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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la deteccién y diagnéstico de enfermedad renal y enfermedad periodontal
Antecedentes

La enfermedad renal se asocia con un mayor consumo de agua, miccién frecuente, disminucién del apetito, pérdida
de peso y atrofia muscular. Generalmente, cuando se desarrollan los sintomas clinicos de la enfermedad renal, ya se
ha producido un dafio del rifién irreparable. La deteccion temprana permite un tratamiento mas temprano y, a su vez,
ralentiza la progresion de la enfermedad. El tratamiento actual incluye dialisis y una dieta baja en fésforo y proteinas.
La deteccion temprana es crucial para mejorar la esperanza y la calidad de vida.

En los mamiferos, la progresion de la enfermedad renal se divide en cinco niveles. Los métodos actuales para detectar
la enfermedad renal en mamiferos, por ejemplo, caninos, incluyen ultrasonido del rifién, biopsia o medicién de los
niveles de proteina/creatinina en orina. La biopsia es invasiva y la medicion de la creatinina no es precisa hasta el
estadio tres de la insuficiencia renal, que es después de que se ha producido un dafio del tejido significativo. Se
necesitan en la técnica métodos para detectar la enfermedad renal en estadios mas tempranos para poder detener la
progresion de la enfermedad.

Compendio

Una realizacién proporciona un método para detectar polipéptidos de Cistatina B ("Cys B"} en una muestra. El método
comprende poner en contacto la muestra con uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas
polipéptidos que consisten en (0 que comprenden) SEQ ID NO 11 en condiciones adecuadas para la formacién de
complejos de los polipéptidos de Cistatina B y el uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas
polipéptidos que consisten en (o0 que comprenden) SEQ ID NO: 11. Se detectan complejos de polipéptidos de Cistatina
B y los uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en (0 que
comprenden) SEQ ID NO: 11.

Otra realizacién proporciona un método para diagnosticar una enfermedad renal en un sujeto. El método comprende
determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de polipéptidos
de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o més polipéptidos
que consisten (o0 que comprenden) en SEQ ID NO: 11

La cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una muestra de control o estandar de control,
en donde niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparada con la muestra de control o
estandar de control son una indicacion de enfermedad renal.

La afeccion de la enfermedad puede ser una lesion de rifion aguda o una lesion de rifién activa en un paciente con
enfermedad de rifién cronica, lesién de rifién aguda, lesion de rifidn activa, enfermedad de rifién crénica progresiva,
enfermedad periodontal, infecciones del tracto urinario superior, enfermedad del rifibn o una combinacion de las
mismas.

Aln otra realizacién proporciona un método para diagnosticar una enfermedad periodontal en un sujeto. El método
comprende determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de
polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas
polipéptidos que consisten en (0 que comprenden) SEQ ID NO: 11

La cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una muestra de control o estandar de control,
en donde los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de control o
estandar de control son una indicacién de una enfermedad periodontal en el sujeto.

Otra realizacion proporciona un método para diferenciar las infecciones del tracto urinario superior de las infecciones
del tracto urinario inferior. El método comprende determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra
del sujeto, en donde la cantidad de polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se
unen especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en (o que comprenden) SEQ ID NO: 11. La cantidad
de polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una muestra de control o estandar de control, en donde
los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de control o estandar de
control son una indicacion de una infeccién del tracto urinario superior en el sujeto.

Otra realizacién proporciona un método para diferenciar una lesion del rifién aguda de las infecciones del tracto urinario
inferior. EI método comprende (a) determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en
donde la cantidad de polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se unen
especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11 y (b) comparar la cantidad de polipéptidos
de Cistatina B en la muestra con una muestra de control o estandar de control, en donde los niveles elevados de
polipéptidos de Cistatina B en la muestra en comparacion con la muestra de control o estandar de control son una
indicacion de lesién de rifién aguda en el sujeto.
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En una realizacién, la enfermedad renal puede ser provocada por una enfermedad del rifién crénica, una lesién del
rifidn aguda o una infeccién bacteriana. En una realizacién, la enfermedad renal, la enfermedad del rifién crénica o la
lesién del rifién aguda no son provocadas por cancer. La infeccién bacteriana puede ser provocada por Anaplasma
sp., Ehrlichia sp., Leptospira sp., Escherichia sp. o Borrelia sp. La cantidad de polipéptidos de Cistatina B se puede
determinar detectando los complejos de polipéptidos de Cistatina B y uno o mas anticuerpos especificos para uno o
mas polipéptidos que consisten en (0 que comprenden) SEQ ID NO: 11.

En una realizacion, los complejos de polipéptidos de Cistatina B y uno o mas anticuerpos especificos para uno o mas
polipéptidos que consisten en (0 que comprenden) SEQ ID NO: 11 se pueden poner en contacto con un agente
indicador antes de la deteccién. Los uno o mas anticuerpos pueden unirse especificamente a uno o mas polipéptidos
que consisten en (o0 que comprenden) SEQ ID NO: 11.

En una realizacién, el sujeto puede ser un animal no humano y la muestra puede ser sangre, suero, plasma, orina,
saliva, placa, liquido crevicular, biopsia gingival o hisopo de lengua.

En una realizacién, los polipéptidos de Cistatina B o una cantidad de polipéptidos de Cistatina B se pueden determinar
mediante un inmunoensayo, un inmunoensayo competitivo, un inmunoensayo tipo sandwich, un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radicinmunoensayo (RIA), un inmunoensayo turbidimétrico, un
inmunoensayo turbidimétrico potenciado con particulas, o un ensayo de transferencia de Western,

Aln otra realizacién proporciona un anticuerpo aislado que se une especificamente a uno o mas polipéptidos que
consisten en (o que comprenden) SEQ ID NO: 11. El anticuerpo aislado se puede liofilizar; conjugar con un marcador;
inmovilizar en un soporte sélido; unir especificamente a un polipéptido que consiste en (0 que comprende) SEQ ID
NO: 11 o inmovilizar en un soporte solido y unirse especificamente a un polipéptido que consiste en (0 que comprende)
SEQ ID NO: 11.

En una realizacién, los anticuerpos pueden inmovilizarse en un soporte sé6lido y pueden conjugarse con uno 0 mas
marcadores.

Otra realizacidén mas proporciona un kit para diagnosticar una enfermedad del rifién, lesion del rifion aguda o lesion
del rifidn activa en un paciente con enfermedad del rifién crénica, lesion del rifidn activa, enfermedad del rifién cronica
progresiva, lesion del rifibn aguda, infeccién del tracto urinario superior o enfermedad periodontal. El kit puede
comprender uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en (o que
comprenden) SEQ ID NO: 11 y uno o mas reactivos que facilitan la unién de uno o mas anticuerpos a los polipéptidos
de Cistatina B presentes en una muestra del sujeto.

Otra realizacion proporciona uno o mas polipéptidos aislados que consisten en (o0 que comprenden) SEQ ID NO:11.
Los polipéptidos pueden liofilizarse; conjugarse con un marcador; inmovilizarse en un soporte solido; o unirse
especificamente a uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en (o
que comprenden) SEQ ID NO: 11.

Otra realizacién mas proporciona un método para diagnosticar una enfermedad renal en un sujeto mamifero, tal como
un sujeto humano, canino o felino. El método comprende (a) determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en
una muestra (por ejemplo, orina, sangre, plasma, suero, células, tejido); y (b) comparar la cantidad de polipéptidos de
Cistatina B en la muestra con una muestra de control o estandar de control, en donde niveles elevados de polipéptidos
de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de control o estandar de control son una indicacién de
enfermedad renal. La cantidad de polipéptidos de Cistatina B se puede determinar usando un anticuerpo aislado que
se une especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en (0 que comprenden) SEQ ID NO: 11. La
enfermedad renal en el mamifero puede ser, por ejemplo, lesién del rifién aguda o enfermedad del rifibn activa en un
paciente con enfermedad del rifién crénica, enfermedad del rifién crénica, enfermedad del rifién cronica progresiva,
lesion del rifidon aguda, lesién del rifién activa, infecciones del tracto urinario superior o infeccién bacteriana de los
rifiones. En una realizacion, la enfermedad renal no es cancer o cancer renal.

Una realizacién proporciona un inmunocomplejo que comprende (i) uno o mas anticuerpos aislados que se unen
especificamente a uno 0 mas polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11 y (ii) uno 0 mas polipéptidos que se unen
especificamente a uno 0 mas anticuerpos aislados. Los uno o mas polipéptidos pueden ser, por ejemplo, SEQ ID NO:
11. Un inmunocomplejo es un complejo formado entre un antigeno (tal como un polipéptido) y un anticuerpo. El
inmunocomplejo puede inmovilizarse en un soporte sélido.

Las realizaciones especificas resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion mas detallada de ciertas
realizaciones preferidas y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el epitelio tubular normal, la alteracién celular y la muerte celular en las células epiteliales del
tibulo proximal.

La Figura 2 muestra el analisis de transferencia de Western de Cistatina B en presencia de proteina Cistatina C.
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La Figura 3 muestra una curva estandar obtenida con el ensayo ELISA de Cys B utilizando Cistatina B canina nativa
(lisado de MDCK).

La Figura 4 muestra un andlisis ELISA de Cys B de suero y orina de un modelo canino de gentamicina.

La Figura 5 muestra un analisis ELISA de Cys B de orina de perros que acudieron a una clinica con lesion del rifién
activa inducida por inflamacién o isquemia.

Los paneles A y B de la Figura 6 muestran los intervalos de referencia caninos y felinos.

Los paneles A y B de la Figura 7 muestran que los niveles de Cistatina B en orina y suero aumentaron
significativamente en pacientes diagnosticados con AKI en comparacién con perros sanos y pacientes con CDK.

La Figura 8 muestra los niveles de Cistatina B en pacientes sanos y con infeccién del tracto urinario inferior.

