2007 (ISBN-13: 9780763740634); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por 
Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Maniatis et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., EE.UU. (1982); Sambrook et al., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 
EE.UU. (1989); Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier Science Publishing, Inc., New York, EE.UU. 55 
(1986); o Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S. L. Berger y A. R. Kimmerl Eds., 
Academic Press Inc., San Diego, EE.UU. (1987); Current Protocols in Molecular Biology (CPMB) (Fred M. Ausubel, et 
al., ed., John Wiley y Sons, Inc.), Current Protocols in Protein Science (CPPS) (John E. Coligan, et. al., ed., John Wiley 
and Sons, Inc.) y Current Protocols in Immunology (CPI) (John E. Coligan, et. al., ed. John Wiley and Sons, Inc.).  

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" significa que otros elementos también pueden 60 
estar presentes además de los elementos definidos presentados. El uso de "que comprende" indica inclusión en lugar 
de limitación. 
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Como se usa en el presente documento, el término "que consiste esencialmente en" se refiere a los elementos 
requeridos para una realización dada. El término permite la presencia de elementos adicionales que no afectan 
materialmente las características básicas y novedosas o funcionales de esa realización de la invención. 

El término "que consiste en" se refiere a composiciones, métodos y componentes respectivos de los mismos como se 
describe en el presente documento, que son exclusivos de cualquier elemento no mencionado en esa descripción de 5 
la realización. 

Además, a menos que el contexto lo requiera, los términos en singular incluirán los plurales y los términos en plural 
incluirán el singular. Tal como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas 
singulares "un", "uno, una" y "el, la" incluyen referencias al plural a menos que el contexto indique claramente lo 
contrario. Por lo tanto, por ejemplo, las referencias a "el método" incluyen uno o más métodos, y/o etapas del tipo 10 
descrito en el presente documento y/o que serán evidentes para los expertos en la materia al leer esta descripción y 
así sucesivamente. 

Aparte de en los ejemplos operativos, o cuando se indique lo contrario, todos los números que expresan cantidades 
de ingredientes o condiciones de reacción utilizadas en este documento deben entenderse como modificados en todos 
los casos por el término "aproximadamente". El término "aproximadamente" cuando se usa en relación con porcentajes 15 
puede significar ± 1%. 

Debe entenderse que esta invención no se limita a la metodología, protocolos y reactivos particulares, etc., descritos 
en este documento y como tales pueden variar. La terminología utilizada en este documento tiene el propósito de 
describir solo realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente invención, que se define 
únicamente por las reivindicaciones. 20 

Las realizaciones de los diversos aspectos descritos en el presente documento pueden ilustrarse mediante los 
siguientes párrafos numerados: 

2. Un método para el tratamiento de la enfermedad renal crónica en un sujeto que lo necesite, que comprende 
administrar a un sujeto que tiene o está en riesgo de padecer una enfermedad renal crónica una cantidad 
terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un inhibidor de ROBO2. 25 

3. Un método para la reducción de la proteinuria en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar a un sujeto 
que tiene o tiene riesgo de proteinuria una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un 
inhibidor de ROBO2. 

4. El método de cualquiera de los párrafos 1 o 2, en el que el inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo bloqueante o un 
fragmento de unión a antígeno del mismo específico para ROBO2, una molécula antisentido específica para ROBO2, 30 
un ARN de interferencia corto (ARNic) específico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequeña de ROBO2, un 
polipéptido inhibidor de ROBO2 o un análogo estructural de ROBO2. 

5. El método de cualquiera de los párrafos 1-3, en el que el inhibidor de ROBO2 bloquea o reduce la unión de ROBO2 
a SLIT, a Nck, o a ambos. 

6. El método de cualquiera de los párrafos 1-4, en el que el inhibidor de ROBO2 es específico para el dominio de unión 35 
a SLIT de Ig1, los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2, el dominio de unión intracelular a Nck, o cualquier 
combinación de los mismos. 

7. El método del párrafo 3, en el que el polipéptido inhibidor de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa 
dominante, un polipéptido que comprende un dominio extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un 
polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 sin el dominio extracelular. 40 

8. El método de cualquiera de los párrafos 1-6, en el que el sujeto que tiene o está en riesgo de padecer una 
enfermedad renal crónica tiene nefropatía diabética o presión arterial alta. 

9. El método de cualquiera de los párrafos 1-7, que además comprende administrar al sujeto un agente terapéutico 
adicional. 

10. El método del párrafo 8, en el que el agente terapéutico adicional es un inhibidor de la enzima convertidora de 45 
angiotensina (ACE) o un bloqueador del receptor de angiotensina II (ARB). 

11. Un método que comprende: 

a. ensayar una muestra de prueba biológica de un sujeto para determinar un nivel de expresión de polipéptido ROBO2 
o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2; 

b. determinar si el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido 50 
ROBO2 en la muestra biológica de prueba está por encima de un nivel de umbral de referencia; y 
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c. diagnosticar al sujeto como necesitado de tratamiento o terapia para la enfermedad renal crónica. 

