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DESCRIPCION
Uso diagnostico de formas moleculares individuales de un biomarcador
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al diagndstico y monitorizacion de afecciones patolégicas caracterizadas por una
alteracion de los niveles y formas moleculares de lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL), en particular
a un proceso pernicioso o patoldgico reciente o continuo en un mamifero que haya afectado o afecte a los rifiones y
haya conducido o pueda conducir a lesidon renal o insuficiencia renal aguda (ARF). Como tal, es relevante para
medicina interna y en particular para la medicina de cuidados criticos o intensivos, incluyendo traumatologia, y para
cirugia, oncologia e imagenologia de diagnoéstico, en que se llevan a cabo procedimientos que pueden dafar los
rinones. Es también relevante para medicina y cirugia veterinaria y para el estudio de la fisiopatologia renal y las
influencias nocivas o terapéuticas sobre el rifién de animales de laboratorio. El ambito de proteccion se define por
las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere al uso diagndstico de un nuevo biomarcador proteico de patologia renal, que
aparece tanto en sangre como en orina, para detectar, monitorizar y valorar la gravedad en un ser humano o
mamifero de un trastorno o lesion no solo renal, sino también de un trastorno o lesién de otros 6rganos, tejidos o
tipos celulares que liberen esta proteina. El biomarcador proteico es lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilo
(NGAL), también conocida como lipocalina de neutrofilo (NL; HNL en el caso de la lipocalina de neutréfilo humana),
lipocalina 2 (LCN2) o siderocalina en diversos animales incluyendo seres humanos, proteina relacionada con
microglobulina a2 de 25 kDa (NRL) en la rata o 24P3, proteina inducible secretada de 24 kDa (SIP24) o uterocalina
en el raton. La NGAL humana es una glucoproteina que se aislé por primera vez en los granulos de leucocitos
polimorfonucleares neutrofilos, designados de aqui en adelante como neutréfilos (Allen et al., 1989; Venge et al.,
1990, Triebel et al., 1992; Kjeldsen et al., 1993). La proteina madura consiste en una sola cadena proteica de 178
residuos aminoacidicos y su masa molecular se estima segun los casos como de 24 o 25 kDa en su estado
glucosilado. La proteina contiene un puente disulfuro intracatenario y la forma humana contiene un residuo de
cisteinilo adicional que se cree que participa en la formacién de complejos consigo misma o con gelatinasa de
neutrofilo. Este residuo de cisteinilo adicional no esta presente en la NGAL de las especies no humanas para las que
estan disponibles secuencias de ADNc hasta la fecha (chimpancé, mono Rhesus, perro, cerdo, caballo, rata y raton).
La NGAL aislada de neutrdéfilos contiene regularmente una proporcion sustancial de homodimeros y ocasionalmente
material de masa molecular mayor que se ha propuesto que es un homotrimero. Ademas, se han detectado trazas
de homooligémeros superiores de NGAL de masa molecular variable desde aproximadamente 150 kDa a mas de
200 kDa. El hecho de que la NGAL aislada o secretada de neutréfilos humanos in vitro contenga una alta proporcion
de homodimeros ha conducido a que su masa molecular sea resefiada como de 40 o 45 kDa (Venge et al., 1990; Xu
etal., 1994).

Una proporcion pequefia y variable de la NGAL total aislada o secretada de neutréfilos humanos in vitro esta
asociada a gelatinasa de neutréfilo humana de 92 kDa, también llamada gelatinasa B, colagenasa de tipo IV o
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9), como mondmero de NGAL que forma un complejo de 115 kDa aparentes
(Monier et al., 2000; Van et al., 2001) o como dimero de NGAL que forma un complejo de 125 kDa aparentes (Yan et
al., 2001). Estos complejos se han identificado también en la orina de pacientes con una variedad de canceres,
incluyendo canceres de prostata, vejiga, rifidn y mama.

Los homodimeros, homotrimeros, homooligdbmeros superiores de NGAL y complejos de NGAL/MMP-9 pueden
disociarse en sus monémeros constituyentes mediante reduccion, sugiriendo que los complejos estan, al menos en
parte, ligados covalentemente por puentes disulfuro. Sin embargo, la presencia en NGAL humana de un solo residuo
de cisteinilo que no participa en el puente disulfuro intracatenario no puede explicar la formacién de trimeros u
oligébmeros superiores ligados por disulfuro, tanto si estos consisten en NGAL sola o en NGAL en complejo con
MMP-9. Los mecanismos mediante los cuales estos homotrimeros, oligdmeros superiores o complejos entre MMP-9
y homodimero de NGAL propuestos se mantienen juntos tiene aun que esclarecerse. Ha sido posible generar
complejos de NGAL/MMP-9 in vitro mediante coincubacion de monémero de NGAL humana recombinante con
MMP-9 humana recombinante en presencia de tampdn que contiene iones de calcio y cinc (Yan et al.,, 2001). Se
resefia que estos complejos tienen una masa molecular de 115 kDa y que tienen una existencia transitoria, mientras
que la forma mas comun de complejo observada en la orina de pacientes con cancer es la forma de 125 kDa.

Allen et al. (1989) observaron también que la masa molecular aparente de NGAL de neutréfilos humanos aumentaba
de 24 kDa a 50-70 kDa en presencia de iones de calcio, sugiriendo la formacién de dimetros y trimeros que, en
opinion de los presentes inventores, podrian estar ligados no covalentemente, al menos inicialmente.

Resulta por tanto evidente que la NGAL humana aparece en neutréfilos en multiples formas moleculares, incluyendo
monoémeros, homodimeros (como componente principal), homotrimeros, homooligémeros superiores, monémero
complejado con MMP-9 y homodimero complejado con MMP-9. Ademas, se han observado complejos de
NGAL/MMP-9 de masa molecular aparente aun mayor, del orden de 200 kDa. Estos pueden contener homodimeros
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de MMP-9 y un numero indeterminado de moléculas de NGAL. Las subunidades individuales de estas formas
moleculares se mantienen juntas al menos en parte por puentes disulfuro intercatenarios, aunque los residuos de
cisteinilo que participan en estos en los diferentes complejos no se han identificado con certeza. Es también posible
que fuerzas no covalentes participen en la formacién de complejo.

Esta disponible menos informacién sobre las multiples formas moleculares de NGAL en mamiferos no humanos,
tales como rata y ratén. Sin embargo, Bu et al. (2006) han mostrado que NGAL y MMP-9 se cosintetizan por células
de musculo liso vascular de rata en respuesta a dafio angioplastico o estimulacidon con interleucina 18. Se ha
mostrado por transferencia Western que la NGAL de rata aparecia en formas monomeérica, dimérica y trimérica, asi
como en una forma de 150 kDa. La MMP-9 aparecia en formas monomérica y dimérica. Aunque no pudieron
demostrarse complejos de NGAL y MMP-9 de rata en células de musculo liso de intima de rata lisadas, se
demostraron complejos de NGAL/MMP-9 de aproximadamente 115y 125 kDa en medio de cultivo acondicionado
con estas células, demostrado la formacion extracelular, pero no intracelular, de complejos de NGAL/MMP-9. La
cadena proteica de NGAL de rata contiene solo dos residuos de cisteinilo, que se supone que forman un puente
disulfuro intracatenario. Sin embargo, la no disponibilidad de un residuo de cisteinilo adicional en la cadena proteica
no parece interferir con la formacién de multiples formas moleculares de NGAL en la rata, que se comportan en
transferencia Western en estado no reducido y reducido como si dependieran de la presencia de enlaces disulfuro
intercatenarios. Es desconocido como se ligan las subunidades de las multiples formas moleculares observadas en
la rata. Es una posibilidad que aparezca intercambio de disulfuro para romper el puente disulfuro intracatenario de
modo que puedan formarse ligamentos disulfuro intercatenarios.

Zhao et al. (2006) han demostrado también la presencia de complejo de NGAL/MMP-9 en el plasma de ratones tanto
de tipo silvestre como con desactivacion génica de RECS-1 que tienden a dilatacién adrtica. Como la NGAL de rata,
la cadena proteica de NGAL de ratdn contiene solo dos residuos de cisteinilo.

Por tanto, a pesar de la ausencia de un tercer residuo de cisteinilo en las cadenas proteicas de NGAL de los
mamiferos no humanos analizados hasta ahora, la evidencia de rata y ratén sugiere que la NGAL de mamiferos no
humanos aparece en multiples formas moleculares que son comparables con las observadas en el hombre.