La Figura 9 muestra la deteccion de polipéptidos de Cys B en muestras de AKI canina, muestras de CKD humana y
muestras de control negativo canino.

La Figura 10 muestra los valores de Cys B en suero de caninos sanos.

Estos y otros objetivos y caracteristicas se entenderan mejor a partir de la siguiente descripcién detallada tomada junto
con los dibujos en donde:

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencion se describe mas particularmente a continuacion y los Ejemplos expuestos en la presente memoria
pretenden ser Unicamente ilustrativos, ya que numerosas modificaciones y variaciones de los mismos resultaran
evidentes para los expertos en la técnica. Tal y como se utiliza en la descripcion de la presente memoria y a través de
las reivindicaciones siguientes, el significado de "un", "una"y "el" incluyen referencias plurales a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. El término "aproximadamente" junto con un valor numérico significa que el valor varia
hacia arriba 0 hacia abajo en un 5%. Por ejemplo, para un valor de aproximadamente 100, significa entre 95y 105 (o

cualquier valor entre 95 y 105).

Los términos utilizados en la especificacién generalmente tienen sus significados habituales en la técnica, dentro del
contexto de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria, y en el contexto especifico donde se
utiliza cada término. Algunos términos se han definido mas especificamente a continuacion para proporcionar
orientacién adicional al profesional con respecto a la descripcion de las composiciones y métodos.

Las composiciones y métodos descritos en la presente memoria se pueden usar para pronosticar, diagnosticar y
controlar la progresion de varias enfermedades y afecciones, incluyendo, por ejemplo, enfermedad del rifién, lesién
del rifién aguda o lesion del rifidn activa en un paciente con enfermedad del rifién crénica, enfermedad del rifién crénica
progresiva, enfermedad del rifion aguda, lesion del rifién activa, infecciones del tracto urinario superior y enfermedad
periodontal. La enfermedad del rifién incluye cualquier afeccion de la enfermedad que dé como resultado (1) una
disminucién de la funcion del rifidn en comparacion con sujetos sanos; o (2) dafio fisico a los rifiones; o (3) ambos. En
una realizacion, la enfermedad del rifibn no incluye cancer o no incluye cancer renal. Los marcadores de cancer,
incluyendo el cancer renal, pueden ser diferentes de los de la lesién del rifién aguda o lesién del rifién activa en un
paciente con enfermedad del rifién cronica, enfermedad del rifién crénica, enfermedad del rifidn crénica progresiva,
lesion del rifién activa, lesion del rifion aguda, infecciones del tracto urinario superior o enfermedad periodontal. En
una realizacion, la lesion del rifién aguda en un paciente con enfermedad del rifién cronica, enfermedad del rifién
crénica progresiva, lesion del rifion activa, lesién del rifién aguda, infecciones del tracto urinario superior o enfermedad
periodontal no incluye cancer o no incluye cancer renal.

La enfermedad del rifion cronica (CKD) es una afeccién caracterizada por una pérdida gradual de la funcién del rifién
a lo largo del tiempo. La CKD también se conoce como enfermedad renal crénica. La CKD no incluye cancer de rifién,
carcinoma de células renales, cancer de vejiga u otros canceres. A medida que la CKD empeora, los desechos pueden
acumularse hasta niveles elevados en la sangre y puede producirse presion arterial alta, anemia, huesos débiles, mala
salud nutricional y dafio en los nervios. La CKD aumenta el riesgo de enfermedades del corazéon y de los vasos
sanguineos y, eventualmente, puede provocar insuficiencia del rifibn. La CKD puede ser provocada por diabetes,
presion arterial alta y otros trastornos. La deteccion y el tratamiento tempranos a menudo pueden evitar que la
enfermedad empeore.

Los estadios de la CKD en caninos como se establece por la International Renal Interest Society se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1
Concentracion de CKD sin azotemia Azotemia renal Azotemia renal Azotemia renal
creatinina en suero en estadio | leve en estadio | moderada en estadio Il grave en estadio IV
mg/dL <1,4 1,4-2,0 2,1-5,0 >5,0
Mmol/L <125 125-179 180-439 >440

Los estadios de la CKD en felinos como se establece por la International Renal Interest Society se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2
Concentracion de CKD sin azotemia Azotemia renal Azotemia renal Azotemia renal
creatinina en suero en estadio | leve en estadio | moderada en estadio Il grave en estadio IV
mg/dL <1,6 1,6-2,8 2,0-5,0 >5,0
Mmol/L <140 140-250 251-440 >440

Los métodos descritos en la presente memoria pueden detectar lesion del rifidn aguda o lesion del rifién activa en la
CKD en estadio 1, 2, 3 0 4. En una realizacién, los métodos pueden detectar lesion del rifion aguda o lesién del rifidn
activa en la CKD en estadio 1, 2, 3 o0 4 antes de que los ensayos de creatinina puedan detectar lesion del rifidn aguda
o lesién del rifién activa en la CKD en estadio 1, 2, 3 0 4.

La enfermedad del rifidn en humanos se clasifica segun la tasa de filtracion glomerular (GFR). Para calcular una GFR
se utiliza una férmula que utiliza la edad, la raza, el sexo de la persona y su creatinina sérica. A continuacién se
muestran los cinco estadios de la CKD y la GFR para cada estadio:

¢ Estadio 1 con GFR normal o alta (GFR > 90 mL/min})
e Estadio 2 CKD leve (GFR = 60-89 mL/min)

e Estadio 3A CKD moderada (GFR = 45-59 mL/min)

e Estadio 3B CKD moderada (GFR = 30-44 mL/min)

¢ Estadio 4 CKD grave (GFR = 15-29 mL/min)

¢ Estadio 5 CKD en estadio terminal (GFR <15 mL/min})

Los métodos descritos en la presente memoria pueden detectar lesién de rifién aguda o lesién del rifidn activa en
humanos con CKD en estadio 1, 2, 3A, 3B, 4 o0 5. En una realizacién, los métodos pueden detectar lesién del rifién
aguda o lesion del rifion activa en humanos con CKD en estadio 1, 2, 3A, 3B, 4 o 5 antes de que los ensayos de
creatinina o valores de GFR puedan detectar la lesion del rifion aguda o la lesion del rifion activa con CKD en estadio
1,2,3A,3B,405.

La enfermedad del rifibn cronica o enfermedad renal puede ser glomerular o tubular.

La lesién del rifion aguda (AKI) se define como una disminucién abrupta o rapida de la funcién de filtracién renal. La
AKI puede provocar enfermedad del rifién crénica (CKD), insuficiencia del rifion que requiere didlisis (enfermedad del
rifion en estadio terminal), enfermedad cardiaca o la muerte. Incluso una AKI leve o una recuperacion completa de
una AKI pueden tener algunos problemas de salud a corto y largo plazo. La AKI puede ser provocada por dafio al
tejido del rifién debido a una disminucién del flujo sanguineo renal por cualquier causa (por ejemplo, presion arterial
baja, deshidratacién), exposicion a sustancias nocivas para los rifiones, procesos antiinflamatorios en los rifiones,
enfermedades sistémicas, lesiones por aplastamiento, antibidticos, sepsis 0 una obstruccion del tracto urinario. La AKI
puede provocar acidosis metabdlica, niveles elevados de potasio, uremia, cambios en el equilibrio de los fluidos
corporales y efectos en otros sistemas de 6rganos. En una realizacion, AKI no incluye cancer o no incluye cancer
renal. Los grados de AKI en felinos y caninos como se establece por la International Renal Interest Society se muestran
en la Tabla 3.
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Tabla 3
Grado de AKI Creatinina en sangre Descripcién clinica
Grado | <1,6 mg/dI AKI sin azotemia:
(<140 umol/l) AKI documentada (evidencia histérica, clinica, de laboratorio o

de imagenes de AKI, oliguria/anuria clinica, capacidad de
respuesta al volumen; y/o
Aumento progresivo sin azotemia de la creatinina en sangre
20,3 mg/dl (226,4 pymol/l} en las 48 horas; y/o
Oliguria medida <1 ml/kg/h} o anuria sobre las 6 horas.

Grado Il 1,7-2,5 mg/dl Akl leve:

(141-220 pmol/ml) AKI documentada y azotemia estatica o progresiva

Aumento progresivo de la azotemia de la creatinina en sangre;
20,3mg/dl (26,4 umol/l) en las 48 horas o, capacidad de
respuesta al volumen;
Oliguria medida (<1ml/Kg/h) o anuria sobre las 6 horas.

Grado Il 2,6-5,0 mg/d AKI| de moderado a grave:

(221-439 pmol/l) AKI documentada y gravedad creciente de azotemia e

insuficiencia renal funcional

Grado IV 5,1-10,0 mg/dl

(440-880 pmol/1)
Grado V >10 mg/dl
(>880 umol/l)

En una realizaciéon, los métodos descritos en la presente memoria pueden detectar AKI de grado 1, 2, 3,4 0 5. En una
realizacion, los métodos descritos en la presente memoria pueden detectar AKI de grado 1, 2, 3, 4 0 5 antes de que
los ensayos de creatinina puedan detectar AKl de grado 1, 2, 3,4 0 5.

La AKI se puede clasificar en humanos de la siguiente manera:

Tabla 3A

Estadio Creatinina Produccién de urina

1 Tiempos de referencia 1,5-1,9 < 0,5 ml/Kg/h durante 6-12 horas
OR
Aumento de 20,3 mg/dl (26,5 pmol/l)

2 Tiempos de referencia 2,0-2,9 < 0,5 ml/Kg/h durante =2 12 horas
3 Tiempos de referencia 3,0 < 0,3 ml/Kg/h durante = 24 horas
OR OR
Aumento en creatina en suero a 24,0 Anuria para =2 12 horas

mg/dl (2353,6 umol/l)

OR inicio de la terapia de
remplazamiento renal

OR en pacientes < 18 afios, disminucion
en eGFR a < 35 ml/min por 1,73 m?
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En una realizacién, los métodos pueden detectar AKI en estadio 1, 2 0 3 en humanos. En una realizacién, los métodos
pueden detectar AKI en estadios 1, 2 0 3 en humanos antes de que los ensayos de creatinina puedan detectar estadios
1, 2 0 3 en humanos.