12. El método del párrafo 10, en el que el ensayo del nivel de expresión del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando 
un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

13. El método del párrafo 10, en el que el ensayo del nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 
se realiza mediante PCR o un ensayo de hibridación. 5 

14. El método de cualquiera de los párrafos 10-12, en donde la muestra biológica de prueba es una biopsia de riñón, 
orina, sangre, muestra de suero o células sedimentadas de una muestra de orina. 

15. El método de cualquiera de los párrafos 10-13, en el que el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 es al menos 20% superior al nivel de umbral de referencia. 

16. El método de cualquiera de los párrafos 10-13, en el que el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 10 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 es al menos dos desviaciones estándar por encima del nivel 
de umbral de referencia. 

17. Un ensayo que comprende: 

a. poner en contacto una muestra de prueba biológica aislada de un sujeto con un reactivo que detecta el polipéptido 
ROBO2 o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2; y 15 

b. medir el nivel de polipéptido ROBO2 o un ARN que codifica un polipéptido ROBO2, 

c. en el que un mayor nivel de dicho polipéptido ROBO2 o dicho ARN que codifica un polipéptido ROBO2, en relación 
con una muestra biológica normal, identifica a un sujeto que tiene enfermedad renal crónica y/o progresión de 
enfermedad renal crónica o proteinuria. 

18. El ensayo del párrafo 16, en el que la detección del nivel de expresión del polipéptido ROBO2 se realiza utilizando 20 
un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo específico para el polipéptido ROBO2. 

19. El ensayo del párrafo 16, en el que la detección del nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 
se realiza mediante PCR o un ensayo de hibridación. 

20. El ensayo de uno cualquiera de los párrafos 16-18, en el que la muestra biológica de prueba es una biopsia de 
riñón, orina, sangre, muestra de suero o células sedimentadas de una muestra de orina. 25 

21. El ensayo de uno cualquiera de los párrafos 16-19, en el que el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 
nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 está al menos un 20% por encima del nivel de umbral 
de referencia. 

22. El ensayo de uno cualquiera de los párrafos 16-19, en el que el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el 
nivel de expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 es al menos dos desviaciones estándar por encima 30 
del nivel de umbral de referencia. 

23. El ensayo de cualquiera de los párrafos 16-21, en el que el sujeto ha sido diagnosticado con diabetes o presión 
arterial alta. 

24. Un sistema para determinar si un sujeto está en riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, o tiene 
enfermedad renal crónica que comprende: 35 

a. un módulo de medición configurado para determinar el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 en una muestra biológica obtenida de un sujeto; 

b. un módulo de comparación configurado para recibir dicho nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de 
expresión del ARN que codifica un polipéptido ROBO2 determinado por el módulo de medición y realizar al menos un 
análisis para determinar si el nivel de expresión del polipéptido ROBO2 o el nivel de expresión del ARN que codifica 40 
un polipéptido ROBO2 es mayor que un nivel o proporción de referencia predeterminado, y para proporcionar un 
contenido recuperado; y 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido basado en la salida de datos de dicho módulo de 
comparación, en el que el contenido comprende una señal indicativa de que el nivel de expresión o proporción de 
polipéptido ROBO2 o ARN es mayor que el nivel o proporción de referencia predeterminado, o una señal indicativa 45 
que el nivel o la relación de expresión de ROBO2 no sea mayor que el nivel de referencia o la relación predeterminada. 

25. El sistema del párrafo 23, en el que el contenido que se muestra en dicho módulo de visualización comprende 
además una señal indicativa del sujeto recomendado para recibir un régimen de tratamiento particular. 
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26. Un sistema para determinar si un sujeto tiene riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, o tiene enfermedad 
renal crónica que comprende: 

a. un módulo de determinación configurado para recibir al menos una muestra de prueba obtenida de un sujeto y 
realizar al menos un análisis en dicha al menos una muestra de prueba para determinar la presencia o ausencia de 
cualquiera de las siguientes condiciones: 5 

i. una relación de expresión de ROBO2 mayor que una relación predeterminada, o 

ii. un nivel de expresión de ROBO2 mayor que un nivel predeterminado 

b. un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar la salida de datos de dicho módulo de determinación; 
y 

c. un módulo de visualización para mostrar un contenido basado en la salida de datos de dicho módulo de 10 
determinación, en el que el contenido comprende una señal indicativa de que la relación de expresión de ROBO2 es 
mayor que la relación predeterminada o el nivel de ROBO2 mayor que un nivel predeterminado, o una señal indicativa 
de que la relación de expresión de ROBO2 no es mayor que la relación predeterminada o no mayor que un nivel 
predeterminado. 

27. El sistema del párrafo 25, en el que el contenido que se muestra en dicho módulo de pantalla comprende además 15 
una señal indicativa del sujeto recomendado para recibir un régimen de tratamiento particular. 

28. Un método para tratar a un sujeto humano con riesgo de enfermedad renal crónica o proteinuria, que comprende 
administrar un tratamiento o terapia para prevenir la aparición de enfermedad renal crónica o proteinuria en un sujeto 
humano que se determina que tiene un nivel de proteína ROBO2 superior al nivel de umbral de referencia. 