Como biomarcador de diagnéstico, la NGAL humana se dio a conocer inicialmente (patente de EE.UU. 6.136.526;
solicitud PCT W095/29404), con su denominacién HNL, como marcador especifico de la activacion de neutréfilos, al
liberarse en la sangre cuando microorganismos invasores, en particular bacterias piogénicas, causan la
desgranulacion de los neutrdfilos y la exocitosis de las proteinas granulares. Como tal, se ha propuesto la medida de
niveles elevados de NGAL en una muestra de plasma o suero de un ser humano para indicar que el individuo esta
padeciendo un proceso inflamatorio, especialmente uno causado por una infeccion bacteriana. Este documento da a
conocer que la inmunotransferencia de material no reducido liberado in vitro de neutréfilos contenia tres bandas
inmunorreactivas con HNL de pesos moleculares aparentes de >200 kDa, 45 kDa y 24 kDa. Después de la
reduccion del material liberado, solo se observaba una banda a un peso molecular aparente de 24 kDa. No se ha
realizado ninguna divulgacion con respecto a la existencia simultanea de diferentes formas moleculares de la
proteina en las muestras de fluidos corporales sobre las que se efectud la medida de HNL, ni del uso de ningun
procedimiento de cuantificacion que podria ser selectivo o especifico de una de las formas moleculares dadas a
conocer.

En el ratén, la NGAL (con su denominacion SIP24 o 24P3) se ha identificado como una proteina de fase aguda de
tipo 1, estando localizada su expresioén principalmente en el higado durante la respuesta de fase aguda (Liu y Nilsen-
Hamilton, 1995). Este documento no da a conocer la aparicion de multiples formas moleculares de la proteina.
También contradice, en otra especie, la afirmacion realizada en la patente de EE.UU. 6.136.526 de que la NGAL es
una proteina que es completamente especifica de granulocitos neutrdfilos.

La solicitud de patente de EE.UU. 2004/0219603 da a conocer el uso de NGAL como biomarcador urinario para
detectar lesidn de células tubulares renales en una etapa temprana. La solicitud de patente de EE.UU.
2005/0272101 da a conocer el uso de NGAL en suero sanguineo con el mismo fin. Sin embargo, ninguna
divulgacion describe cémo puede discriminarse la lesion de células tubulares renales de la inflamacion sistémica, o
de la infeccion bacteriana, o de canceres, como causa del nivel elevado de NGAL. Ningun documento da a conocer
la existencia de multiples formas moleculares de NGAL ni el uso de ninguna medida selectiva o especifica de una
forma molecular particular de NGAL.

Los presentes inventores han presentado anteriormente la solicitud PCT W02006/066587 que da a conocer cémo
los niveles de NGAL en orina o plasma o suero sanguineo pueden separarse mediante un nivel de corte en
elevaciones menores que no son de diagnostico de lesidn renal que conduce a ARF y elevaciones mayores que lo
son. El documento W02006/066587 tiene en cuenta el hecho de que los niveles de NGAL en fluidos corporales
pueden ser también elevados en inflamaciones, infecciones y ciertos canceres, pero habitualmente a niveles
menores que los asociados a lesion renal que conduce a ARF.

Los presentes inventores han presentado también una solicitud provisional de patente de EE.UU. (n° 60/919.277)
que da a conocer un procedimiento de distincién entre subidas de NGAL en fluidos corporales que son debidas a
lesion renal y aquellas que son debidas a causas no renales, sin recurrir al uso de un valor de corte para la
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concentracion de NGAL en un fluido corporal dado. Este procedimiento comprende determinar la relacién de
concentracion de NGAL en una muestra de orina con la presente al mismo tiempo en una muestra de plasma o
suero sanguineo. Una relacion que supere un valor aproximadamente unitario indica que el individuo del que se
tomaron las muestras ha padecido una lesién renal que ha conducido a ARF o significa un riesgo inmediato de
desarrollar ARF.

Ninguna de las divulgaciones anteriormente citadas por los presentes inventores depende de la deteccién o medida
de una forma molecular particular de NGAL, asi como ninguna de las divulgaciones anteriormente mencionadas por
otros autores referentes al uso diagnostico de la determinacion de NGAL da a conocer la medida de una forma
molecular individual especifica de NGAL que no esta complejada con MMP-9.

Definiciones

La presente divulgacion hace uso de los siguientes términos que, debido a que se han usado a veces con diversos
significados especializados o restrictivos en la técnica anterior, requieren la definicion del sentido en que se usan en
la presente memoria.

Trastorno renal: Cualquier afeccién anormal o patologica que afecte al funcionamiento de los rifiones, tanto si la
afeccion surge en el rifion o fuera de él.

Enfermedad renal: Cualquier trastorno renal que se considere que constituye una entidad patolégica clasificable.

Lesion renal: Cualquier lesion del rifdn, sea de origen fisico (por ejemplo traumatico), quimico (nefrotdxico) o
patolégico (relacionada con la enfermedad), en particular cualquier lesion que afecte a un ndmero suficiente de
células renales para producir una deficiencia detectable de una funcién renal.

Lesion renal aguda: Una lesién renal que surge rapidamente, tipicamente en unas pocas horas.

Insuficiencia renal aguda (ARF): Una deficiencia o pérdida de surgimiento rapido y variable (concretamente no
necesariamente completa) de las funciones excretoras y homeostaticas principales del rifidn, como se evidencia
tipicamente por una subida de la creatinina sérica por encima y mas alla de las fluctuaciones debidas a cambios
metabodlicos y/o por una caida en el indice de produccién de orina.

Sumario de la invenciéon

Al analizar muestras de fluidos corporales de pacientes que han mostrado evidencias clinicas y bioquimicas de
trastornos renales, incluyendo lesion renal aguda, y de individuos de control que no, se ha encontrado
sorprendentemente que la NGAL liberada en la sangre y la orina por los rifiones afectados esta mayoritariamente en
forma monomérica libre. Este hallazgo contrasta con la NGAL inmunorreactiva que se ha encontrado a menores
niveles en el suero sanguineo de individuos normales, que se cree que deriva en su mayoria de fuentes no renales
tales como neutréfilos en circulacion y quizas ciertas células epiteliales, y consiste en complejos superiores de NGAL
que incluyen complejos de NGAL/MMP-9, homotrimero de NGAL, homodimero de NGAL y mondmero de NGAL.
Contrasta también con la NGAL encontrada en fluidos corporales en otras afecciones patoldgicas, tales como ciertos
adenocarcinomas, que se caracteriza por la presencia de complejos de NGAL/MMP-9 y oligdmeros de NGAL
ademas del monémero de NGAL.

Esta observacion posibilita mejorar la especificidad de la medida de NGAL en plasma sanguineo, tanto separada de
sangre completa anticoagulada antes de la medida como filirada de sangre completa anticoagulada como parte del
procedimiento de medida, o en suero u orina, para diagnosticar trastornos renales, incluyendo lesion renal. Resulta
evidente que el mismo principio de medida de las formas moleculares individuales de NGAL puede aplicarse al
diagnéstico de trastornos o lesiones de otros 6rganos, tejidos y tipos celulares que liberan un patrén diferente de
estas formas moleculares que el rifion.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de diagndstico, monitorizacion o valoracion de
la gravedad de una enfermedad o lesion de un érgano, tejido o tipo celular en un mamifero mediante la medida de la
concentracion de una forma molecular individual de lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilo (NGAL) en una
muestra de fluido corporal del mamifero. En una realizacién particular, la forma molecular individual de NGAL es
monomero de NGAL libre.

El monémero de NGAL libre puede medirse mediante una molécula que se una especificamente a monémero de
NGAL libre y no a formas complejadas de NGAL de la especie de mamifero a la que se aplica el procedimiento. El
mondémero de NGAL libre puede medirse también mediante una molécula de unién a NGAL o combinacién de dichas
moléculas que se unan tanto a mondémero de NGAL libre como a formas complejadas de NGAL, una vez que se ha
separado el monémero de NGAL libre de las formas complejadas mediante un procedimiento fisico o quimico que
sea tanto rapido como adecuado para automatizacion, excluyendo estos requisitos la electroforesis en gel. El
monoémero de NGAL libre puede medirse también indirectamente por la diferencia entre la NGAL total y complejada
en una muestra, midiéndose la NGAL total mediante una molécula de unién a NGAL o combinaciéon de dichas
moléculas que se unan tanto a monémero de NGAL libre como a formas complejadas de NGAL, y midiéndose la
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NGAL complejada mediante una combinacién de moléculas de unidon a NGAL que son incapaces de unirse a la vez
y al mismo tiempo a monémero de NGAL libre.

En otro ejemplo, la forma molecular individual de NGAL es homodimero de NGAL.

En otro ejemplo, se mide una combinacion de homodimero de NGAL y oligdbmeros superiores, pero excluyendo el
monémero de NGAL libre. Esta combinacion de formas moleculares de NGAL puede medirse mediante una
combinacion de moléculas de unién que son incapaces de unirse a la vez y al mismo tiempo a monémero de NGAL
libre.