En una realizacién, la enfermedad del rifién, CKD o AKI es provocada por una infeccién bacteriana. En una realizacién,
la infeccién bacteriana es provocada por Anaplasma sp., Ehrlichia sp., Leptospira sp., Escherichia sp. o Borrelia sp.

La lesion del rifién activa se ha definido como una lesién del rifién, un trastorno del rifién o una patologia del rifion
continua o progresiva. La lesion del rifién activa genera un dafio acumulativo en el rifién.

Polipéptidos

Las Cistatinas A y B son miembros de la familia 1 de la superfamilia de Cistatinas y son proteinas relativamente
pequefias con un tamafo de alrededor de 11 kDa. En los seres humanos, estas proteinas son monoméricas y tienen
un tamafio de aproximadamente 11 kDa. No estan glicosiladas y no tienen los puentes disulfuro que se observan en
otras superfamilias de Cistatinas. También carecen de secuencias sefial y, por lo tanto, generalmente son proteinas
intracelulares confinadas a la célula. Véase, Ochieng & Chaudhuri, J Health Care Poor Underserved 2010, 21 (1
Suppl):51. Cierta cantidad de Cistatina B esta presente en los fluidos extracelulares y se ha purificado a partir de la
orina humana. Véase, Abrahamson et al., J Biol Chem 1986, 261:11282-11289. Se ha demostrado que la Cistatina B
inhibe miembros de las cisteina proteinasas lisosomales, familia de las catepsinas, especificamente catepsinas B, H
y L. Véase, Green et al., Biochem J 1984 218:939; D'Amico et al., J Transl Med 2014, 12:350; Jarvinen & Rinne,
Biochim Biophys Acta 1982, 708:210-217.

Los polipéptidos de Cistatina B se describen detalladamente en el Ejemplo 1 e incluyen:

QVKAQLEERENKKYTTFKAVTFRSQWWAGTPYFIKVQVDDDEFVHLRVFQSLPHENKPLAL
SEYQTNKARKHDELAYF (SEQ ID NO:)

MG GAPSASQPATARTOAIAD {REQ £ NO2}

MMOGAPEASPATAD TQANDOVEACL EEREMEKY TTFHAVTFREGWVAGTIYFIEVQVRID
DERVHLRVPOSLRHENKPLALESY QTNRAKHDELAYF

(SEQ ID NO: 3) (en donde X puede ser cualquier aminoacido o en donde X puede ser P o N).
QTNKAKHDELAYF (SEQ ID NO:4) Cistatina B C-Terminal "Péptido 9"
CGAPSASQPATADTQAIA (SEQ ID NO:5) Cistatina B N-terminal "Péptido 3-20"
CGAPSASQ (SEQ ID NO:6) Cistatina B N-terminal "Péptido 3-10"

CAIADQVKA (SEQ ID NO:7) Cistatina B N-terminal "Péptido 18-25"
FQSLPHENKPLALSS (SEQ ID NO:8) Cistatina B "Péptido 2"
SQVVAGTPYFIKVQVDDD (SEQ ID NO:9) Cistatina B "Péptido 1'

KHDELAYF (SEQ ID NO: 10)

MMCGAPSASQPATADTQAIADQVKAQLEE (SEQ ID NO:11)

AIADQVKA (SEQ ID NO: 12)

SQVVAGTNYFIKVQVDDD (SEQ ID NO: 13)

Una realizacién proporciona un polipéptido purificado que comprende la SEQ ID NO:11 o un fragmento de la misma.
Un fragmento polipeptidico de SEQ ID NO:11 puede consistir en menos de aproximadamente 95, 90, 80, 70, 60, 50,
40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 (o cualquier intervalo entre aproximadamente 10 y aproximadamente 95) aminoacidos
contiguos. En una realizacién, un fragmento polipeptidico consiste en mas de aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o0 95 aminoacidos contiguos de SEQ ID NO: 11. En una realizacién, un polipéptido o fragmento
del mismo no se produce de forma natural.

El hecho de que los polipéptidos SEQ ID NOs: 1-2, 4-13 y 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 27 sean
mas pequefios que los polipéptidos de Cys B de longitud completa es importante porque los polipéptidos mas
pequefios pueden tener mayor especificidad y/o sensibilidad que los ensayos de polipéptidos de longitud completa.
Estos polipéptidos mas pequefios pueden ser menos costosos de fabricar y pueden obtenerse con mayor pureza que
los polipéptidos de longitud completa. Ademas, los fragmentos mas pequefios y los niveles de fragmentos mas
pequefios presentes en una muestra pueden ser indicativos del estado de la enfermedad. Los niveles aumentados de
polipéptidos fragmentados (es decir, menos que la longitud completa) pueden ser un marcador para la enfermedad.
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Un polipéptido es un polimero de tres 0 mas aminoacidos unidos covalentemente mediante enlaces amida. Un
polipéptido puede modificarse postraduccionalmente. Un polipéptido purificado es una preparacién de polipéptido que
esta sustancialmente libre de material celular, otros tipos de polipéptidos, precursores quimicos, productos quimicos
utilizados en la sintesis del polipéptido o combinaciones de los mismos. Una preparacién de polipéptido que esta
sustancialmente libre de material celular, medio de cultivo, precursores quimicos, productos quimicos utilizados en la
sintesis del polipéptido tiene menos de aproximadamente 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, 1 % o0 mas de otros polipéptidos,
medio de cultivo, precursores quimicos y/u otros productos quimicos utilizados en la sintesis. Por lo tanto, un
polipéptido purificado tiene aproximadamente una pureza del 70%, 80%, 90%, 95%, 99% 0 mas.

El término "polipéptidos" puede referirse a uno o mas de un tipo de polipéptido (un conjunto de polipéptidos).
"Polipéptidos" también puede referirse a mezclas de dos 0 mas tipos diferentes de polipéptidos (es decir, una mezcla
de polipéptidos que incluye, pero no se limita a, proteinas de longitud completa, polipéptidos truncados o fragmentos
de polipéptidos). Los términos "polipéptidos” o "polipéptido" también pueden significar cada uno de ellos "uno o mas
polipéptidos”.

Un polipéptido varia o difiere en aproximadamente, por ejemplo, 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10 o mas restos de aminoacidos
(por ejemplo, adiciones, sustituciones o eliminaciones de aminoacidos) de un polipéptido mostrado en SEQ ID NOs:
1-27 o un fragmento del mismo. Cuando esta comparacién requiere alineacion, las secuencias se alinean para lograr
la méaxima homologia. El sitio de variacién se puede producir en cualquier parte del polipéptido.

Los polipéptidos variantes generalmente se pueden identificar modificando una de las secuencias de polipéptidos
descritas en la presente memoria y evaluando las propiedades del polipéptido modificado para determinar si es un
equivalente biolégico. Una variante es un equivalente bioldgico si reacciona sustancialmente igual que un polipéptido
descrito en la presente memoria en un ensayo tal como un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA), un inmunoensayo turbidimétrico, un inmunoensayo turbidimétrico potenciado con particulas,
un radioinmunoensayo (RIA), un ensayo inmunoenzimatico o ensayo de transferencia de Western, por ejemplo, tiene
90-110 % de la actividad del polipéptido original. En una realizacién, el ensayo es un ensayo de competicién en donde
el polipéptido biolégicamente equivalente es capaz de reducir la unién del polipéptido descrito en la presente memoria
a un antigeno o anticuerpo reactivo correspondiente en aproximadamente un 80, 95, 99 o 100 %. Un anticuerpo que
se une especificamente a un polipéptido correspondiente también se une especificamente al polipéptido variante.

Los polipéptidos variantes son al menos aproximadamente 80 %, o aproximadamente 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % idénticos a las secuencias polipeptidicas mostradas en SEQ ID NOs: 1-
27. Por ejemplo, un polipéptido variante de SEQ ID NOs: 1-27 puede ser aproximadamente al menos 99,5 %, 99 %,
98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 90 %, 87 %, 84 %, 0 81 % idéntico a SEQ ID NO: 1-27. Los polipéptidos variantes
tienen una o mas variaciones de aminoécidos conservadoras u otras modificaciones menores y conservan la actividad
biolégica, es decir, son equivalentes biolégicamente funcionales de SEQ ID NOs1-27. Un equivalente biolégicamente
activo tiene una funcion sustancialmente equivalente cuando se compara con el polipéptido correspondiente.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos para introducir una mutacion en una secuencia de
aminoacidos. Véase, por ejemplo, Ausubel (ed.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc.
(1994); Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
Nueva York (1989).)). También se pueden introducir mutaciones utilizando Kits disponibles comercialmente tal como
"QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit" (Stratagene). La generacidn de un polipéptido variante funcionalmente
activo mediante la sustitucién de un aminoacido que no influye en la funcién de un polipéptido puede ser realizada por
un experto en la técnica.

Los polipéptidos variantes pueden tener sustituciones de aminoacidos conservadoras en uno o mas restos de
aminoacidos no esenciales predichos. Una sustitucion conservadora es aquella en la que un aminoacido se sustituye
por otro aminoacido que tiene propiedades similares, de modo que un experto en la técnica de la quimica de péptidos
esperaria que la estructura secundaria y la naturaleza hidropatica del polipéptido permanecieran sustancialmente sin
cambios. En general, los siguientes grupos de aminoacidos representan cambios conservadores: (1) ala, pro, gly, glu,
asp, gin, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg, his; y (5) phe, tyr, trp, his. En una
realizacion, un polipéptido tiene aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 o menos sustituciones de aminoacidos
conservadoras.