29. El método del párrafo 27, en el que el nivel de proteína ROBO2 está al menos un 20% por encima del nivel de 20 
referencia. 

30. El método del párrafo 27, en el que el nivel de proteína ROBO2 es al menos dos desviaciones estándar por encima 
del nivel de referencia. 

31. El método de cualquiera de los párrafos 27-29, en el que el tratamiento o terapia para prevenir la aparición de 
enfermedad renal crónica o proteinuria comprende un inhibidor de ROBO2. 25 

32. El método del párrafo 30, en el que el inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo bloqueante o un fragmento de unión 
a antígeno del mismo específico para ROBO2, una molécula antisentido específica para ROBO2, un ARN interferente 
corto (ARNic) específico para ROBO2, una pequeña molécula inhibidora de ROBO2, un polipéptido inhibidor de 
ROBO2, o un análogo estructural de ROBO2. 

33. El método de cualquiera de los párrafos 30-31, en el que el inhibidor de ROBO2 bloquea o reduce la unión de 30 
ROBO2 a SLIT, a Nck, o a ambos. 

34. El método de uno cualquiera de los párrafos 30-32, en el que el inhibidor de ROBO2 es específico para el dominio 
de unión a SLIT de Ig1, los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2, el dominio de unión intracelular a Nck, o cualquier 
combinación de los mismos. 

35. El método del párrafo 31, en el que el polipéptido inhibidor de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa 35 
dominante, un polipéptido que comprende un dominio extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un 
polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 sin el dominio extracelular. 

36. Un inhibidor de ROBO2 para uso en el tratamiento de una enfermedad renal crónica. 

37. Un inhibidor de ROBO2 para uso en el tratamiento de la proteinuria. 

38. El uso de uno cualquiera de los párrafos 35 o 36, en el que el inhibidor de ROBO2 es un anticuerpo bloqueante o 40 
un fragmento de unión a antígeno del mismo específico para ROBO2, una molécula antisentido específica para 
ROBO2, un ARN interferente corto (ARNic) específico para ROBO2, un inhibidor de molécula pequeña de ROBO2, un 
polipéptido inhibidor de ROBO2 o un análogo estructural de ROBO2. 

39. El uso de cualquiera de los párrafos 35 a 37, en el que el inhibidor de ROBO2 bloquea o reduce la unión de ROBO2 
a SLIT, a Nck, o a ambos. 45 

40. El uso de uno cualquiera de los párrafos 35-38, en el que el inhibidor de ROBO2 es específico para el dominio de 
unión a SLIT de Ig1, los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2, el dominio de unión intracelular a Nck, o cualquier 
combinación de los mismos. 
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41. El uso del párrafo 37, en el que el polipéptido inhibidor de ROBO2 es una proteína de fusión ROBO2 negativa 
dominante, un polipéptido que comprende un dominio extracelular de ROBO2 sin el dominio intracelular, o un 
polipéptido que comprende un dominio intracelular de ROBO2 sin el dominio extracelular. 

42. El uso de uno cualquiera de los párrafos 35 a 40, en el que la enfermedad renal crónica o la proteinuria es causada 
por nefropatía diabética o presión arterial alta. 5 

Esta invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como limitantes. 

Ejemplos 

Hibridación in situ de tejidos, inmunohistoquímica y microscopía electrónica de inmuno-oro 

El análisis de hibridación in situ se realizó con ribosondas Robo2 marcadas con digoxigenina como se describió 
previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). La inmunohistoquímica se realizó en tejidos de riñón embrionario 10 
de ratón fijados en paraformaldehído al 4% y en tejidos de riñón de ratón adulto fijados en metanol. Para la microscopía 
electrónica de inmuno-oro, los riñones de ratón de tipo silvestre se diseccionaron y se fijaron en paraformaldehído-
lisina-peryodato (PLP). Se prepararon secciones ultrafinas del riñón de ratón y se incubaron con anticuerpo de cabra 
anti-Robo2 (DAKO Corporation) y un anticuerpo secundario acoplado a oro coloidal de 10 nm (Ted Pella). 

Ensayos de doble híbrido de levadura, precipitación conjunta y polimerización de actina 15 

Se utilizó el sistema de doble híbrido de levadura DUPLEX-A™ (OriGene Tech) para caracterizar la interacción de 
Robo2 y Nckl de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cultivo celular, la precipitación conjunta de proteínas 
etiquetadas con His y la inmunoprecipitación se llevaron a cabo como se informó anteriormente (Fan y colaboradores, 
2003). Para la inmunoprecipitación endógena, se utilizaron riñones de ratones recién nacidos. El entrecruzamiento 
mediado por el anticuerpo CD16 de las proteínas de fusión CD16/7 y el ensayo de polimerización de actina se 20 
realizaron como se describió anteriormente (Jones y colaboradores, 2006; Rivera y colaboradores, 2004; Verma y 
colaboradores, 2006). 