Es un aspecto adicional de la presente invencion el uso de una forma molecular individual de NGAL como molécula
marcadora de diagnostico de enfermedad o lesion celular o de tejido en un mamifero, en que dicha forma molécula
de NGAL es NGAL que se ha glucosilado de manera particular por sus células originales, siendo esa manera
particular distinguible de la NGAL que se ha glucosilado de otro modo por diferentes células originales.

Un aspecto de la presente invenciéon comprende el uso de procedimientos de medida de NGAL en fluidos corporales
que son especificos o selectivos de la forma de mondmero libre de NGAL. Estos procedimientos registraran niveles
menores de NGAL que los procedimientos no selectivos de medida de NGAL en individuos normales o pacientes
con elevaciones de los niveles de NGAL debidas a causas distintas de lesion o trastorno renal. Al mismo tiempo, la
elevacion del monémero de NGAL debido a lesiéon o trastorno renal se leera completamente mediante el
procedimiento de medida especifico de mondémero. El uso del procedimiento de medida de NGAL especifico de
mondémero sera por lo tanto mas selectivo para detectar lesiéon o trastorno renal que aquellos procedimientos de
medida de NGAL que muestran poca o ninguna selectividad por sus diferentes formas moleculares.

A la inversa, los procedimientos que miden exclusivamente homodimeros o procedimientos que miden
exclusivamente homodimeros y oligémeros superiores de NGAL pueden ser Utiles para el diagnoéstico de afecciones
caracterizadas por niveles elevados de NGAL secretada por tejidos no renales que sintetizan estas formas
moleculares de NGAL.

Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere al diagndstico, monitorizacién o valoracion de la gravedad de la
enfermedad o lesion de un 6rgano, tejido o tipo celular en un mamifero, estando caracterizada dicha enfermedad o
lesion por un cierto patrén de formas moleculares individuales de NGAL que estan presentes en un fluido corporal de
dicho mamifero, mediante la medida de las concentraciones de dos o mas formas moleculares individuales de NGAL
en una muestra del fluido corporal.

La medida de complejos de NGAL/MMP-9 es conocida por la técnica anterior y no forma parte de la presente
invencion, excepto en tanto que dicha medida se realice para comparar el resultado con los resultados obtenidos
segun la presente invencion. La medida del complejo de NGAL/MMP-9 se describe, por ejemplo, en el inserto de
producto del kit de inmunoensayo del complejo MMP-9/NGAL humano Quantikine, nimero de catalogo DM9L20,
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EE.UU.

Se han ideado procedimientos de unién a ligando especificos que miden especificamente monémeros de NGAL
libres o dimeros y oligdmeros superiores de NGAL, respectivamente.

Descripcion de los dibujos
Figura 1

Cromatografia de exclusion por tamafio molecular en una columna Superdex 200 (GE Healthcare) de plasma de un
paciente con necrosis tubular aguda. La linea muestra los picos de absorcion UV a 280 nm correspondientes (de
izquierda a derecha) a macroglobulinas (pico a aproximadamente 54 ml), inmunoglobulinas (pico a
aproximadamente 69 ml) y albumina (pico a aproximadamente 79 ml). Las barras con bloques muestran la
inmunorreactividad a NGAL en las fracciones recogidas analizadas con una ELISA que detecta tanto las formas
monomeérica como oligomerizadas de NGAL. Se observaron cuatro regiones de inmunorreactividad a NGAL: un pico
pequefio que aparece aproximadamente a 60-65 ml y atribuible a formas complejadas superiores de NGAL (1,0 %
de la inmunorreactividad a NGAL total asignable a una forma molecular individual), una cantidad traza que aparece
aproximadamente a 74-79 ml y atribuible al homotrimero de NGAL (0,8 % de la inmunorreactividad a NGAL
asignable total), un pico mayor que aparece aproximadamente a 79-87 ml y atribuible al homodimero de NGAL (22,3
% de la inmunorreactividad a NGAL asignable total) y un gran pico que aparece a aproximadamente 88-101 ml y
atribuible al mondémero de NGAL libre (75,9 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total).

Figura 2

Cromatografia de exclusion por tamafio molecular de orina de otro paciente con necrosis tubular aguda efectuada
como en la Figura 1. Se observaron dos picos de inmunorreactividad a NGAL: un pico pequefio que aparece a
aproximadamente 78-86 ml y atribuible al homodimero de NGAL (3,0 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable
total) y un gran pico que aparece aproximadamente a 87-99 ml y atribuible al monémero de NGAL libre (97,0 % de la
inmunorreactividad a NGAL asignable total).
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Figura 3

Cromatografia de exclusion por tamafio molecular de suero humano normal efectuada como en la Figura 1. Se
observaron cuatro picos de inmunorreactividad a NGAL: un pico que aparece a aproximadamente 56-65 ml y
atribuible a formas complejadas superiores de NGAL (24,1 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total), un
pico que aparece a aproximadamente 70-78 ml y atribuible al homotrimero de NGAL (24,5 % de la
inmunorreactividad asignable total), un pico que aparece a aproximadamente 78-86 ml y atribuible al homodimero de
NGAL (33,1 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total) y un pico que aparece a aproximadamente 88-100
ml y atribuible al monémero de NGAL libre (18,3 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total).

Figura 4

Representaciones de la caracteristica operativa del receptor (ROC) para niveles plasmaticos de monémero de NGAL
(cruces), homodimero de NGAL (rombos) y NGAL “total” (triangulos), comprendiendo la NGAL “total” las formas
monomeérica y homodimérica con una posible contribucién de formas oligoméricas superiores. Se obtuvieron los
niveles plasmaticos maximos para 38 pacientes ingresados en cuidados intensivos, en 19 de los cuales se
diagnosticd que tenian lesion renal aguda. Se observa que los niveles plasmaticos de homodimero de NGAL son
inadecuados para el diagndstico de lesion renal aguda.

Descripcion detallada de la invencién

En una serie de pacientes enfermos criticos ingresados en cuidados intensivos, se ha observado que la subida de
las concentraciones de NGAL en fluido corporal debido a trastorno o lesion renal da lugar a un patron diferente de
formas moleculares de NGAL en el plasma sanguineo y orina que el patrén observado normalmente en individuos
sanos o pacientes sin trastorno o lesion renal.

En un individuo sano, la inmunorreactividad a NGAL en el plasma o suero sanguineo ocurre en las formas
moleculares (intervalos de concentracion estimados entre paréntesis) correspondientes a monémero de NGAL libre
(10-50 %), una cantidad generalmente mayor de homodimero de NGAL (25-60 %) y cantidades menores de
homotrimero de NGAL (5-35 %) y formas complejadas superiores de NGAL, incluyendo el complejo de NGAL/MMP-
9 (5-35 %). En la orina de individuos sano, el nivel basal de inmunorreactividad a NGAL total es muy bajo y por el
momento ha sido impracticable analizar el contenido relativo de las formas moleculares anteriormente mencionadas.

En pacientes con un nivel moderadamente elevado de NGAL debido a enfermedad no renal, el patron de formas
moleculares de NGAL en el plasma sanguineo permanece esencialmente similar al observado en el estado basal
normal. En estos pacientes, el patréon de formas moleculares de NGAL en orina es tal que la forma monomérica
predomina, pero sigue habiendo una cantidad moderada de homodimero de NGAL presente. La presencia de
complejo de NGAL/MMP-9 en orina es irregular.

En pacientes con niveles elevados de NGAL debido a lesion renal aguda, el patrén de formas moleculares de NGAL
en el plasma sanguineo es muy diferente del observado en el estado normal o en enfermedad no renal. La forma
molecular predominante en plasma sanguineo es monémero de NGAL (70-80 %), con una cantidad relativamente
pequefia de homodimero de NGAL (20-30 %), trazas de homotrimero de NGAL (0-2 %) y una presencia pequefia e
irregular de formas de tamafio molecular mayor, incluyendo complejos de NGAL/MMP-9 (0-2 %).

Estas observaciones sugieren que la forma molecular predominante de NGAL secretada por el rifién en respuesta a
la lesion renal es la forma monomérica libre de NGAL. Solo se secreta una cantidad relativamente pequena de
homodimero, y la secrecién de formas de tamafio molecular mayor de NGAL, incluyendo complejos de NGAL/MMP-
9, es baja y no ocurre regularmente.

Hasta la fecha, se ha propuesto a NGAL como una molécula marcadora de trastornos renales incluyendo lesion
renal aguda, sin especificar que esté implicada una forma molecular particular de NGAL. Se propone ahora que el
marcador molecular de lesion renal sea el monémero de NGAL, ya que los neutrdfilos y otros tipos celulares que
liberan también NGAL en sus alrededores liberan tipicamente también grandes cantidades de homodimero de NGAL
y cantidades variables de oligémeros superiores de NGAL, incluyendo complejo de NGAL/MMP-9.