Como se usa en la presente memoria, el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos (0 de dos
secuencias de acidos nucleicos) se determina usando el algoritmo de Karlin y Altschul (PNAS USA 87:2264-2268,
1990), modificado como en Karlin y Altschul, PNAS USA 90:5873-5877, 1993). Dicho algoritmo esta incorporado en
los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al. (J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990). Las busquedas de nucleétidos
BLAST se realizan con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12. Las bUsquedas de proteinas
BLAST se realizan con el programa XBLAST, puntuaciéon = 50, longitud de palabra = 3. Para obtener una alineacién
con espacios con fines de comparacion, se utiliza GappedBLAST como se describe en Altschul et al. (Nucleic Acids
Res. 25:3389-3402, 1997). Cuando se utilizan los programas BLAST y GappedBLAST, los parametros
predeterminados de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST) se utilizan para obtener secuencias
de nucledtidos homologas a una molécula de acido nucleico descrita en la presente memoria.
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Identidad o idéntico significa similitud de secuencia de aminoacidos y tiene un significado reconocido en la técnica.
Las secuencias con identidad comparten aminoacidos idénticos o similares. La identidad de secuencia es el porcentaje
de aminoacidos idénticos a aquellos de la secuencia de aminoacidos original del anticuerpo, determinado después de
alinear las secuencias e introducir espacios adecuadamente para maximizar la identidad de secuencia segun sea
necesario. Por lo tanto, una secuencia candidata que comparte un 85% de identidad de secuencia de aminoacidos
con una secuencia de referencia requiere que, tras el alineamiento de la secuencia candidata con la secuencia de
referencia, el 85% de los aminoacidos en la secuencia candidata sean idénticos a los aminoacidos correspondientes
en la secuencia de referencia, y/o constituyan cambios de aminoacidos conservadores.

Un polipéptido o anticuerpo puede unirse covalentemente o no covalentemente a una secuencia de aminoacidos con
la que el polipéptido o anticuerpo normalmente no esta asociado en la naturaleza. Ademas, un polipéptido o anticuerpo
puede unirse covalentemente o no covalentemente a compuestos o moléculas distintos de aminoacidos. Por ejemplo,
un polipéptido o anticuerpo puede unirse a un reactivo indicador, un espaciador de aminoacidos, un enlazador de
aminoacidos, una secuencia sefial, una secuencia de transferencia de parada, un dominio transmembrana, un ligando
de purificacion de proteinas o una combinacién de los mismos. En una realizacién, un ligando de purificacion de
proteinas puede ser uno o mas restos de C aminoacidos en, por ejemplo, el extremo amino o el extremo carboxi de
un polipéptido. Un espaciador de aminoacidos es una secuencia de aminoacidos que normalmente no estan asociados
con un polipéptido o anticuerpo en la naturaleza. Un espaciador de aminoacidos puede comprender aproximadamente
1, 5,10, 20, 100 o 1000 aminoacidos.

Un polipéptido puede comprender ademas una secuencia sefial (o lider) que dirige co-traduccionalmente o post-
traduccionalmente la transferencia de la proteina. El polipéptido también puede comprender un enlazador u otra
secuencia para facilitar la sintesis, purificacion o identificacion del polipéptido (por ejemplo, poli-His), o para mejorar
la unién del polipéptido a un soporte sélido. Por ejemplo, se puede conjugar un polipéptido con una regiéon Fc de
inmunoglobulina o albimina de suero bovino.

Un polipéptido puede unirse covalentemente o no covalentemente a una secuencia de aminoacidos con la que el
polipéptido normalmente no esta asociado en la naturaleza, es decir, una secuencia de aminoé&cidos heteréloga. Una
secuencia de aminoacidos heterdloga puede ser de un organismo diferente, una secuencia sintética o una secuencia
que normalmente no esta localizada en el extremo carboxi 0 amino terminal de un polipéptido. Ademas, un polipéptido
puede unirse covalentemente o no covalentemente a compuestos o moléculas distintos de aminoacidos, tales como
reactivos indicadores. Un polipéptido puede unirse covalentemente o no covalentemente a un espaciador de
aminoacidos, un enlazador de aminoacidos, una secuencia sefial, una secuencia de transferencia de parada, un
dominio transmembrana, un ligando de purificaciéon de proteinas o una combinacién de los mismos. Un polipéptido
también puede unirse a un resto (es decir, un grupo funcional que puede ser un polipéptido u otro compuesto) que
potencia una respuesta inmune (por ejemplo, citocinas tal como IL-2), un resto que facilita la purificacion (por ejemplo,
etiquetas de afinidad tal como una etiqueta de seis histidinas, trpE, glutatién, proteina de unién a maltosa), o un resto
que facilita la estabilidad del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol; grupos protectores del amino terminal tales como
acetilo, propilo, succinilo, bencilo, benciloxicarbonilo o t-butiloxicarbonilo; grupos protectores del carboxilo terminal
tales como amida, metilamida y etilamida). En una realizacion, un ligando de purificacién de proteinas puede ser uno
0 mas restos de C aminoacidos en, por ejemplo, el extremo amino terminal o el extremo carboxi terminal o ambos
extremos de un polipéptido. Un espaciador de aminoacidos es una secuencia de aminoacidos que no se asocian con
un polipéptido en la naturaleza. Un espaciador de aminoacidos puede comprender aproximadamente 1, 5, 10, 20, 100
0 1000 aminoécidos.

Si se desea, un polipéptido puede ser una proteina de fusién, que también puede contener otras secuencias de
aminoacidos, tales como enlazadores de aminoacidos, espaciadores de aminoacidos, secuencias sefial, secuencias
de transferencia de parada TMR, dominios transmembrana, asi como ligandos Utiles en la purificacién de proteinas,
tales como glutation-S-transferasa, etiqueta de histidina y proteina A estafilococica, o combinaciones de las mismas.
Una proteina de fusion son dos 0 més secuencias de aminoacidos diferentes unidas operativamente entre si. Un
constructo de la proteina de fusion se puede sintetizar quimicamente usando técnicas de sintesis de compuestos
organicos mediante la unién de fragmentos polipeptidicos individuales juntos en una secuencia fija. Un constructo de
la proteina de fusiébn también puede expresarse mediante una célula huésped modificada genéticamente (tal
como E. coli) cultivada in vitro, que lleva un vector de expresion introducido que porta secuencias de DNA
recombinante especificas que codifican los restos de aminoacidos en la secuencia adecuada. El polipéptido heterdlogo
puede fusionarse, por ejemplo, al extremo N terminal o al extremo C terminal de un polipéptido. En una proteina de
fusion puede estar presente mas de un polipéptido. En una proteina de fusién pueden estar presentes fragmentos de
polipéptidos. Una proteina de fusion puede comprender, por ejemplo, una o mas de las SEQ ID NO: 1-27, fragmentos
de las mismas o combinaciones de las mismas. Los polipéptidos pueden estar en forma multimérica. Es decir, un
polipéptido puede comprender dos o mas copias de SEQ ID NO: 1-27 o una combinaciéon de las mismas.

En una realizacion, un polipéptido se deriva de un ser humano, conejo, ratén, canino, felino, otro mamifero o
combinaciones de los mismos. Un polipéptido se puede aislar a partir de células o fuentes de tejidos usando técnicas
de purificacion de proteinas estandar. Los polipéptidos también pueden sintetizarse quimicamente o producirse
mediante técnicas de DNA recombinante. Por ejemplo, se puede sintetizar un polipéptido usando sintetizadores de
péptidos convencionales.
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En una realizacién, un polipéptido se inmoviliza de forma covalente o no covalente en una fase solida o sustrato.

Se puede producir un polipéptido de forma recombinante. Se puede introducir un polinucleétido que codifica un
polipéptido en un vector de expresién recombinante, que se puede expresar en un sistema de célula huésped de
expresion adecuado usando técnicas bien conocidas en la técnica. Una variedad de sistemas de expresiéon de
bacterias, levaduras, plantas, mamiferos e insectos estan disponibles en la técnica y se puede utilizar cualquiera de
dichos sistemas de expresion. Opcionalmente, un polinucleétido que codifica un polipéptido puede traducirse en un
sistema de traduccién libre de células. Los polipéptidos se pueden liofilizar, desecar o secar, por ejemplo liofilizar.

Polinucleotidos

Una realizacion incluye un polinucleétido aislado que codifica uno o mas de los polipéptidos descritos en la presente
memoria. Los polinucleétidos de la invencion contienen menos de un genoma completo y pueden ser acidos nucleicos
monocatenarios o bicatenarios. Un polinucleétido puede ser RNA, DNA, cDNA, DNA genémico, RNA o DNA
sintetizado quimicamente o combinaciones de los mismos. Los polinucleétidos pueden purificarse libres de otros
componentes, tales como proteinas, lipidos y otros polinucleétidos. Por ejemplo, el polinucleétido puede estar
purificado en un 50%, 75%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100%. En una realizacién de la invencion, los
polinucleétidos codifican un polipéptido mostrado en las SEQ ID NOs: 1-27 o fragmentos del mismo.

Los polinucleétidos de la invencién pueden comprender otras secuencias de nucleotidos, tales como secuencias que
codifican enlazadores, secuencias sefial, secuencias de transferencia de parada TMR, dominios transmembrana o
ligandos utiles en la purificacion de proteinas tales como glutation-S-transferasa, etiqueta de histidina y Proteina A
Staphylococcal.

Los polinucledtidos de la invencién se pueden aislar. Un polinucleétido aislado es un polinucleétido natural que no esta
inmediatamente contiguo a una o ambas de las secuencias genémicas flanqueantes 5'y 3' con las que esta asociado
de forma natural. Un polinucleétido aislado puede ser, por gjemplo, una molécula de DNA recombinante de cualquier
longitud, siempre que las secuencias de acido nucleico que se encuentran naturalmente flanqueando inmediatamente
la molécula de DNA recombinante en un genoma natural estén eliminadas o ausentes. Los polinucleétidos aislados
también incluyen moléculas de acido nucleico no naturales.