Estudio de ratón con desactivación, microscopía electrónica de barrido y transmisión y análisis glomerular de riñón 

Los protocolos de ratón fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en el 
Centro Médico de la Universidad de Boston (# 14388). La generación y el genotipado del alelo condicional Robo2flox, 25 
alelo mutante de línea germinal Robo2del5 (también llamado Robo2- indistintamente en este artículo), y el alelo de tipo 
silvestre Robo2+ se describieron anteriormente (Lu y colaboradores, 2007; Wang y colaboradores, 2011). Para generar 
ratones con desactivación doble de Robo2-nefrina, se cruzaron ratones Robo2+/- con ratones Nphs1+/- que se 
generaron previamente (Hamano y colaboradores, 2002). Para la microscopía electrónica de transmisión, los riñones 
se fijaron, se incubaron en glutaraldehído al 2% en cacodilato de sodio 0,15 M, se deshidrataron en etanol graduado, 30 
se embebieron en Epon, se seccionaron y se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las secciones del riñón 
ultrafino se examinaron utilizando un microscopio electrónico JEM-1011. Para la microscopía electrónica de barrido, 
los riñones se prepararon siguiendo el protocolo estándar. Para los estudios patológicos del riñón, los riñones se fijaron 
en paraformaldehído al 4%, se embebieron en parafina, se seccionaron y se tiñeron usando los métodos estándar de 
ácido peryódico-Schiff (PAS) o hematoxilina eosina (H&E). Para la cuantificación del número de podocitos, se usó 35 
WT1 como marcador nuclear de podocitos y se realizó una tinción con inmunoperoxidasa en secciones de riñón 
siguiendo el protocolo estándar. Se contaron los núcleos de podocitos positivos para WT1 en cada sección transversal 
glomerular. Para el análisis de proteinuria, se examinaron muestras de orina "puntuales" de ratones de 6 semanas de 
edad utilizando un kit de cuantificación de ELISA de albuminuria murina (Exocell) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante y la varilla de graduada para orina (Multistix, Bayer, IN) como método de cribado. 40 

Hibridación de tejidos in situ e inmunohistoquímica 

El análisis de hibridación in situ se realizó con ribosondas de Robo2 marcadas con digoxigenina como se describió 
previamente (Grieshammer y colaboradores, 2004). El ADNc de Robo2 se linealizó con NotI y las sondas se generaron 
utilizando el kit de detección y marcación de ADN DIG (Roche Applied Science). La hibridación se realizó en secciones 
congeladas de riñón embrionario de ratón embebidas en OCT y fijadas en paraformaldehído al 4%. La 45 
inmunohistoquímica se realizó en tejidos de riñón embrionario de ratón fijados en paraformaldehído al 4% seguido de 
crioprotección con sacarosa al 30% (Mugford y colaboradores, 2008) y en tejidos de riñón de ratones adultos fijados 
en metanol. Los riñones de ratón embebidos en el compuesto OCT se congelaron y se seccionaron usando un criostato 
a 8-10 µm. Las secciones se tiñeron con anticuerpos primarios y seguido por un anticuerpo secundario apropiado 
conjugado con FITC o Cy3. Los principales anticuerpos utilizados en este estudio incluyen aquellos contra ROBO2 50 
(R&D System, Abnova, Santa Cruz Biotechnology), nefrina (sintetizada a la medida) (Topham y colaboradores, 1999), 
Nck (Upstate/Millipore), podocina (Sigma), nidógeno (Santa Cruz Biotechnology), Pecam1 (BD Biosciences), WT1 
(Santa Cruz Biotechnology), SLIT2 (Santa Cruz Biotechnology), PDGFR beta (Cell Signaling), Sinaptopodina (Santa 
Cruz Biotechnology). Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio confocal de barrido láser de disco rotatorio 
multipunto Perkin Elmer UltraView LCI y un microscopio de barrido láser confocal Zeiss LSM 510 con un objetivo de 55 
inmersión en aceite 60x. 

E13733786
05-03-2019ES 2 714 700 T3

 



 45 

Microscopia Electrónica Inmuno-oro 

Los riñones de ratón de tipo silvestre se diseccionaron y se fijaron en paraformaldehído-lisina-peryodato (PLP) a 4°C 
durante la noche. El tejido se lavó en 1x PBS y se deshidrató en etanol graduado y se embebió en resina LR White 
(Electron Microscopy Sciences). Se prepararon secciones ultrafinas del riñón de ratón y se transfirieron a rejillas de 
oro recubiertas con Formvar y se bloquearon con albúmina de suero bovino al 1% y suero normal de cabra al 5% en 5 
1x PBS. Las secciones luego se incubaron con anticuerpo anti-Robo2 de cabra con una dilución 1:50 en DAKO (DAKO 
Corporation) a 4°C durante la noche. Se usó suero no inmune como control. Después de tres lavados con 1x PBS, las 
secciones se incubaron con un anticuerpo secundario IgG acoplado a oro coloidal de 10 nm (Ted Pella) durante 2 
horas a temperatura ambiente. Las secciones finalmente se fijaron posteriormente con glutaraldehído al 1% y se 
contrastaron con acetato de uranilo. Las secciones se examinaron con un microscopio electrónico de transmisión JEM-10 
1011 (JEOL, Tokio, Japón) a 80 kV, y las imágenes se adquirieron con un sistema de imágenes digitales AMT 
(Advanced Microscopy Techniques, Danvers, MA.) y se importaron a Adobe Photoshop. La localización subcelular de 
Robo2 teñida con partículas de oro en glomérulos se reconoció en micrografías electrónicas digitales en comparación 
con las micrografías de control teñidas con suero no inmune. 