En consecuencia, se propone que puede diagnosticarse la lesion renal con mayor especificidad de diagnéstico si la
concentracion de mondémero de NGAL libre se mide mediante un procedimiento especifico de esa forma molecular,
en lugar de medir la mezcla de diferentes formas moleculares de NGAL mediante procedimientos existentes que no
son conocidos por ser selectivos de ninguna de estas formas. Con respecto a la aplicabilidad de diagndstico del
procedimiento con vistas a una progresion rapida de la lesién renal aguda, es deseable que el procedimiento de
medida sea rapido, de modo que el resultado esté disponible en poco tiempo, tal como en 4 horas o menos. Esto
descartaria la separacion de las formas moleculares de NGAL por electroforesis en gel, que se ha usado en la
técnica anterior para el analisis retrospectivo de las formas moleculares de NGAL.

Por consiguiente, la presente divulgacion comprende un procedimiento de diagnéstico o monitorizacion de una
lesién, enfermedad o trastorno renal que ha conducido a ARF o que significa un riesgo inmediato de desarrollo de
ARF en un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de
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i) determinar la concentracion de mondmero de NGAL libre en una muestra de fluido corporal del mamifero y

ii) comparar dicho valor de concentracion con un valor de corte determinado a partir del intervalo de
concentraciones de monémero de NGAL libre en otros individuos de esa especie de mamifero que no
muestran evidencias de lesion, enfermedad o trastorno renal, de modo que un valor mayor que el valor de
corte indica la presencia de dicha lesién, enfermedad o trastorno renal.

En un ejemplo preferido, la etapa i) del procedimiento dado a conocer anteriormente no incluye electroforesis en gel.

En ejemplo particulares del procedimiento, el valor de corte para muestras de plasma sanguineo o suero sanguineo
puede ser un valor entre 60 ng/ml y 600 ng/ml, tal como 65 ng/ml o mas, tal como 70 ng/ml o mas, tal como 80 ng/ml
0 mas, tal como 90 ng/ml o mas, tal como 100 ng/ml o mas, tal como 120 ng/ml o mas, tal como 150 ng/ml o mas, tal
como 200 ng/ml o mas, tal como 250 ng/ml o mas, tal como 300 ng/ml o mas, tal como 350 ng/ml o mas, tal como
400 ng/ml o mas, tal como 450 ng/ml o mas, tal como 500 ng/ml o mas, tal como 550 ng/ml o mas; y el valor de corte
para muestras de orina puede ser un valor entre 10 ng/mly 600 ng/ml, tal como 15 ng/ml o mas, tal como 20 ng/ml o
mas, tal como 30 ng/ml o mas, tal como 40 ng/ml o mas, tal como 50 ng/ml o mas, tal como 60 ng/ml o mas, tal
como 70 ng/ml o mas, tal como 80 ng/ml o mas, tal como 90 ng/ml o mas, tal como 100 ng/ml o mas, tal como 120
ng/ml o mas, tal como 150 ng/ml o mas, tal como 200 ng/ml o mas, tal como 250 ng/ml o mas, tal como 300 ng/ml o
mas, tal como 350 ng/ml o mas, tal como 400 ng/ml o mas, tal como 450 ng/ml o mas, tal como 500 ng/ml o mas y
tal como 550 ng/ml 0 mas.

Adicionalmente, la presente invencioén se refiere a un procedimiento de diagndstico, monitorizacion o determinacion
del riesgo de desarrollar insuficiencia renal aguda en un mamifero, en el que dicho procedimiento discrimina entre un
individuo que no tiene insuficiencia renal aguda y no esta en riesgo inmediato de desarrollar insuficiencia renal
aguda, y un individuo que puede tener insuficiencia renal aguda o estar en riesgo de desarrollar insuficiencia renal
aguda, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

i) determinar la concentracion de monémero de NGAL libre en una muestra de fluido corporal del mamifero y

ii) comparar dicha concentracion con un valor de corte predeterminado elegido para que una concentracion de
monomero de NGAL libre por debajo del valor de corte clasifique al mamifero por no tener y no estar en
riesgo inmediato de desarrollo de insuficiencia renal aguda.

En un ejemplo preferido, la etapa i) del procedimiento dado a conocer anteriormente no incluye el uso de
electroforesis en gel. En ejemplos particulares del procedimiento, el valor de corte para muestras de plasma
sanguineo o suero sanguineo puede ser un valor entre 600 ng/ml y 60 ng/ml, tal como 550 ng/ml o menos, tal como
500 ng/ml o menos, tal como 450 ng/ml o menos, tal como 400 ng/ml o menos, tal como 350 ng/ml o menos, tal
como 300 ng/ml o menos, tal como 250 ng/ml o menos, tal como 200 ng/ml o menos, tal como 150 ng/ml o menos,
tal como 120 ng/ml o menos, tal como 100 ng/ml o menos, tal como 90 ng/ml o menos, tal como 80 ng/ml o menos,
tal como 70 ng/ml o menos, tal como 65 ng/ml o menos; y el valor de corte para muestras de orina puede ser un
valor entre 600 ng/ml y 10 ng/ml, tal como 550 ng/ml o menos, tal como 500 ng/ml o menos, tal como 450 ng/ml o
menos, tal como 400 ng/ml o menos, tal como 350 ng/ml o menos, tal como 300 ng/ml o menos, tal como 250 ng/ml
0 menos, tal como 200 ng/ml o menos, tal como 150 ng/ml o menos, tal como 120 ng/ml o menos, tal como 100
ng/ml o menos, tal como 90 ng/ml o menos, tal como 80 ng/ml o menos, tal como 70 ng/ml o menos, tal como 60
ng/ml o menos, tal como 50 ng/ml o menos, tal como 40 ng/ml o menos, tal como 30 ng/ml o menos, tal como 20
ng/ml o menos y tal como 15 ng/ml 0 menos.

En una realizacién particular de la presente invencion, los procedimientos de monitorizacién anteriores comprenden
la etapa adicional de repetir las etapas i) y ii) una o mas veces, particularmente durante el transcurso de una
dolencia critica, después de un procedimiento médico o quirdrgico conocido por conllevar un riesgo de lesion renal o
después iniciar o completar un tratamiento de insuficiencia renal aguda.

Dichas etapas i) y ii) pueden repetirse en una realizacion particular dentro de 24 horas, por ejemplo dentro de 12
horas, tal como dentro de 6 horas, por ejemplo dentro de 3 horas, tal como dentro de 1 hora, por ejemplo dentro de
30 minutos o dentro de 15 minutos.

La practica del procedimiento requiere un procedimiento de medida que sea especifico de monémeros de NGAL
libres. En una realizacion preferida de la invencion, el procedimiento de medida es un ensayo de unién a ligando tal
como un ensayo inmunoquimico que use anticuerpos monoclonales especificos u otras moléculas de unién
especificas, aunque generadas para unirse especificamente a y medir la forma monomérica libre de NGAL, sin
medir las demas formas moleculares de NGAL. Se dan detalles de dicho procedimiento en el Ejemplo 4 siguiente.

A la inversa, en otro ejemplo, es también posible medir la concentracion de homodimero de NGAL en una muestra
de fluido corporal de un mamifero. Se dan detalles de dicho procedimiento en el Ejemplo 5 siguiente. La medida de
homodimeros de NGAL puede probarse util en el diagndstico de afecciones de otros 6rganos o tejidos que liberan
homodimeros de NGAL, tales como neutrdéfilos y una serie de epitelios no renales, incluyendo epitelios del tracto
respiratorio, el tracto gastrointestinal incluyendo el higado, y el tracto urogenital incluyendo la glandula mamaria. La
medida de homodimeros de NGAL puede ser relevante para la deteccion de inflamacién, tanto sistémica como
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localizada, y el diagnodstico de afecciones patoldgicas que afecten a células, tejidos u érganos de dichos tractos, o
incluso cualquier tipo celular, tejido u érgano que se encuentre que secreta homodimeros de NGAL

Es posible determinar las concentraciones tanto de monémero de NGAL libre por un lado como de homodimero de
NGAL mas oligbmeros superiores por otro lado en una muestra de fluido corporal mediante un ensayo combinado
que da ambos resultados de manera rapida y conveniente, sin requerir la separacion de las dos formas moleculares.
Esto se describe en el Ejemplo 6 siguiente. El monémero de NGAL libre, homodimero de NGAL y formas de mayor
tamano molecular de NGAL pueden analizarse también en una muestra separando estas formas mediante un
procedimiento de separacion de proteinas, después del cual se determina la cantidad de cada forma molecular
mediante uno de los procedimientos no especificos de medida de NGAL conocidos en la técnica anterior. Combinar
la medida de mondémero de NGAL libre y homodimero de NGAL mas oligbmeros superiores mediante un
procedimiento sin separacion con procedimientos establecidos de determinacion del complejo de NGAL/MMP-9 dara
un perfil razonablemente completo de las formas moleculares de NGAL presentes en la muestra, sin necesidad de
separacion de proteinas, por ejemplo, mediante analisis cromatografico. Este perfil de formas moleculares de NGAL
puede ser de uso diagndstico para identificar la afeccion de un érgano particular o enfermedades simultaneas que
afecten a o6rganos diferentes.