Las secuencias de nucleétidos degeneradas que codifican polipéptidos de la invencién también son polinucleétidos
de la invencién. Las secuencias de nucleétidos degeneradas son polinucleétidos que codifican un polipéptido de la
invencién o fragmentos del mismo, pero difieren en la secuencia de acido nucleico de la secuencia de polinucleétidos
de tipo nativo, debido a la degeneracion del cédigo genético. Las moléculas de DNA complementario (cDNA), los
homélogos de especies y las variantes de polinucleétidos de la invencion que codifican polipéptidos biolégicamente
funcionales también son polinucleétidos de la invencién.

Los polinucleotidos de la invencién pueden comprender secuencias codificantes para polipéptidos naturales o pueden
codificar secuencias alteradas que no se encuentran en la naturaleza. Si se desea, se pueden clonar polinucleétidos
en un vector de expresién que comprende elementos de control de la expresion, incluyendo, por ejemplo, origenes de
replicacion, promotores, potenciadores u otros elementos reguladores que impulsan la expresion de los polinucleétidos
de la invencion en células huésped. Un vector de expresion puede ser, por ejemplo, un plasmido, tal como pBR322,
pUC o ColE1, o un vector de adenovirus, tal como un vector de adenovirus de tipo 2 o un vector de adenovirus de tipo
5. Opcionalmente, se pueden usar otros vectores, incluyendo, pero no limitado a, virus Sindbis, virus 40 de simio,
vectores de alfavirus, vectores de poxvirus y vectores de citomegalovirus y retrovirales, tales como virus del sarcoma
murino, virus del tumor mamario de ratén, virus de la leucemia murina de Moloney y virus del sarcoma de Rous.
También se pueden utilizar minicromosomas tales como MC y MC1, bacteriéfagos, fagémidos, cromosomas artificiales
de levadura, cromosomas artificiales bacterianos, particulas virales, particulas similares a virus, césmidos (plasmidos
en donde se han insertado sitios cos del fago lambda) y replicones (elementos genéticos capaces de replicarse bajo
su propio control en una célula).

Los métodos para preparar polinucleétidos unidos operativamente a una secuencia de control de expresién y
expresarlos en una célula huésped son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, el documento de Patente
U.S. Patent No. 4,366,246. Un polinucleétido de la invencién esta unido operativamente cuando se coloca adyacente
a o cerca de uno o mas elementos de control de la expresién, que dirigen la transcripcion y/o traduccién del
polinucledtido.

Los polinucleétidos de la invencién se pueden usar, por ejemplo, como sondas o cebadores, por ejemplo, cebadores
de PCR, para detectar la presencia de polinucleétidos en una muestra de prueba, tal como una muestra biolégica. Las
sondas son moléculas capaces de interactuar con un acido nucleico objetivo, normalmente de una manera especifica
de la secuencia, por ejemplo, mediante hibridacién. Los cebadores son un subconjunto de sondas que pueden soportar
una manipulacién enzimatica y que pueden hibridarse con un acido nucleico objetivo de manera que se produzca la
manipulacién enzimatica. Un cebador se puede preparar a partir de cualquier combinacién de nucleétidos o derivados
o andalogos de nucledtidos disponibles en la técnica que no interfieran con la manipulacién enzimatica.

Una sonda o cebador puede tener aproximadamente 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200 o mas nucleétidos contiguos que codifican los polipéptidos de la invencién.
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Anticuerpos

Los anticuerpos incluyen moléculas de anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos de Cistatina B
descritos en la presente memoria, polipéptidos de Cistatina B variantes descritos en la presente memoria o fragmentos
de los mismos. Un anticuerpo puede unirse especificamente a multiples polipéptidos. El término "anticuerpos” se
refiere a un anticuerpo intacto o una porcién o fragmento del mismo que se une al antigeno que compite con el
anticuerpo intacto por la unién al antigeno. El término "anticuerpos” también incluye cualquier tipo de molécula de
anticuerpo o molécula de unién especifica que se une especificamente a uno o méas polipéptidos de Cistatina B, por
ejemplo, SEQ ID NO: 11. Un anticuerpo puede ser de origen natural, de origen no natural, sintético o modificado
genéticamente. Los términos "porcién de union a antigeno" de un anticuerpo, "fragmento de unién a antigeno" de un
anticuerpo y similares, tal y como se usan en la presente memoria, incluyen cualquier polipéptido, glicoproteina o
inmunoglobulina de origen natural, obtenible enzimaticamente, sintético o modificado genéticamente que se une
especificamente a polipéptidos de Cistatina B (por ejemplo, SEQ ID No: 11) para formar un complejo.

Un anticuerpo o fragmento del mismo se une a un epitopo de un polipéptido descrito en la presente memoria. Se
puede producir un anticuerpo in vivo en animales de laboratorio adecuados o in vitro utilizando técnicas de DNA
recombinante. Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Dean, Methods Mol. Biol. 80:23-37 (1998); Dean, Methods Mol. Biol. 32:361-79 (1994); Baileg, Methods Mol.
Biol. 32:381-88 (1994); Gullick, Methods Mol. Biol. 32:389-99 (1994); Drenckhahn et al. Methods Cell. Biol. 37:7-56
(1993); Morrison, Ann. Rev. Immunol. 10:239-65 (1992); Wright et al. Crit. Rev. Immunol. 12:125-68 (1992). Por
ejemplo, se pueden producir anticuerpos policlonales administrando un polipéptido descrito en la presente memoria a
un animal, tal como un ser humano u otro primate, ratén, rata, conejo, cobaya, cabra, cerdo, perro, vaca, oveja, burro
o caballo. Se recoge suero del animal inmunizado y los anticuerpos se purifican a partir del plasma, por ejemplo,
mediante precipitacion con sulfato de amonio, seguido de cromatografia, tal como cromatografia de afinidad. Se
conocen en la técnica técnicas para producir y procesar anticuerpos policlonales.

Un anticuerpo puede ser cualquier isotipo, incluyendo IgG (IgG1, 1gG2, IgG2a, Ig2b, 1gG3, IgG4), IgM, IgA (IgA1 e
IgA2), IgD e IgE.

Un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo quimérico o fragmentos
de unién a antigeno del mismo. Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo obtenido a partir de un grupo de
anticuerpos sustancialmente homogéneos. Un grupo de anticuerpos sustancialmente homogéneos puede contener
una pequefia cantidad de mutantes o variantes. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos e interactdan con
un Unico sitio antigénico. Cada anticuerpo monoclonal normalmente se dirige a un Unico epitopo, mientras que las
poblaciones de anticuerpos policlonales normalmente contienen varios anticuerpos que se dirigen a un grupo de
epitopos diversos. Los anticuerpos monoclonales se pueden producir mediante muchos métodos, incluyendo, por
ejemplo, métodos de hibridoma (Kohler and Milstein, Nature 256:495, 1975), métodos de recombinacién (documento
de Patente U.S. Pat. No. 4,816,567), y aislamiento de bibliotecas de anticuerpos de fagos (Clackson et al., Nature
352:624-628, 1991; Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991).

Los anticuerpos quiméricos o porciones de unién a antigeno de los mismos tienen una parte de una cadena pesada
y/o una cadena ligera que se deriva de una especie especifica 0 de una clase o subclase de anticuerpo especifica, y
la porcién restante de la cadena se deriva de otra especie, u otra clase o subclase de anticuerpos. Véase, por
ejemplo, Morrison, Science 229:1202 (1985); Qi et al., BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods
125:191-202 (1989); documentos de Patente U.S. Pat. Nos. 5,807,715; 4,816,567; y 4,816,397.

Los anticuerpos quiméricos se pueden producir usando una variedad de técnicas que incluyen, por ejemplo, injerto de
CDR (documentos de Patente EP 239,400; PCT publication WO 91/09967; U.S. Pat. Nos. 5,225,539; 5,530,101;
y 5,585,089), revestimiento o rejuvenecimiento (documentos de Patente EP 592,106; EP 519,596; Padlan, Molecular
Immunology 28:489-498 (1991); Studnicka et al., Protein Engineering 7(6):805-814 (1994); Roguska et al., PNAS
96:969-973 (1994)), y barajado de cadenas (documento de Patente U.S. Pat. No. 5,565,332).

En una realizacién, un anticuerpo quimérico puede comprender regiones variables y constantes de especies que son
diferentes entre si, por ejemplo, un anticuerpo puede comprender las regiones variables de cadena pesada y cadena
ligera de un mamifero, y las regiones constantes de cadena pesada y cadena ligera de un animal diferente (tal como
ratdén, conejo, canino, felino o humano). El anticuerpo quimérico puede comprender aminoacidos adicionales que no
estan incluidos en las CDRs introducidas en el anticuerpo receptor, ni en las secuencias estructurales. Estos
aminoacidos se pueden introducir para optimizar con mayor precision la capacidad del anticuerpo para reconocer y
unirse a un antigeno. Por ejemplo, segin sea necesario, los aminoacidos en la region estructural de una regién variable
del anticuerpo pueden sustituirse de manera que la CDR de un anticuerpo remodelado forme un sitio de unién a
antigeno apropiado. Véase Sato et al., Cancer Res. (1993) 53:851-856.