Ensayo doble híbrido de levadura 15 

Se usó el sistema de doble híbrido de levadura DUPLEX-A™ (OriGene Tech, Rockville, MD) para caracterizar la 
interacción de Robo2 y Nckl. Los ADNc que codifican el dominio intracelular de Robo2 humana y sus formas truncadas 
se clonaron en el vector pJG4-5 en los sitios EcoRI/XhoI del vector, fusionándolos en el dominio de activación de 
transcripción de B42. Los ADNc de Nckl humano y sus formas truncadas se clonaron en el vector pEG202 en 
EcoRI/XhoI para fusionarlos al dominio de unión a ADN de LexA. El gen lacZ en el constructo pSH18-34 y el gen LEU2 20 
en el genoma de levadura de la cepa EGY48 se utilizaron como genes informadores. Los constructos pEG202, pSH18-
34 y pJG4-5 se transformaron conjuntamente en células EGY48 de levadura. La interacción se consideró positiva si 
las células de levadura se volvieron azules en presencia de X-gal y crecieron en ausencia de leucina. 

Cultivo celular, constructos de ADN, transfección, precipitación conjunta y análisis de transferencia Western 

Las células HEK (293T) se transfectaron a una confluencia del 60% usando transfección con fosfato de calcio. Para 25 
hacer proteínas de fusión marcadas con his y myc en el extremo terminal C, se clonaron nefrina humana de longitud 
completa y Robo2 en el vector pSecTag B (Invitrogen) en los sitios de restricción HindIII/EcoRI y EcoRI/XhoI 
respectivamente. Se obtuvo Robo2-ΔNBD al eliminar el dominio de unión a Nck (Figura 2C) usando el kit de 
mutagénesis dirigida al sitio QUIKCHANGE (Stratagene) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Robo2 y 
Nckl no etiquetados se clonaron en el vector pCS2 (Addgene) en los sitios EcoRI/XhoI, la nefrina en los sitios 30 
HindIII/EcoRI. Los constructos Slit2 humanos etiquetados con Fyn y myc se han informado previamente (Li y 
colaboradores, 2008; Wong y colaboradores, 2001). Los constructos CD16/7-NCD y CD16/7-HA también se 
informaron previamente (Verma y colaboradores, 2006). Para detectar la interacción de Robo2 y Nckl, se expresó 
Robo2 o Robo2-ΔNBD humano marcado con His y myc en el extremo terminal C en células HEK. Cuarenta y ocho 
horas después de la transfección, las células se lisaron en el regulador de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, 35 
imidazol 10 mM, TX100 al 0,5%, inhibidor de proteasa 1x [pH 8,0]). Los lisados celulares se centrifugaron durante 10 
minutos a 4ºC; los sobrenadantes se incubaron con resina Ni-NTA (Qiagen) a 4°C durante 2 horas para precipitar His-
Robo2, se usó resina NTA sin Ni como control. La resina se lavó tres veces con regulador de lavado (NaH2PO4 50 
mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, TX100 al 0,5% [pH 8,0]) y se calentó a 95°C durante 10 min. Los precipitados se 
resolvieron en geles de SDS-PAGE y se transfirieron con anticuerpos anti-myc de conejo, anticuerpos monoclonales 40 
de conejo anti-Nckl (Cell Signaling) a una dilución de 1: 1000. Para examinar la triple interacción entre Robo2, Nckl y 
nefrina, se expresaron conjuntamente His-myc-Robo2 o His-myc-Robo2-ΔNBD en células HEK con nefrina humana y 
Fyn humana. His-myc-Robo2 se precipitó con perlas de Ni-NTA como se describió anteriormente. Para confirmar la 
interacción triple, His-myc-nefrina se expresó conjuntamente con Robo2, y Fyn en las células HEK y His-myc-nefrina 
se redujo con perlas de Ni-NTA. Los precipitados se transfirieron con anticuerpos anti-myc policlonal de conejo, anti-45 
Nckl monoclonal de conejo, anti-nefrina policlonal de conejo, anti-Robo2 monoclonal de ratón (R&D Systems) y anti-
Fyn policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology) a una dilución de 1:1000. Para la inmunoprecipitación conjunta 
de proteínas endógenas, se homogeneizaron los riñones de ratones recién nacidos en el regulador RIPA (Tris 50 mM 
[pH 7,4], NaCl 150 mM, SDS al 0,1%, NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,5%, Na3VO4 1 mM, NaF 1 mM, inhibidor 
de proteasa 1x) en hielo. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se incubó con 1 50 
µg de anticuerpo anti-Robo2 monoclonal de ratón (R&D Systems) durante 1 hora a 4°C. Se utilizó como control IgG 
de cabra de control (Santa Cruz Biotechnology). Las muestras se mezclaron luego con 30 µL de la suspensión de 
perlas de agarosa de proteína A/G Plus (Santa Cruz Biotechnology) y se incubaron adicionalmente durante 12 horas 
a 4°C. Las perlas se lavaron luego tres veces en el regulador RIPA y las proteínas se eluyeron en regulador de carga 
de proteínas 1x calentando a 95ºC durante 10 min. Los precipitados se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se 55 
transfirieron con anticuerpos anti-Robo2 de ratón, anti-nefrina de conejo y anti-Nckl de conejo como se describió 
anteriormente. La actina se transfirió con un anticuerpo de ratón anti-beta-actina de Sigma. La intensidad de las bandas 
se midió usando ImageJ. Para la detección de la proteinuria, las muestras de orina puntuales de ratones se recogieron 
y se diluyeron con un regulador de carga de proteínas 1x a una dilución de 1:100. Las proteínas de la orina se 
resolvieron luego en geles de SDS-PAGE y se usó albúmina purificada como control (MP Biomedicals). Los geles se 60 
transfirieron con anticuerpo policlonal anti-albúmina de conejo (MP Biomedicals). 
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Entrecruzamiento de CD16/7-NCD y ensayo de polimerización de actina  