Un aspecto del analisis del perfil de formas moleculares de NGAL comprende determinar las concentraciones
absolutas de mondmero y homodimero de NGAL como se afirma anteriormente y calcular la relacion entre ellas. La
relacion obtenida en una muestra de un individuo dado puede usarse para distinguir entre patologias caracterizadas
por determinados intervalos de valores de la relacion de monémero: homodimero de NGAL. Por ejemplo, la relacion
de monoémero a homodimero de NGAL observada en plasma o suero en lesion renal aguda es superior a la unidad,
tal como un valor de 1,5 o mas, tal como 2 o mas, tal como 3 o mas, tal como 4 o mas, tal como 5 o mas y hasta 10
0 mas. La relacién de monémero a homodimero de NGAL observada en orina en lesion renal aguda esta también
muy por encima de la unidad, y es tipicamente mayor que en plasma, comprendiendo cualquier valor entre 2 y 100 o
mas, tal como 3 o mas, tal como 4 o mas, tal como 5 o mas, tal como 7 o mas, tal como 10 o mas, tal como 20 o
mas, tal como 30 o mas y tal como 50 o mas.

Es un procedimiento adicional de analisis del perfil de formas moleculares de NGAL determinar la concentracion de
una o mas de aquellas formas de NGAL que no estan complejadas con MMP-9 mediante los procedimientos aqui
dados a conocer y comparar esto con la concentracion de complejos de NGAL/MMP-9 determinada mediante otros
procedimientos. La relacion entre la concentracién de aquellas formas de NGAL que no estan complejadas con
MMP-9 y la concentracion de complejos de NGAL/MMP-9 puede calcularse. En plasma, suero u orina, estas
relaciones pueden oscilar desde valores muy por debajo de la unidad a cualquier valor por encima de la unidad en
diferentes afecciones patoldgicas. Se esperan relaciones bajas (por ejemplo, de menos de la unidad a un valor de 5)
en ciertas afecciones neoplasicas, y se esperan relaciones mayores (por ejemplo, por encima de 5) en trastornos no
neoplasicos. Es mas, en muchos casos no se detecta complejo de NGAL/MMP-9.

El principio general de la presente divulgacion es volver el uso de la determinacion de NGAL especifico de
diagnéstico para afecciones de diferentes 6rganos y tejidos explotando las diferencias especificas en las formas
moleculares de NGAL producidas por sus diferentes células de origen en respuesta a enfermedades o estimulos
dafinos. Un aspecto adicional de la presente divulgaciéon es que las diferencias en la glucosilacion de NGAL por
diferentes tipos de células o tejidos pueden explotarse también para diagnéstico para medir la NGAL originaria de un
tejido u 6rgano particular

Los procedimientos de la presente invencién son particularmente Utiles en pacientes ingresados en departamentos
de cuidados intensivos o criticos, y seran también Utiles en pacientes que, aunque no criticamente enfermos, hayan
padecido un ataque bien definido tal como una operacién quirirgica que pueda conducir a lesion isquémica del rifion
o se hayan expuesto a agentes nefrotoxicos tales como medios de contraste administrados por via intravenosa para
imagenologia de diagnodstico, o se hayan expuesto a agentes quimioterapéuticos nefrotdxicos. Los procedimientos
de la presente invencion son también particularmente Utiles para determinar el riesgo de desarrollar ARF debido a
lesion renal causada por isquemia, o debido a una complicacién de una enfermedad inflamatoria, infecciosa o
neoplasica, o cualquier causa que requiera cuidados intensivos o una intervencion quirdrgica, en particular cuando la
intervencion quirurgica pueda conducir a lesion isquémica del rifion. En estos casos, la identificacion temprana de
pacientes cuyos rifiones se hayan afectado por un proceso patolégico o un procedimiento médico o quirurgico y que
por lo tanto estén en riesgo de ARF puede permitir una intervencion mas temprana y mas intensiva para evitar el
desarrollo de ARF. Los procedimientos de la presente invenciéon son también utiles para diagnosticar y monitorizar
trastornos o lesiones de otros 6rganos, tejidos y tipos celulares que liberen un patrén diferente de formas
moleculares de NGAL que las liberadas por el rifion. Ademas, dichos procedimientos seran utiles para determinar el
dafo de drganos y tejidos debido a la lesion por causas fisicas o quimica externas o por exposicion a radiacion.

Los procedimientos de la presente invencién seran también utiles en medicina veterinaria, la investigacion de la
fisiopatologia renal en animales experimentales y el ensayo de candidatos a agentes terapéuticos o de diagndstico
para nefrotoxicidad en animales de laboratorio.

Es un aspecto adicional que el procedimiento puede usarse para monitorizar pacientes a lo largo del transcurso de
una dolencia o en diversos momentos después de una intervencién médica o quirtrgica que pueda aliviar la dolencia
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0 acarrear un riesgo de provocar dafio de 6rganos o tejidos. Los intervalos en que se toman muestras de fluidos
corporales para monitorizar pueden ser cortos, proporcionando por tanto la indicacion mas temprana posible del
dafo de 6rganos y permitiendo la institucién temprana de medidas preventivas o terapéuticas. La monitorizacion de
la concentracién plasmatica o urinaria de formas moleculares individuales de NGAL con este fin se lleva a cabo
preferiblemente a intervalos no superiores a 24 horas, y mas preferiblemente a intervalos mas cortos tales como de
16 o0 12 horas, mas preferiblemente de 9 o 6 horas, hasta un periodo sugerido de no mas de 3 horas, o incluso mas
corto tal como de 15 minutos o 30 minutos o 1 hora, por ejemplo si se sabe que ha ocurrido un ataque potencial, por
ejemplo, durante un procedimiento quirtirgico o médico.

La medida del monémero de NGAL libre u homodimero de NGAL en una muestra de fluido corporal, incluyendo pero
sin limitacion orina, plasma o suero, puede efectuarse mediante cualquier procedimiento que proporcione una
especificidad, sensibilidad y precision analiticas satisfactorias. Son procedimientos preferidos ensayos de unién que
usan una molécula de unién especifica de monémero de NGAL libre o una molécula de unién o combinacién de
moléculas de unién especificas de homodimero de NGAL, siendo todas dichas moléculas de unién capaces de
unirse a NGAL de la especie de mamifero de la que se obtienen las muestras. Dichas moléculas de union incluyen,
pero sin limitacion, anticuerpos monoclonales contra NGAL o moléculas de unién a NGAL especificas generadas por
otros medios.

En un procedimiento preferido, se usan anticuerpos monoclonales creados contra NGAL recombinante de la especie
de mamifero para analizar. El anticuerpo especifico de monémero de NGAL puede seleccionarse mediante diversos
procedimientos, describiéndose un ejemplo no limitante en el ejemplo 3 siguiente. Un anticuerpo se liga a un soporte
sélido para capturar NGAL de una muestra, tal como una muestra de orina, una muestra de plasma o suero
sanguineo, mientras que el otro, por ejemplo un anticuerpo especifico de la forma monomérica libre de NGAL, se
liga con un marcador tal como un complejo de tincion, fluoréforo, resto de detecciéon electroquimica, biotina o
enzima, que puede detectarse mediante cualquier de los muchos procedimientos conocidos por los especialistas en
la materia. El soporte solido puede ser, por ejemplo, una superficie de poliestireno o poli(cloruro de vinilo) para
ensayo de inmunosorcion ligado a enzima (ELISA), particulas de latex (poliestireno), particulas paramagnéticas, una
frita de filtro compuesta por particulas de polietileno comprimidas o una matriz porosa de nitrocelulosa, o incluso
cualquier soporte adecuado usado en analisis inmunoquimicos. Pueden usarse también particulas recubiertas con
moléculas que se unen especificamente a NGAL de la manera requerida por la especificidad de la forma molecular
del ensayo para determinar la concentracion de una forma molecular particular de NGAL en una muestra mediante
procedimientos turbidimétricos o nefelométricos potenciados con particulas, tanto efectuados manualmente como en
aparatos automatizados.