Los ejemplos no limitantes de porciones o fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno incluyen: fragmentos Fab;
fragmentos Fab', fragmentos Fab'-SH, fragmentos F(ab')2; fragmentos Fd; fragmentos Fv; moléculas Fv
monocatenarias (scFv); fragmentos sdAb (nanocuerpos); anticuerpos similares a Fab (un fragmento de unién a
antigeno que contiene regiones variables de una cadena pesada y una cadena ligera que es equivalente a los
fragmentos Fab que se obtienen mediante digestion con papaina); anticuerpos similares a F(ab')2 (un fragmento de
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unién a antigeno que contiene dos dominios de unioén a antigeno que es equivalente a los fragmentos F(ab'}2 que se
obtienen mediante digestién con pepsina), anticuerpos multiespecificos preparados a partir de fragmentos de
anticuerpos, diacuerpo, anticuerpo biespecifico, anticuerpo multifuncional, anticuerpo humanizado, anticuerpo
caninizado, anticuerpo humano, anticuerpo canino, anticuerpo felino, anticuerpo murino, anticuerpo de conejo,
anticuerpo sintético, anticuerpo de injerto de CDR, y unidades de reconocimiento minimas que consisten en restos de
aminoacidos que imitan la regién hipervariable de un anticuerpo (por ejemplo, una region determinante de
complementariedad (CDR) aislada tal como un péptido CDR3), o un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido. Otras
moléculas modificadas genéticamente, tales como anticuerpos especificos de dominio, anticuerpos de dominio Unico,
anticuerpos con dominio eliminado, anticuerpos injertados de CDR, diacuerpos, tricuerpos, tetracuerpos, minicuerpos,
nanocuerpos (por ejemplo, nanocuerpos monovalentes, nanocuerpos bivalentes), (Fv)2 monocatenarios (sc(Fv)z2);
divalente (sc(Fv)z); anticuerpos scFFV tetravalente ([sc(Fv)2]2), y los pequefios inmunofarmacos modulares (SMIPs) y
los dominios IgNAR variables de tiburén también se consideran "fragmentos o porciones de unién a antigeno", como
se utilizan en la presente memoria.

"Se une especificamente”, "se unen especificamente" o0 "especifico para" significa que un primer antigeno, por
ejemplo, un polipéptido de SEQ ID NO:11 reconoce y se une a un anticuerpo descrito en la presente memoria con
mayor afinidad que a otras moléculas no especificas. "Se une especificamente”, "se unen especificamente" o
"especifico para" también significa que un primer anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo generado frente a la SEQ ID
NO:11, reconoce y se une a la SEQ ID NO:11, con mayor afinidad que a otras moléculas no especificas. Una molécula
no especifica es un antigeno que no comparte ningln epitopo comun con el primer antigeno. La unién especifica se
puede probar usando, por ejemplo, un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radicinmunoensayo
(RIA}, un inmunoensayo turbidimétrico, un inmunoensayo turbidimétrico potenciado con particulas o un ensayo de
transferencia de Western usando metodologia bien conocida en la técnica.

En una realizacién, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une especificamente a un epitopo
en un polipéptido establecido como SEQ ID NO: 11.

En una realizacién, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo compite por la unién con un segundo
anticuerpo o anticuerpo de referencia para SEQ ID NO: 11 o fragmentos del mismo. Se puede utilizar cualquier ensayo
de unién competitiva para medir la competencia entre dos anticuerpos contra el mismo antigeno. Por ejemplo, se
puede utilizar un ensayo ELISA tipo sandwich para este fin. Los medios para analizar la reactividad cruzada son bien
conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Dowbenko et al. (1988) J. Virol. 62: 4703-4711).

Se considera que un primer anticuerpo inhibe competitivamente la unién de un segundo anticuerpo, si la unién del
segundo anticuerpo al antigeno se reduce en al menos aproximadamente un 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 90% o mas,
en la presencia del primer anticuerpo utilizando cualquiera de los ensayos utilizados para evaluar la unién competitiva.

La unién competitiva se puede determinar proporcionando uno o mas polipéptidos aislados mostrados en SEQ ID NO:
11 unidos a un soporte soélido y ensayando la capacidad de un anticuerpo para unirse a los polipéptidos o para competir
con un anticuerpo descrito en la presente memoria para unirse a los polipéptidos.

Los anticuerpos incluyen anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que (a) compiten por la unién
con un anticuerpo de referencia para unirse a SEQ ID NO: 11 o fragmentos de unién a antigeno del mismo; (b) se
unen al mismo epitopo de SEQ ID NO: 11 o fragmentos de unién a antigeno del mismo como un anticuerpo de
referencia; (c) se unen a SEQ ID NO: 11 o fragmentos de unién a antigeno del mismo con sustancialmente la misma
Kg como un anticuerpo de referencia; y/o (d) se unen a SEQ ID NO: 11 o fragmentos del mismo con sustancialmente
la misma tasa de eliminacién que un anticuerpo de referencia, en donde el anticuerpo de referencia es un anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a un polipéptido de SEQ ID NO: 11 o
fragmentos de unién a antigeno del mismo con una afinidad de unién Ka de 107 I/mol o més.

La afinidad de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo por su pareja polipeptidica puede
representarse mediante una constante de disociacion (Kd). La constante de disociacion del equilibrio (Kd) se calcula
con la relacion de koiikon. Véase Chen, Y. et al., 1999, J. Mol. Biol. 293: 865-881. Se conocen diversos métodos en la
técnica para medir las constantes de afinidad. En una realizacién particular, el anticuerpo de referencia es un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que tiene una afinidad de unién a un polipéptido de SEQ ID
NO: 11 con una velocidad Kon particular/velocidad de asociacion o velocidad Ko. En una realizacion, los anticuerpos
se unen especificamente con una Kon de 6 x 105 M-'s"! 0 mejor; los anticuerpos se unen especificamente con una
velocidad Kot de 5 x 10 s 0 mejor; o los anticuerpos se unen especificamente con una afinidad de unién de 500 pM,
400 pM, 300 pM, 200 pM, 100 pM, 50 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM o mejor.

Los anticuerpos que se unen especificamente a SEQ ID NO: 11 son particularmente Utiles para detectar la presencia
de polipéptidos de Cistatina B y fragmentos de los mismos presentes en una muestra, tal como suero, sangre, plasma,
células, tejido, saliva, placa, liquido crevicular, biopsia gingival, hisopo de lengua o muestra de orina de un animal. Un
inmunoensayo puede utilizar un anticuerpo o varios anticuerpos. Un inmunoensayo puede utilizar, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal especifico para un epitopo, una combinacién de anticuerpos monoclonales especificos para
epitopos de un polipéptido, anticuerpos monoclonales especificos para epitopos de diferentes polipéptidos,
anticuerpos policlonales especificos para el mismo antigeno, anticuerpos policlonales especificos para diferentes
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antigenos, o una combinacién de anticuerpos monoclonales y policlonales. Los protocolos de inmunoensayo pueden
basarse, por ejemplo, en ensayos de competicién, de reaccién directa o de tipo sandwich utilizando, por ejemplo,
anticuerpos marcados. Los anticuerpos pueden marcarse con cualquier tipo de marcador conocido en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, marcadores fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivos, enzimaticos, metalicos
coloidales, radioisétopos y bioluminiscentes.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos pueden unirse a un soporte y usarse para detectar
la presencia o cantidad de polipéptidos presentes en muestras en ciertas enfermedades y afecciones. Los soportes
incluyen, por ejemplo, vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas, celulosas naturales y
modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magletita. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos
se pueden liofilizar, desecar o secar, por ejemplo, liofilizar.

Los anticuerpos se pueden usar ademas para aislar polipéptidos mediante columnas de inmunoafinidad. Los
anticuerpos pueden fijarse a un soporte sélido mediante, por ejemplo, absorcion o mediante enlace covalente de modo
que los anticuerpos conserven su actividad inmunoselectiva. Opcionalmente, se pueden incluir grupos espaciadores
para que el sitio de union al antigeno del anticuerpo permanezca accesible. Los anticuerpos inmovilizados pueden
usarse después para unirse especificamente a la SEQ ID NO: 11 o fragmentos de la misma a partir de una muestra
biolégica, incluyendo, pero no limitada a, saliva, placa, liquido crevicular, biopsia gingival, hisopo de lengua, suero,
sangre y orina.

Los anticuerpos también se pueden usar en estudios de inmunolocalizacién para analizar la presencia y distribucién
de un polipéptido descrito en la presente memoria durante diversos sucesos celulares o afecciones fisiolégicas. Los
anticuerpos también se pueden utilizar para identificar moléculas implicadas en la inmunizacién pasiva y para
identificar moléculas implicadas en la biosintesis de antigenos no proteicos. La identificacion de dichas moléculas
puede ser (til en el desarrollo de vacunas. Se pueden usar anticuerpos, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales y anticuerpos monocatenarios, para controlar el curso de la mejora de determinadas enfermedades o
afecciones. Midiendo el aumento o disminucion en la cantidad de SEQ ID NO: 11 o fragmentos de la misma en una
muestra de prueba de un animal, se puede determinar si un régimen terapéutico particular destinado a mejorar el
trastorno es eficaz. Los anticuerpos se pueden detectar y/o cuantificar usando, por ejemplo, ensayos de union directa
tales como RIA, ELISA o ensayos de transferencia de Western.

Métodos de deteccion

Una realizacién proporciona métodos para detectar polipéptidos de Cistatina B en una muestra que comprende poner
en contacto la muestra con uno o mas anticuerpos especificos para SEQ ID NO: 11 en condiciones adecuadas para
la formacién de complejos de los polipéptidos de Cistatina B y uno o més anticuerpos especificos para SEQ ID.
NUMERO: 11.

Se detectan los complejos de polipéptidos de Cistatina B y uno o mas anticuerpos especificos de SEQ ID NO: 11.

En una realizacién, se proporcionan métodos para detectar polipéptidos que comprenden la SEQ ID NO: 11 y
fragmentos de la misma. Opcionalmente, se puede detectar la cantidad de polipéptido que comprende la SEQ ID NO:
11 en una muestra. Los niveles relativos de los polipéptidos pueden usarse para diagnosticar o detectar varias
enfermedades o afecciones. Se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica para detectar polipéptidos en
los métodos descritos en la presente memoria.