El entrecruzamiento mediado por el anticuerpo CD16 de las proteínas de fusión CD16/7 se ha descrito previamente 
(Jones y colaboradores, 2006; Rivera y colaboradores, 2004; Verma y colaboradores, 2006). Brevemente, CD16/7-
NCD o CD16/7-HA se expresaron conjuntamente en células HEK con Robo2. Después de 24 horas, las células se 
transfirieron y se sembraron en cubreobjetos de vidrio recubiertos con polilisina durante otras 24 horas. Las células se 5 
incubaron luego con 1 µg/mL con anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD16 (Beckman Coulter) durante 30 min a 
37°C, se lavaron una vez con DMEM, se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con rodamina (Thermo 
Scientific) diluido en medio acondicionado con Slit2 (Wong y colaboradores, 2001) o medio de control acondicionado 
durante 30 min y fijado en paraformaldehído al 4% en 1x PBS. La F-actina se tiñó usando faloidina conjugada con 
FITC (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los haces de F-actina recientemente formados se 10 
adhieren a la nefrina agrupada (CD16/7-NCD) y parecen colas de cometa (es decir, colas de actina en el texto principal) 
bajo el microscopio de fluorescencia. En este experimento, solo se analizaron los haces de F-actina formados por la 
agrupación de CD16/7-NCD y unidos a las agrupaciones. Las células con colas de F-actina se contaron y se 
compararon con el total de células transfectadas con CD16/7-NCD. La fórmula de cuantificación es: Porcentaje% = 
(número de células transfectadas con colas de F-actina/número total de células transfectadas) × 100. Las imágenes 15 
se obtuvieron usando un microscopio confocal LSM510 con un objetivo de inmersión en aceite 60x. 

Generación y caracterización de ratones con desactivación específica para podocitos de Robo2 y ratones con 
desactivación doble de Robo2-Nefrina 

La generación y el genotipado del alelo condicional Robo2flox, alelo mutante de línea germinal Robo2del5 (también 
llamado Robo2- indistintamente en este artículo), y el alelo de tipo silvestre Robo2+ se describieron anteriormente (Lu 20 
y colaboradores, 2007; Wang y colaboradores, 2011). Se siguió el esquema de reproducción estándar para generar 
ratones con desactivación de Robo2del5/flox;TgNphs2-Cre/+, específicos para podocitos de Robo2, que portan un alelo 
Robo2del5 y un alelo Robo2flox. En este mutante compuesto, la recombinasa Cre específica de podocitos dirigida por el 
promotor de podocina elimina solo el alelo Robo2flox para facilitar la penetración de un fenotipo porque el otro alelo, 
Robo2del5, se ha eliminado de forma ubicua de la expresión de la línea germinal. La autenticidad de los ratones 25 
Robo2del5/flox;TgNphs2-Cre/+ se determinó mediante el genotipado del ADN de la cola para la presencia de los alelos 
Robo2del5 y Robo2flox así como el transgén TgNphs2-Cre. Los ratones Robo2flox/+ de las camadas F2 sin el alelo Robo2del5 
y el transgén TgNphs2-Cre se utilizaron como controles. Para generar ratones con desactivación doble de Robo2-nefrina, 
se cruzaron ratones heterocigotos Robo2+/- con ratones heterocigotos Nphs1+/- que se generaron previamente 
(Hamano y colaboradores, 2002). Después de la generación de ratones heterocigotos dobles Robo2+/-;Nphs1+/-, se 30 
realizó el cruce de ratones heterocigotos dobles para generar ratones homocigotos dobles para Robo2-/-;Nphs1-/- así 
como homocigotos sencillos Robo1-/-, homocigotos sencillos, Robo2-/-, y controles de tipo silvestre Robo2+/+;Nphs1+/+. 
Los protocolos de ratón fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) en el 
Centro Médico de la Universidad de Boston (# 14388). 