Un medio preferido para medir la NGAL de una muestra de orina o sangre incluye una tira reactiva, un ensayo de
flujo lateral (inmunocromatografico) o ensayo de minicolumna, que permite el analisis rapido cerca del sujeto de una
muestra. Sin embargo, como se entendera por los especialistas en la materia tras la lectura de esta divulgacion,
pueden usarse otros medios de medida de formas moleculares individuales de NGAL, incluyendo procedimientos
automatizados en laboratorios centralizados en que el aparato permite el acceso aleatorio de muestras para analisis
urgentes.

El procedimiento de la invencién no comprende una etapa quirurgica, terapéutica o diagndstico practicada en el
cuerpo humano.

La presente divulgacion cubre un procedimiento de seleccion de una molécula de unién, incluyendo un anticuerpo
monoclonal, que es capaz de unirse especificamente a monémero de NGAL, seleccionandose dicha molécula de
una serie de candidatas a moléculas de unién segun su capacidad de unirse a una preparacion de monémero de
NGAL y su incapacidad de unirse a homodimero de NGAL.

Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar adicionalmente la presente invencion.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Determinacion de las formas moleculares de NGAL presentes en muestras normales y de
pacientes

Se sometié un volumen de muestra (de plasma, suero, orina 0 NGAL humana recombinante), que contiene una
cantidad conocida de inmunorreactividad a NGAL humana determinada mediante una ELISA que detecta tanto las
formas monomérica como oligomerizadas de NGAL, a una cromatografia de exclusidon por tamafio molecular
(filtracién en gel). Se diluyo la muestra en tampén de columna (solucién salina tamponada con fosfato: PBS, pH 7,4)
y se aplico a una columna (1,6 cm x 60 cm) Superdex 200 prep-grade (GE Healthcare) equilibrada en el mismo
tampon. Se cargo la columna, se procesd mediante un aparato cromatografico GE Healthcare Akta y se recogieron
las fracciones. Se monitorizd la absorcion UV del eluido a 280 nm. Entre procesos, se lavo la columna y se
desinfectd segun las instrucciones del fabricante. Se determiné la inmunorreactividad a NGAL en las fracciones
mediante la misma ELISA. Se representaron los picos de inmunorreactividad a NGAL y se determiné la recuperacion
de la inmunorreactividad.

Se ilustra en la Figura 1 la cromatografia de exclusion por tamafio molecular de plasma de un paciente con ARF
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debido a necrosis tubular. Se observaron picos de absorcion UV correspondientes a macroglobulinas,
inmunoglobulinas y albumina plasmaticas y se usaron como marcadores de tamafio molecular aproximados. El
primer pico de inmunorreactividad a NGAL en aparecer fue un pico muy pequefio que aparece por el lado delantero
del pico de inmunoglobulina. Este contenia formas complejadas superiores de NGAL incluyendo complejo de NGAL-
MMP-9 y oligdmeros de NGAL superiores. Se confirmé su contenido de complejo de NGAL/MMP-9 mediante ELISA
de NGAL/MMP-9 (R&D Systems). Este pico contenia un 1,0 % de la inmunorreactividad a NGAL total que podia
asignarse a los picos cromatograficos. Aparecié una cantidad traza de homotrimero de NGAL antes y en el lado
delantero del pico de albumina y equivalia a un 0,8 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total. Aparecié un
pico mayor de inmunorreactividad a NGAL después del pico de albumina. Este correspondia al homodimero de
NGAL y contenia un 22,3 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total. Este fue seguido por un pico mucho
mayor de inmunorreactividad a NGAL correspondiente al monémero de NGAL libre y que contenia un 75,9 % de la
inmunorreactividad a NGAL asignable total. La separacion de estos dos ultimos picos confirmé que las formas
monomérica y dimérica de NGAL no estaban en equilibrio rapido entre si.

Se ilustra en la Figura 2 la cromatografia de exclusion por tamafio molecular de orina de otro paciente con ARF
debido a necrosis tubular. Esta mostraba un pico muy pequefio de homodimero de NGAL que contenia un 3,0 % de
la inmunorreactividad a NGAL asignable total, seguido de un pico muy grande de monomero de NGAL libre que
contenia un 97,0 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total. No se observé ningun pico correspondiente a
formas complejadas superiores de NGAL.

La cromatografia de exclusion por tamafio molecular de suero humano normal (Figura 3) produjo picos de formas
complejadas superiores de NGAL (24,1 % de la inmunorreactividad a NGAL asignable total), homotrimero de NGAL
(24,5 % de inmunorreactividad a NGAL asignable), homodimero de NGAL (33,1 % de inmunorreactividad a NGAL
asignable) y monémero de NGAL libre (18,3 % de inmunorreactividad a NGAL asignable).

Ejemplo 2: Preparacion de monémeros libres y homodimeros de NGAL humanos

Se aisla NGAL nativa o humana recombinante respectivamente de neutréfilos o sobrenadante de cultivo de células
procariéticas o eucariéticas, transformadas o transfectadas con un vector que codifica la secuencia aminoacidica de
NGAL humana, mediante técnicas de separacién de proteinas bien conocidas por los especialistas en la materia.
Tanto para NGAL nativa como recombinante humana, las preparaciones respectivas contienen tanto monémero de
NGAL libore como homodimero de NGAL. Las formas monomérica y homodimérica se separan mediante
cromatografia de intercambio idnico, y los picos que contienen respectivamente mondémero y homodimero se
identifican analizando muestras reducidas y no reducidas de los picos en electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS). Se reunen las fracciones que contienen monémero de NGAL y se usan dentro
de 1-4 dias, de modo que sea minima cualquier nueva formacién de dimero. Como alternativa, se trata la
combinacion con yodoacetamida o N-etilmaleimida para bloquear cualquier grupo sulfhidrilo libre y minimizar la
posibilidad de formacion de puentes disulfuro. Se dializa la solucién frente a tres cambios de PBS ajustado a pH 6,5
con acido clorhidrico y se almacena a 4 °C. Se retinen también las fracciones que contienen homodimeros de NGAL.
El homodimero es mas estable que el monémero, pero puede estabilizarse, si es necesario, tratandolo con un
exceso molar de 20 veces de ditiobis(propionato de sulfosuccinimidilo) (OTSSP; Pierce) como se describe por Yan
et al. (2001), antes de dializar y almacenar como anteriormente.

Ejemplo 3: Seleccion de anticuerpos monoclonales especificos de monémero de NGAL libre

Se criban mediante ELISA en sobrenadantes de hibridoma derivados de ratones Balb-C inmunizados con NGAL
humana recombinante, principalmente en forma monomeérica, anticuerpos capaces de unirse a NGAL humana
recombinante recubierta. Se vuelven a cribar los anticuerpos de los pocillos positivos frente a i) monémero de NGAL
humana ligeramente biotinilada unido a una capa de estreptavidina y ii) dimero de NGAL humana ligeramente
biotinilada unido a la misma capa. Se seleccionan solo aquellos sobrenadantes que muestran unién de anticuerpo al
monoémero y no al dimero. Se supone que estos anticuerpos se unen a NGAL humana en un epitopo que esta
blogueado por la formacién de dimero.

Como alternativa, puede llevarse a cabo la inmunizacién con un portador ligado a un péptido sintético con una
secuencia idéntica o estrechamente relacionada con la de una porcién de la cadena proteica de NGAL humana,
incluyendo dicha secuencia el residuo de cisteinilo en posicion 87 de la proteina madura, que se cree que participa
en la formacion de homodimero de NGAL, seguido de un procedimiento de cribado similar al descrito anteriormente.

Ejemplo 4: ELISA de sandwich especifico de monémero de NGAL libre

Se recubren los pocillos de ELISA con un anticuerpo monoclonal de NGAL que es capaz de unirse tanto a
monoémeros como a dimeros. Después de la aplicacién de muestra y lavado, se detecta el monémero de NGAL
unido mediante un anticuerpo monoclonal seleccionado segun el ejemplo 3 por ser especifico del monémero de
NGAL y estar apropiadamente marcado para permitir una deteccion sensible.

Como alternativa, se recubren los pocillos de ELISA con un anticuerpo monoclonal seleccionado segun el ejemplo 3

por ser especifico de monémero de NGAL, y se detecta el monémero de NGAL unido mediante otro anticuerpo

monoclonal marcado de NGAL que es capaz de unirse a mondémero de NGAL unido al anticuerpo especifico de
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monoémero.

Los procedimientos indicados pueden realizarse en un kit o dispositivo para medir el monémero de NGAL libre,
comprendiendo dicho kit o dispositivo un soporte sélido y anticuerpos monoclonales u otras moléculas de unién
seleccionadas segun los principios anteriores.