Los métodos de ensayo utilizados junto con los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden incluir técnicas
de marcaje directo e indirecto, columnas de inmunoafinidad, perlas inmunomagnéticas, clasificacién de células
activadas por fluorescencia (FACS), ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos
(RIA), ensayos de aglutinacién, ensayos nefelométricos, ensayos nefelométricos cuantitativos, asi como anticuerpos
secundarios marcados que detectan el anticuerpo primario.

Los anticuerpos pueden marcarse de forma detectable con, por ejemplo, marcadores fluorescentes que tienen
longitudes de onda de excitacién y emisidon adaptadas para la deteccién usando instrumentos disponibles
comercialmente tales como clasificadores de células activadas por fluorescencia. Ejemplos de marcadores
fluorescentes incluyen ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina (RH), Texas Red (TX), Cy3,
Hoechst 33258 y 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Dichos marcadores se pueden conjugar con anticuerpos utilizando
técnicas estandar (Maino et al., 1995, Cytometry 20: 127-133).

Los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar para detectar la SEQ ID NO: 11 o fragmentos de la
misma en donde los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno se unen especificamente a la SEQ
ID NO: 11. Una muestra biolégica puede incluir, por ejemplo, suero, sangre, células, plasma, saliva, placa, liquido
crevicular, biopsia gingival, hisopo de lengua u orina de un mamifero tal como un perro, un gato o un ser humano. La
muestra de prueba puede estar sin tratar, precipitada, fraccionada, separada, diluida, concentrada o purificada.

Como se usa en la presente memoria, un "paciente” o "sujeto" puede significar un animal humano o no humano,
incluyendo un felino, bovino, porcino, equino o canino.
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El término "muestra”, "muestra de prueba", "muestra del paciente" o "muestra del sujeto" tal y como se usa en la
presente memoria incluye, pero no se limita a, sangre, suero, plasma, saliva, placa, liquido crevicular, biopsia gingival,
hisopo de lengua, o muestra de orina obtenida de un sujeto.

Los ensayos incluyen, pero no se limitan a, aquellos basados en competencia, reaccion directa 0 ensayos de tipo
sandwich, incluyendo, pero no limitado a, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), transferencia de
Western, IFA, radioinmunoensayo (RIA), hemaglutinacion (HA), inmunoensayo turbidimétrico, inmunoensayo
turbidimétrico potenciado con particulas, inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA) y ensayos en placas
de microtitulacién (cualquier ensayo realizado en uno o mas pocillos de una placa de microtitulacién). Un ensayo
comprende un ensayo de unidén cromatografico de flujo reversible, por ejemplo un ensayo SNAP®. Véase, por ejemplo,
el documento de Patente U.S. Pat. No. 5,726,010.

Los ensayos pueden utilizar fases o sustratos soélidos o pueden realizarse mediante inmunoprecipitacion o cualquier
otro método que no utilice fases sélidas. Cuando se utiliza una fase o sustrato sélido, uno o mas polipéptidos o
anticuerpos se unen directa o indirectamente a un soporte sélido o un sustrato tal como un pocillo de microtitulacion,
perla magnética, perla no magnética, columna, matriz, membrana, estera fibrosa compuesta de fibras sintéticas o
naturales (por ejemplo, materiales basados en vidrio o celulosa o polimeros termoplasticos, tales como polietileno,
polipropileno o poliéster), estructura sinterizada compuesta de materiales particulados (por ejemplo, vidrio o diversos
polimeros termoplasticos), o pelicula de membrana fundida compuesta de nitrocelulosa, nailon, polisulfona o similares
(generalmente de naturaleza sintética). En una realizacién, un sustrato son particulas finas sinterizadas de polietileno,
comunmente conocido como polietileno poroso, por ejemplo, polietileno poroso de 10-15 micrometros de Chromex
Corporation (Albuquerque, NM). Todos estos materiales de sustrato se pueden usar en formas adecuadas, tales como
peliculas, hojas o placas, o se pueden recubrir, unir o laminar sobre vehiculos inertes apropiados, tales como papel,
vidrio, peliculas plasticas o telas. Los métodos adecuados para inmovilizar anticuerpos en fases sélidas incluyen
interacciones i6nicas, hidréfobas, covalentes y similares.

En una realizacion, los métodos comprenden poner en contacto una muestra de prueba con uno o una pluralidad de
anticuerpos que se unen especificamente a la SEQ ID NO: 11 en condiciones que permiten complejos
polipéptido/anticuerpo, es decir, inmunocomplejos, para formar. Es decir, los anticuerpos se unen especificamente a
uno o una pluralidad de polipéptidos de SEQ ID NO: 11 localizados en la muestra. Un experto en la técnica esta
familiarizado con los ensayos y condiciones que se usan para detectar la uniéon del complejo anticuerpo/polipéptido.
Se detecta la formacion de un complejo entre polipéptidos y anticuerpos en la muestra. La formacién de complejos
anticuerpo/polipéptido es una indicacién de que hay polipéptidos presentes en la muestra del paciente.

En una realizacion, un complejo polipéptido/anticuerpo se detecta cuando un reactivo indicador, tal como un conjugado
enzimatico, que esta unido al anticuerpo, cataliza una reaccion detectable. Opcionalmente, se puede aplicar un
reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefiales al complejo polipéptido/anticuerpo en
condiciones que permitan la formacion de un complejo polipéptido/anticuerpo/indicador. Se detecta el complejo
polipéptido/anticuerpo/indicador. Opcionalmente, el polipéptido o anticuerpo se puede marcar con un reactivo
indicador antes de la formacion de un complejo polipéptido/anticuerpo. Los métodos pueden comprender
opcionalmente un control positivo o negativo. Un control positivo puede contener uno o mas polipéptidos, que se uniran
especificamente a anticuerpos especificos para Cys B y proporcionaran un resultado positivo. Un control negativo no
contiene ningun polipéptido de Cys B o ni ningun polipéptido u otros componentes que se unirian especificamente o
reaccionarian de forma cruzada con anticuerpos especificos de Cys B.

En una realizacién, uno o mas anticuerpos se inmovilizan de forma covalente o0 no covalente en una fase soélida o
sustrato. Se afiade al sustrato una muestra que potencialmente comprende un polipéptido de Cys B. Se afiaden al
sustrato uno o mas anticuerpos especificos para Cys B. Los anticuerpos pueden ser los mismos anticuerpos usados
en la fase solida o pueden ser de una fuente o especie diferente y pueden unirse a un reactivo indicador, tal como un
conjugado enzimatico. Las etapas de lavado se pueden realizar antes de cada adicién. Se afiade un croméforo o
sustrato enzimatico y se deja que se desarrolle el color. La reaccién de color se detiene y el color se puede cuantificar
usando, por ejemplo, un espectrofotémetro.

En otra realizacién, uno o mas anticuerpos se inmovilizan en una fase solida o sustrato. Se afiade al sustrato una
muestra de prueba que potencialmente contiene un polipéptido de Cys B. Se afiaden segundos anticuerpos anti-
especie que se unen especificamente a polipéptidos de Cys B. Estos segundos anticuerpos anti-especie son de una
especie diferente a la de los anticuerpos inmovilizados en la fase solida. Se afiaden terceros anticuerpos anti-especie
que se unen especificamente a los segundos anticuerpos anti-especie y que no se unen especificamente a los
anticuerpos inmovilizados a la fase sélida. Los terceros anticuerpos anti-especie pueden comprender un reactivo
indicador tal como un conjugado enzimatico. Las etapas de lavado se pueden realizar antes de cada adicion. Se afiade
un cromoforo o sustrato enzimatico y se deja que se desarrolle el color. La reaccidon de color se detiene y el color se
puede cuantificar usando, por ejemplo, un espectrofotometro.

En una realizacién, uno o mas anticuerpos de captura pueden unirse especificamente a uno o mas epitopos de un
polipéptido descrito en la presente memoria. El anticuerpo o anticuerpos de captura se pueden usar para inmovilizar
uno o una pluralidad de polipéptidos de SEQ ID NO: 11, por ejemplo, en un soporte sélido. Uno o mas anticuerpos de
deteccién pueden unirse especificamente al mismo o mas epitopos 0 a uno o mas epitopos diferentes de los
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polipéptidos. El anticuerpo de deteccién se puede usar para detectar o visualizar la inmovilizacién del polipéptido en
un soporte sélido. Esta realizacién es ventajosa porque es mas especifica y mas sensible que los ensayos que utilizan
solo un anticuerpo tanto para las funciones de captura como de deteccion.

En un tipo de formato de ensayo, uno o mas anticuerpos pueden recubrirse sobre una fase solida o sustrato. Una
muestra de prueba que se sospecha que contiene polipéptidos que comprenden SEQ ID NO: 11 o fragmentos de la
misma se incuba con un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefiales conjugado con
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos especificos para dichos polipéptidos durante un tiempo y en condiciones
suficientes para formar complejos antigeno/anticuerpo de anticuerpos de la fase sélida contra los polipéptidos de la
muestra de prueba o el compuesto reactivo indicador conjugado con un anticuerpo especifico para los polipéptidos.
La unién del reactivo indicador conjugado con anticuerpos anti-polipéptidos a la fase sélida se puede medir
cuantitativamente. Una alteracién mensurable en la sefial en comparacién con la sefial generada a partir de una
muestra de control o estandar de control indica la presencia de polipéptidos que comprenden SEQ ID NO: 11 o
fragmentos de la misma. Este tipo de ensayo puede cuantificar la cantidad de polipéptido en una muestra de prueba.

En otro tipo de formato de ensayo, uno o mas anticuerpos se recubren sobre un soporte o sustrato. Un anticuerpo se
conjuga con un reactivo indicador y se afiade a una muestra de prueba. Esta mezcla se aplica al soporte o sustrato.
Si los polipéptidos de Cys B estan presentes en la muestra de prueba, se uniran a uno o mas anticuerpos conjugados
con un reactivo indicador y a uno o mas anticuerpos inmovilizados en el soporte. Después puede detectarse el
complejo polipéptido/anticuerpo/indicador. Este tipo de ensayo puede cuantificar la cantidad de polipéptido en una
muestra de prueba.