Microscopía electrónica de transmisión y barrido 35 

Para la microscopía electrónica de transmisión, se diseccionaron los riñones de ratones nulos homocigotos para robo2 
y ratones con desactivación específicos para podocitos, se fijaron en PLP a 4ºC durante la noche, y luego se incubaron 
en glutaraldehído al 2% en cacodilato de sodio 0,15 M durante 6 horas. Después de lavar en 1x PBS, los riñones 
fijados se deshidrataron en etanol graduado, se embebieron en Epon, se seccionaron y se tiñeron con acetato de 
uranilo y citrato de plomo. Las secciones de riñón ultrafino se prepararon y examinaron utilizando un microscopio 40 
electrónico JEM-1011. Las camadas de tipo silvestre se utilizaron como controles. Para la microscopía electrónica de 
barrido, se prepararon muestras de riñón de ratones nulos homocigotos para Robo2, ratones con desactivación 
específica para podocitos, ratones nulos homocigotos para nefrina y ratones homocigotos dobles para Robo2-nefrina, 
de acuerdo con el protocolo descrito previamente (Friedman y Ellisman, 1981) con modificaciones menores. 
Brevemente, el riñón se perfundió con glutaraldehído al 2,5% y solución de paraformaldehído al 2% en regulador de 45 
cacodilato 0,1 M (fijador de Karnovsky, Electron Microscopy Sciences), y posteriormente se fijó en el fijador de 
Karnovsky durante 24 horas seguido de una fijación posterior en solución de tetraóxido de osmio al 2% (Electron 
Microscopy Sciences). Las muestras de riñón se criofracturaron, se deshidrataron y se secaron con 
hexametildisilazano (Electron Microscopy Sciences). Se tomaron imágenes de las muestras de riñón utilizando un 
microscopio electrónico de barrido Amray 1000A y Jeol 6340F. Se examinaron tres glomérulos de cada animal para 50 
proporcionar imágenes representativas. 

Estudios patológicos de riñón de ratones, cuantificación del número de podocitos y análisis de proteinuria 

Para estudios patológicos de riñón, los riñones se diseccionaron y se fijaron en paraformaldehído al 4% durante la 
noche, y luego se trataron con una serie de etanol graduada para inclusión en parafina. Los bloques de parafina del 
riñón se seccionaron a 4 µm usando un micrótomo MT-920 (MICROM) y se tiñeron con los métodos estándar con 55 
ácido peryódico-Schiff (PAS) o hematoxilina eosina (H&E). Los glomérulos se examinaron y evaluaron para determinar 
la deposición de la matriz, la glomeruloesclerosis segmentaria y las dilataciones del espacio de Bowman utilizando un 
microscopio de luz Olympus BHT equipado con un sistema de cámara digital SPOT. Para la cuantificación del número 
de podocitos, se usó WT1 como marcador nuclear de podocitos y se realizó una tinción con inmunoperoxidasa en 
secciones de riñón siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Sanden y colaboradores, 2003). Brevemente, se 60 
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cortaron secciones de 4 µm de riñón embebidas en parafina de 4 ratones de un año de edad con desactivación 
específica para podocitos de Robo2del5/flox;TgNphs2-Cre+ y 4 ratones de control de tipo silvestre de la misma edad y se 
tiñeron con anticuerpo WT1 (Santa Cruz Biotechnology) después de la recuperación del antígeno con microondas. Se 
utilizaron el anticuerpo secundario biotinilado y el kit Vectastain ABC (Vector Laboratories) para detectar la señal de 
WT1. Los núcleos de podocitos positivos para WT1 en cada sección transversal glomerular se contaron en un total de 5 
165 glomérulos de cuatro ratones mutantes y 166 glomérulos de cuatro ratones de control. Para el análisis de 
proteinuria, se examinaron muestras de orina "puntuales" de ratones de 6 semanas de edad utilizando un kit de 
cuantificación ELISA de albuminuria murina sensible (Exocell) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la 
varilla graduada de orina (Multistix de Bayer, IN) como método de cribado. La albúmina en orina se normalizó con 
creatinina para proporcionar una proporción de albúmina/creatinina. La creatinina en la orina se determinó utilizando 10 
el kit de detección de creatinina (Sigma) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La albúmina en orina también 
se examinó con SDS-PAGE al 12% y se transfirió con anticuerpo anti-albúmina (MP Biomedicals). Los datos de los 
mutantes y los controles se analizaron utilizando ANOVA de una vía, prueba de t de Student y prueba de Chi cuadrado. 

Tabla 1. Análisis cuantitativo de glomérulos con aumento de la expansión de matriz en ratones de 2 a 9 meses de 
edad con desactivación específica para podocitos de Robo2 (mutantes) en comparación con los controles (tipo 15 

silvestre) 

Genotipo  
Ratón 

#  
Edad 

(meses)  
Conteo total de 

glomérulos 
Glomérulos con  expansión 

de matriz mesangial  
% de Glomérulos con  expansión 

de matriz mesangial *  

Mutante  4048  2  96  13  12,35%  

Mutante  1721  3  107  18  16,82%  

Mutante  4005  6  103  17  16,51 %  

Mutante  1190  7  102  20  19,61 %  

Mutante 2396  9  80  14  17,50%  

Total de 
mutantes    488  82  16,80%  

Tipo silvestre 4058  2  90  4  4,44%  

Tipo silvestre 4052  3  105  6  5,71 %  

Tipo silvestre 3919  6  107  4  3,74%  

Tipo silvestre 1191  7  103  5  4,85%  

Tipo silvestre 2385  9  106  5  4,72%  

Total de tipo 
silvestre   511  24  4,70%  

*p < 0,01, n = 5, prueba t.  