Ejemplo 5: ELISA DE sandwich especifico de homodimero de NGAL y oligémeros superiores

Se recubren los pocillos de ELISA con un anticuerpo monoclonal de NGAL que es capaz de unirse tanto a
monoémeros como a dimeros. Después de la aplicacién de muestra y lavado, se detecta el monémero de NGAL
unido mediante el mismo anticuerpo monoclonal, que se ha marcado apropiadamente para permitir una deteccién
sensible. El hecho de usar el mismo anticuerpo para captura y deteccion significa que las formas de NGAL daran
sefial solo si contienen dos o mas copias del epitopo idéntico en posiciones suficientemente alejadas entre asi para
permitir la unién simultanea del mismo anticuerpo. Esto hace al ensayo especifico de homodimeros y oligdmeros
superiores de NGAL.

No es esencial que los dos anticuerpos monoclonales usados sean idénticos. También es posible encontrar pares de
anticuerpos diferentes cuyos epitopos, aunque no idénticos, estén dispuestos en la molécula de NGAL de modo que
cualquier unién del segundo anticuerpo al monémero de NGAL esté bloqueada por la unién del primer anticuerpo al
monomero de NGAL.

Los procedimientos indicados pueden realizarse en un kit o dispositivo para medir homodimero de NGAL vy
oligémeros superiores, comprendiendo dicho kit o dispositivo un soporte sélido y anticuerpos monoclonales u otras
moléculas de union seleccionadas segun los principios anteriores.

Ejemplo 6: ELISA de sandwich que permite la medida paralela tanto de monémero de NGAL como
homodimero de NGAL mas oligémeros superiores

Se recubren los pocillos de ELISA con un anticuerpo monoclonal de NGAL que es capaz de unirse tanto a
monoémeros como a dimeros. Después de la aplicacién de muestra y lavado, se detecta el monémero de NGAL
unido mediante un anticuerpo monoclonal seleccionado segun el ejemplo 3 por ser especifico de monémero de
NGAL y estar apropiadamente marcado para permitir una deteccion sensible. En pocillos paralelos en los que se ha
aplicado la misma muestra, se detectan homodimero de NGAL unido y oligémeros superiores como en el ejemplo 5
con una forma marcada del mismo anticuerpo que el usado para el recubrimiento de pocillos u otro anticuerpo cuya
unién al monémero de NGAL esté bloqueada por la unién previa al anticuerpo de recubrimiento.

Los procedimientos indicados pueden realizarse en un kit o dispositivo para la medida paralela tanto de monémero
de NGAL libre como homodimero de NGAL mas oligdmeros superiores, comprendiendo dicho kit o dispositivo un
soporte solido y anticuerpos monoclonales u otras moléculas de unidn seleccionadas segun los principios anteriores.

Ejemplo 7: ELISA de sandwich para medir la suma de monémero de NGAL libre y homodimero de NGAL

No se han dado a conocer las reactividades de ELISA de NGAL existentes con las formas monomérica,
homodimérica y homooligomérica superior de NGAL. Los anticuerpos policlonales de NGAL reaccionan con todas
las formas moleculares de NGAL, y la mayoria de anticuerpos monoclonales de NGAL reaccionan también tanto con
la forma monomérica como dimérica. Las combinaciones de anticuerpos adecuados para las ELISA especificas
descritas en los ejemplos 4 y 5 requieren una seleccion especial. Por lo tanto, ha de esperarse que la mayoria de
ELISA de NGAL existentes reaccione en cierta medida con cada una de dichas formas moleculares. Al usar las
preparaciones de monémeros de NGAL libres y homodimeros de NGAL descritas en el ejemplo 2, es posible
caracterizar pares de anticuerpos monoclonales de NGAL en términos de su cuantificacion de estas dos formas
moleculares de NGAL como se describe en a) y b) a continuacion.

a) Se recubren los pocillos de ELISA con un primer anticuerpo monoclonal de NGAL que es capaz de unirse
tanto a mondmeros como a homodimeros de NGAL. Después de la aplicacion de muestra y lavado, se detecta la
NGAL unida mediante un segundo anticuerpo monoclonal que es también capaz de unirse a monémeros y
homodimeros de NGAL y que se ha marcado apropiadamente para permitir una deteccion sensible. Se ensayan
diferentes pares de primer y segundo anticuerpos con muestras que contienen preparaciones purificadas de
monoémero de NGAL y homodimero de NGAL, respectivamente, a concentraciones conocidas. Se seleccionan pares
de primer y segundo anticuerpos que dan la misma sefial para una concentracion masica dada de NGAL
independientemente de si esta en forma monomérica o dimérica. Esto implica que los epitopos de dichos pares de
anticuerpo estan dispuestos en la cadena proteica de NGAL de modo que permitan la unién del segundo anticuerpo
a cada subunidad de NGAL cuando los monémeros o dimeros de NGAL se unen al primer anticuerpo. El ensayo
resultante dara el mismo resultado para una concentracién masica dada de NGAL independientemente de su
contenido relativo de monémero y dimero. Ignorando la pequefa posible contribuciéon de oligdmeros superiores de
NGAL, cuya reactividad en el ensayo no se ha cuantificado, una ELISA de sandwich de este tipo puede denominarse
libremente ELISA de NGAL “total”.

b) También es posible seleccionar pares de primer y segundo anticuerpos que dan la misma sefal para una
11
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molécula dimérica de NGAL que para una molécula monomérica. En este caso, la sefial obtenida no es proporcional
a la concentracion masica de NGAL, sino a la concentracion molar de monémeros y dimeros de NGAL. Esto implica
que los epitopos de dichos pares de anticuerpos estan dispuestos en la cadena proteica de NGAL de tal modo que
la dimerizacion de los bloques de NGAL evita la union del segundo anticuerpo a ambas subunidades del dimero.
Una ELISA de sandwich de este tipo muestra una selectividad moderada por monémeros de NGAL en términos de
concentracion masica, ya que se necesita dos veces la masa de dimero para dar la misma sefal que una masa
dada de mondémero.

Ejemplo 8: Ensayo de tira reactiva de NGAL para monémero de NGAL libre

Se recubre el area analitica de una tira reactiva compuesta por una superficie de poliestireno con un anticuerpo
monoclonal de captura capaz de unirse a formas tanto monomérica como homodimérica de NGAL humana. Se
afade una alicuota de la muestra diluida centrifugada a una solucién de anticuerpo de detecciéon marcado
enzimaticamente especifico de mondmero de NGAL libre en el primer tubo, en el que se sumerge la tira reactiva. Se
unen los complejos de anticuerpo de deteccion marcado enzimaticamente con NGAL a la tira reactiva, que se lava
entonces con agua del grifo y se pone en una solucién de sustrato cromogénico en un segundo tubo. EI color
desarrollado en la solucion de sustrato dentro de un tiempo dado se lee visualmente y se compara con una tabla de
intensidades de color, que indica la concentracion de NGAL en la muestra de orina, o en un colorimetro sencillo que
puede programarse, por ejemplo, para indicar la concentracion de NGAL directamente.

Ejemplo 9: Dispositivo de flujo lateral para medir NGAL monomérica libre

Se recubre un dispositivo de flujo lateral compuesto por una tira de nitrocelulosa porosa u otro material con canales
capaces de promover la migracion de liquido por fuerzas capilares cerca de su extremo distal con un anticuerpo de
captura capaz de unirse tanto a formas monomérica como dimérica de NGAL, aplicandose dicho anticuerpo como
una banda transversal. Se dispone una banda transversal adicional de anticuerpo contra anticuerpos de la especie
de la que deriva el anticuerpo de deteccion distalmente a la banda de anticuerpo de captura, y sirve como control del
funcionamiento de la tira. El extremo proximal de la tira contiene el anticuerpo de deteccion especifico del monémero
de NGAL adsorbido o ligado con particulas de poliestireno marcadas o particulas del complejo de tincion. Cuando se
aplica una alicuota de la muestra centrifugada o filtrada al extremo proximal de la tira, las particulas marcadas
enlazadas con el anticuerpo de deteccion viajan a lo largo de la tira por atraccion capilar. Cuando alcanzan la banda
de anticuerpo de captura, solo se retendran aquellas particulas que tengan monémero de NGAL unido en la
muestra, dando lugar a una banda detectable. Las particulas que alcancen la banda de control de anticuerpo contra
el anticuerpo de deteccién produciran una banda detectable se hayan unido o no a cualquier NGAL. La intensidad de
las bandas marcadas puede leerse visualmente en el caso de particulas coloreadas o mediante el dispositivo de
deteccion apropiado para el marcador usado. Se indica un resultado positivo por el desarrollo de color o la
acumulacion de marcador en ambas bandas, mientras que se indica un resultado negativo por el desarrollo de color
u otro marcador solo en la banda de control. La falta de desarrollo de color u otro marcador en la banda de control
indica un funcionamiento de tira inadecuado. La sensibilidad del ensayo puede regularse mediante la dilucion de la
muestra aplicada, que se ajusta de modo que solo las concentraciones de monémero de NGAL superiores a valores
de corte determinados den lugar a un resultado positivo. La sensibilidad del ensayo puede ajustarse también ligando
el anticuerpo de deteccidon con una mezcla de particulas marcadas y no marcadas. Los lotes de tiras pueden
precalibrarse y dotarse con un cédigo de calibracién que pueda leerse por el dispositivo de deteccion, de modo que
pueda leerse del dispositivo un resultado cuantitativo o semicuantitativo. Son posibles muchas variaciones de los
aspectos individuales de esta tecnologia de flujo lateral, como es conocido por los especialistas en la materia.