 

Tabla 2. Análisis cuantitativo de glomérulos con mayor expansión de matriz en ratones de 12 meses de edad con 
desactivación específica para podocitos de Robo2 (mutantes) en comparación con los controles (tipo silvestre) 

Genotipo Ratón 
#  

Edad 
(meses)  

Conteo total de 
glomérulos 

Glomérulos con  expansión 
de matriz mesangial  

% de Glomérulos con  
expansión de matriz mesangial 

*  

Mutante 1844  12  136  17  12,50%  

Mutante 1847  12  125  18  14,40%  

Mutante 1877  12  127  11  8,66%  

Mutante 1878  12  132  20  15,15%  
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Mutante 1948  12  142  28  19,72%  

Tota de 
mutantes   662  94  14,20%  

Tipo silvestre 1901  12  125  5  4,00%  

Tipo silvestre 2429  12  179  8  4,47%  

Tipo silvestre 2834  12  154  9  5,84%  

Tipo silvestre 2836  12  159  7  4,40%  

Tipo silvestre 2837  12  124  5  4,03%  

Total de tipo 
silvestre   741  34  4,59%  

*p < 0,01, n = 5, prueba t. 

 

Tabla 3. Análisis de la morfología de glomérulos con espacio de Bowman dilatado en ratones recién nacidos 
homocigotos sencillos para Nphs1-/- (Robo2+/-;Nphs1-/-) comparado con homocigotos dobles para Robo2-/-;Nphs1-/- 

por histología 

Genotipo  Conteo total de 
glomérulos  

Glomérulos con espacio de 
Bowman dilatado  

% de glomérulos con espacio de 
Bowman dilatado  

Robo2+/-;Nphs1-/-  122  31  25,4%  

Robo2-/-;Nphs1-/-  55  2  3,6%  

Robo2-/-;Nphs1+/-  158  3  1,9%  

Robo2+/+;Nphs1+/+  271  1  0,4%  

Nota: el glomérulo se calificó como positivo con el espacio de Bowman dilatado si el glomérulo mostró un fenotipo 
similar al que se muestra en la Figura S4U, y se calificó como negativo si observó un glomérulo similar como se 
muestra en la Figura 8V-8X. Se analizaron tres ratones de cada genotipo. Se usaron como controles homocigotos 
sencillos para Robo2-/- (Robo2-/-; Nphs1-/-) y de tipo silvestre (Robo2+/+;Nphs1+/+). 

 5 

Tabla 4. Análisis de la morfología del fenotipo del proceso del pie (FP) interdigitante del podocito glomerular en 
ratones recién nacidos homocigotos sencillos para Nphs1-/- (Robo2+/-;Nphs1-/-) comparado con homocigotos dobles 

para 

 Robo2-/-;Nphs1-/- por microscopía electrónica de barrido 

Genotipo  Conteo total de 
glomérulos 

Glomérulos con estructura FP de 
interdigitación  

% de glomérulos con estructura FP de 
interdigitación 

Robo2-/-;Nphs1-/-  15  1  6,67%  

Robo2-/-;Nphs1-/-  16  12  75%  

Robo2-/-;Nphs1+/-  13  13  100%  

Robo2+/+;Nphs1+/+ 13  13  100%  

 10 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición farmacéutica que comprende un inhibidor de ROBO2 que inhibe la actividad biológica de ROBO2, 
en la que el inhibidor de ROBO2 es una proteína ROBO2 soluble que comprende un polipéptido de fusión que 
comprende los dominios de unión a SLIT de Ig1 e Ig2 de ROBO2 sin dominio de ROBO2 intracelular. 

2. La composición farmacéutica de la reivindicación 1, en la que el inhibidor de ROBO2 previene o reduce la unión del 5 
polipéptido ROBO2 a SLIT2, a Nck, o a ambos. 

3. La composición farmacéutica de las reivindicaciones 1 o 2, en la que el dominio de unión a SLIT de IgS1 comprende 
los residuos de aminoácidos 46-145 de la SEQ ID NO: 1 o los residuos de aminoácidos 30-129 de la SEQ ID NO: 3. 

4. La composición farmacéutica de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el dominio de unión a SLIT de Ig2 comprende 
los residuos de aminoácidos 151-237 de la SEQ ID NO: 1 o los residuos de aminoácidos 135-221 de la SEQ ID NO: 10 
3. 

5. La composición farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la proteína ROBO2 soluble 
comprende los residuos de aminoácidos 30-129 y los residuos de aminoácidos 135-221 de la SEQ ID NO: 3. 

6. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso en el tratamiento de un sujeto 
que tiene o está en riesgo de una enfermedad renal crónica o proteinuria. 15 

7. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 6, en la que la enfermedad renal crónica 
o proteinuria es causada por nefropatía diabética o presión arterial alta. 
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