Ejemplo 10: Ensayo de minicolumna para monémero de NGAL libre

Una minicolumna contiene una frita compuesta por particulas de polietileno comprimidas que permiten el paso de
fluido y células. Se recubre la frita con un anticuerpo de captura contra NGAL humana que puede unirse tanto a
monoémeros como a dimeros de NGAL. Se incorpora la minicolumna a un dispositivo que, mediante un manejo
automatizado de liquidos, permite aplicar la muestra diluida a un caudal y volumen fijos, seguido de un anticuerpo de
deteccion complejado con tinte que es especifico de mondmero de NGAL libre. Después del paso de la solucion de
lavado, se lee la intensidad de color de la frita mediante fotometria de difusiéon de luz. Se precalibran los lotes de
fritas y se dotan las minicolumnas con un codigo de calibracién que pueda leerse por el dispositivo, de modo que
pueda exhibirse un resultado cuantitativo por el instrumento sin necesidad de calibracién previa con patrones.

Ejemplo 11: Comparacion del rendimiento de diagnéstico con respecto a lesion renal aguda de medir
monomero de NGAL, homodimero de NGAL y NGAL “total” en muestras plasmaticas

Se seleccionaron muestras de plasma con EDTA de 38 pacientes ingresados en una unidad de cuidados intensivos,
19 de los cuales se diagnostico clinica y bioquimicamente que tenian lesién renal aguda, no mostrando el resto de
pacientes evidencias de dicha lesion. Se volvieron a ensayar en las muestras que habian mostrado anteriormente la
mayor concentracion de NGAL para cada paciente medida segun el ejemplo 7b) el homodimero de NGAL segun el
ejemplo 5 y la NGAL “total” segun el ejemplo 7a), a partir de los cuales pudo calcularse también la concentracion de
monomero de NGAL. Se muestran en la Figura 4 las curvas caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los
valores de monémero, dimero y “total” de NGAL.
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Se obtuvo el mejor rendimiento con respecto al diagnostico de lesion renal aguda con los valores de monémero de
NGAL, siendo el area bajo la curva (AUC) 0,853 y siendo la sensibilidad y especificidad de diagnostico ambas de 84
% usando un valor de corte de 450 ng/ml. El rendimiento de diagnostico de los valores de NGAL “total” era inferior
(AUC 0,812, sensibilidad 74 % y especificidad 89 % a un valor de corte de 580 ng/ml). El rendimiento de diagnéstico
de los valores de dimero de NGAL era muy bajo (AUC 0,609) hasta el punto de no contribuir al diagnéstico de lesién
renal aguda. Ademas, los resultados de homodimero de NGAL no mostraron una correlacion significativa con los
resultados de monémero de NGAL. Estos hallazgos indican que los niveles plasmaticos de NGAL, pero no aquellos
de homodimero de NGAL, se relacionan con la presencia o ausencia de lesion renal aguda en estos pacientes.

El valor de corte de 450 ng/ml como concentracion plasmatica de mondmero de NGAL que ha de superarse para
conseguir una alta especificidad de diagnéstico para lesion renal aguda en este pequefio grupo de compuestos no
es necesariamente representativo de los valores de corte apropiados para otros grupos de pacientes. El presente
grupo de pacientes se caracterizaba por la aparicidon en casi cualquier paciente de afecciones simultaneas graves
conocidas por estar asociadas a la liberacion no renal de NGAL, tales como infeccion aguda incluyendo sepsis,
inflamacion sistémica y adenocarcinomas. Esto eleva el valor de corte apropiado para el diagndstico de lesion renal
aguda a un valor alto, posiblemente el valor mas alto que es probable encontrar en cualquier grupo de pacientes.
Otros grupos de pacientes pueden consistir en individuos que tienen pocas o ninguna afeccion simultaneas que
influyan en los niveles de NGAL pero que, por ejemplo, puedan ponerse en riesgo de lesion renal aguda por
intervenciones quirirgicas opcionales que implican derivacion cardiopulmonar. En dichos grupos, los valores de
corte para la concentracién de monémero de NGAL en plasma por encima de los cuales la concentracion es
diagndstica de lesion renal aguda pueden aproximarse al limite superior del intervalo normal, aproximadamente 60
ng/ml para monémero de NGAL. Con respecto a las concentraciones en orina, los valores de corte de la
concentracion de monémero de NGAL que pueden ser diagnosticos de lesion renal aguda pueden aproximarse
también, por la misma razoén, al limite superior normal, aproximadamente 12 ng/ml.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diagndstico, monitorizacion o valoracion de la gravedad de una lesion, enfermedad o
trastorno renal mediante la medida de la concentracion de mondmero de lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrdfilo (NGAL) libre, mediante un procedimiento que es especifico o selectivo de la forma monomérica libre, en
una muestra de fluido corporal del individuo humano y comparacion de dicha concentracion con el intervalo de
concentraciones de dicha forma molecular individual que ocurre en individuos que se sabe no estan afectados por
dicho trastorno o lesiéon renal, con lo que una desviacion de la concentracién de dicho intervalo determina la
presencia de trastorno o lesién renal.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 de diagndstico, monitorizacion o valoracion de la gravedad de
una lesion, enfermedad o trastorno renal que ha conducido a insuficiencia renal aguda, o que significa un riesgo
inmediato de desarrollo de insuficiencia renal aguda en un individuo humano, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas de

i) determinacion de la concentracion de monémero de NGAL libre en una muestra de fluido corporal del
individuo humano y

ii) comparacion de dicho valor de concentracion con un valor de corte determinado a partir del intervalo de
concentraciones de monémero de NGAL libre en otros individuos humanos que no muestran evidencias de
lesion, enfermedad o trastorno renal, de modo que un valor mayor que el valor de corte indica la presencia
de dicha lesiéon, enfermedad o trastorno renal.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 de diagndstico, monitorizacion o determinacion del riesgo de
desarrollar insuficiencia renal aguda en un individuo humano, en el que dicho procedimiento discrimina entre un
individuo que no tiene insuficiencia renal aguda y no esta en riesgo inmediato de desarrollar insuficiencia renal
aguda y un individuo que puede tener insuficiencia renal aguda o estar en riesgo de desarrollar insuficiencia renal
aguda, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

i) determinacion de la concentracion de monémero de NGAL libre en una muestra de fluido corporal del
individuo humano y

ii) comparacion de dicho valor de concentracion con un valor de corte predeterminado elegido de tal modo que
una concentracion de monémero de NGAL libre por debajo del valor de corte clasifique al individuo humano
por no tener y no estar en riesgo inmediato de desarrollar insuficiencia renal aguda.

4. El procedimiento de las reivindicaciones 2 y 3, que comprende la etapa adicional de repetir las etapas i) y ii)
de dichas reivindicaciones una o mas veces o que comprende la etapa adicional de repetir las etapas i) y ii) de la
reivindicacion 2 o 3 dentro de 24 horas, por ejemplo, dentro de 12 horas, tal como dentro de 6 horas, por ejemplo
dentro de 3 horas, tal como dentro de 1 hora, por ejemplo dentro de 30 minutos o dentro de 15 minutos, o que
comprende la etapa adicional de repetir las etapas i) y ii) de la reivindicacion 2 o 3 después de iniciar o completar un
tratamiento de insuficiencia renal aguda.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la lesion renal o el riesgo de
desarrollar insuficiencia renal aguda es debida a isquemia, o es debida a una complicaciéon de una enfermedad
inflamatoria, infecciosa o neoplasica, o es debida a una dolencia critica de cualquier causa que requiera cuidados
intensivos, o es debida a una intervencion quirdrgica, o es debida a la administracion de un agente nefrotdxico.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la lesién es debida a causas fisicas o
quimicas externas o es debida a exposicion a radiacion.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el fluido corporal es plasma
sanguineo o suero sanguineo u orina.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la NGAL monomeérica libre se
mide mediante una molécula que se une especificamente a monémero de NGAL libre y no a formas complejadas de
NGAL en individuos humanos.
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