En otro tipo de formato de ensayo, uno 0 mas anticuerpos se recubren sobre un soporte o sustrato. La muestra de
prueba se aplica al soporte 0 sustrato y se incuba. Los componentes no unidos de la muestra se eliminan lavando el
soporte solido con una solucién de lavado. Si los polipéptidos que comprenden SEQ ID NO: 11 o fragmentos de la
misma estan presentes en la muestra de prueba, se uniran al anticuerpo recubierto en la fase solida. Este complejo
polipéptido/anticuerpo se puede detectar utilizando un segundo anticuerpo especifico anti-especie que se conjuga con
un reactivo indicador. Después puede detectarse el complejo indicador polipéptido/anticuerpo/anticuerpo anti-especie.
Este tipo de ensayo puede cuantificar la cantidad de polipéptidos en una muestra de prueba.

La formacion de un complejo polipéptido/anticuerpo o un complejo polipéptido/anticuerpo/indicador se puede detectar,
por ejemplo, mediante métodos radiométricos, colorimétricos, fluorométricos, de separacién por tamafios o de
precipitacion. Opcionalmente, la deteccion de un complejo polipéptido/anticuerpo se realiza mediante la adicién de un
anticuerpo secundario que se acopla a un reactivo indicador que comprende un compuesto generador de sefiales. Los
reactivos indicadores que comprenden compuestos generadores de sefiales (marcadores) asociados con un complejo
polipéptido/anticuerpo se pueden detectar usando los métodos descritos anteriormente e incluyen agentes
cromogénicos, catalizadores tales como conjugados enzimaticos, compuestos fluorescentes tales como fluoresceina
y rodamina, compuestos quimioluminiscentes tales como dioxetanos, acridinios, fenantridinios, rutenio y luminol,
elementos radiactivos, marcadores visuales directos, asi como cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y
similares. Ejemplos de conjugados enzimaticos incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rébano picante,
betagalactosidasa y similares. La seleccién de un marcador particular no es critica, pero sera capaz de producir una
sefial por si sola o junto con una o mas sustancias adicionales.

La frase "determinar las cantidades" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a medir o identificar los
niveles de uno o mas polipéptidos en una muestra. Esto se puede lograr mediante metodologia bien conocida en la
técnica para la deteccion de polipéptidos que incluye el uso de anticuerpos incluyendo, por ejemplo, un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), un radicinmunoensayo (RIA), un inmunoensayo turbidimétrico, un
inmunoensayo turbidimétrico potenciado por particulas, o un ensayo de transferencia de Western o
inmunohistoquimica. Alternativamente, los polipéptidos de SEQ ID NO: 11 pueden determinarse mediante
espectrometria de masas o métodos similares conocidos por un experto en la técnica. La determinacion de la cantidad
de polipéptido presente en una muestra se logra mediante dichos analisis y manipulacién experimental in vitro .

Métodos de diagnostico

Una realizacién proporciona métodos para diagnosticar una enfermedad renal en un sujeto. Los métodos comprenden
determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de polipéptidos
de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a la SEQ ID NO: 11. La
cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una muestra de control o estandar de control,
en donde niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparada con la muestra de control o
estandar de control es una indicacion de enfermedad renal.

Otros métodos pueden diagnosticar AKI en pacientes con CKD o AKI. En una realizacién, los métodos pueden
diagnosticar una funcién del rifion disminuida o dafio fisico a los rifiones provocado por cancer o cancer renal. En otra
realizacion, los métodos pueden diagnosticar enfermedad renal, disminucién de la funcion del rifién o dafio fisico a los
rifiones provocado por una infeccién bacteriana. La infeccién bacteriana puede ser provocada, por ejemplo,
por Anaplasma sp., Ehrlichia sp., Leptospira sp., Escherichia sp. 0 Borrelia sp.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2970 868 T3

Una realizacién de la invencién proporciona un método para diagnosticar o detectar una enfermedad renal, funcién
del rifibn disminuida o dafio fisico a los rifiones provocado por una infeccion bacteriana. El método comprende
determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de polipéptidos
de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o mas polipéptidos
que consisten en SEQ ID NO: 11. La cantidad de los polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una
muestra de control o estandar de control, en donde los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra
comparado con la muestra de control o estandar de control son una indicacién de enfermedad renal, funcién del rifion
disminuida o dafio fisico a los rifiones provocado por una infeccion bacteriana.

Como se describe en la presente memoria, los polipéptidos se encuentran en cantidades o niveles mas altos en
muestras de sujetos enfermos en comparacion con muestras de sujetos de control de sujetos no enfermos. Los niveles
relativos de polipéptidos descritos en la presente memoria en muestras de sujetos pueden indicar la progresion de la
enfermedad y la gravedad de la enfermedad. Es decir, en algunos casos, una mayor cantidad o nivel de polipéptidos
de Cistatina B significa un estado de la enfermedad mas grave.

Los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B son niveles que son aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 % o mas mayores que las muestras de control o los estandares de control. Los niveles
elevados de polipéptidos de Cistatina B son niveles que son aproximadamente del 10 al 500% o0 mas;
aproximadamente del 20 al 500 % o mas; aproximadamente del 30 al 500 % o mas; aproximadamente del 40 al 500%
o0 mas; aproximadamente del 50 al 500 % o mas; aproximadamente del 60 al 500 % o mas; aproximadamente del 100
al 500% o mas que las muestras de control o los estandares de control.

Los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B también pueden ser niveles que son cantidades estadisticamente
significativamente mayores cuando se comparan con muestras de control o estandares de control.

Los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B también pueden ser aproximadamente 10, 20, 50, 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 200, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 2000, 10000 o0 mas ng/ml. Los
niveles de control o estandares de control de polipéptidos de Cistatina B pueden ser aproximadamente 400, 350, 300,
250, 200, 150, 100, 50, 20, 10 0 menos ng/ml.

Los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B se pueden comparar con muestras de control o estandares de
control que se determinan usando sujetos de control normales que no tienen ningun tipo de enfermedad o afeccién
del rifién, infeccién bacteriana o enfermedad periodontal.

En algunas realizaciones, el nivel de polipéptidos de Cistatina B en una muestra de prueba se compara con el nivel
de Cistatina B en una muestra de control de uno o mas sujetos de control normales. Normalmente, el nivel de control
medido en la muestra de control se compara después con el nivel de polipéptidos de Cistatina B medido en la muestra
de prueba. Alternativamente, el nivel de polipéptidos de Cistatina B en la muestra de prueba se compara con un nivel
de control previamente determinado o predefinido (un "estandar de control"). Por ejemplo, el estandar de control para
polipéptidos de Cistatina B se puede calcular a partir de datos, tales como datos que incluyen los niveles de
polipéptidos de Cistatina B en muestras de control de una pluralidad de sujetos de control normales o sanos. Los
sujetos de control normales o sanos y el sujeto de prueba bajo evaluacion pueden ser de la misma especie.

Realizaciones particulares proporcionan reactivos y métodos para identificar ciertas enfermedades o afecciones en un
mamifero, y mas particularmente, en perros, gatos y humanos. Determinadas realizaciones proporcionan métodos
para proporcionar un diagnéstico y pronéstico para pacientes. La identificacion de polipéptidos de Cys B en muestras
de sujetos puede ser un predictor independiente de enfermedad del rifion o un identificador de lesidén del rifion aguda
o lesién del rifidn activa en un estadio de enfermedad del rifion cronica (por ejemplo, estadios 1-4). Los métodos
permiten ventajosamente el diagnéstico y la identificacién de la lesién del rifidén aguda o lesion del rifion activa en una
enfermedad del rifion crénica y no estan influenciados ni confundidos por la edad o la masa corporal del paciente. Por
consiguiente, realizaciones adicionales estan dirigidas a usar dicho pronostico del paciente renal determinado usando
los polipéptidos para seleccionar terapias renales apropiadas.

La identificacion de polipéptidos de Cys B en muestras de sujetos puede ser un predictor independiente de los grados
de AKI (por ejemplo, grados 1-5). Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria permiten
ventajosamente el diagnostico y la identificacion de estadios de AKI anteriores al grado tres y no se ven influenciados
ni confundidos por la edad o la masa corporal del paciente.

Los anticuerpos se pueden utilizar en un método de diagnostico de enfermedad renal obteniendo una muestra de
prueba de un animal, por ejemplo, un humano, gato o perro sospechoso de padecer una enfermedad renal. La muestra
de prueba se pone en contacto con anticuerpos en condiciones que permitan la formacion de complejos anticuerpo-
antigeno (es decir, inmunocomplejos). Un experto en la técnica conoce las condiciones que permiten y son apropiadas
para la formaciéon de complejos antigeno/anticuerpo. La presencia o cantidad de complejos anticuerpo-antigeno se
puede determinar mediante metodologia conocida en la técnica.

Las realizaciones incluyen ademas métodos para pronosticar la salud del paciente, controlar la progresién de la
enfermedad y/o evaluar/controlar la eficacia del tratamiento identificando niveles de polipéptidos especificos en una
muestra de paciente. En un aspecto, los métodos se pueden realizar en multiples puntos de tiempo para evaluar la
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progresion de la enfermedad o la eficacia del tratamiento. En una realizacién particular, los métodos se pueden realizar
en el momento del diagnéstico y después en puntos de tiempo especificos posteriores al tratamiento en donde una
terapia especifica deberia dar como resultado una reduccién o mejora de la progresién de la enfermedad.

Los métodos descritos en la presente memoria también pueden indicar la cantidad o cantidad de polipéptidos que
comprenden la SEQ ID NO: 11. En una realizacién particular, la cantidad o cantidad de determinados polipéptidos
proporciona un indicador del estadio de la enfermedad (es decir, estadios 1 - 4), progresion de la enfermedad y/o un
indicador de pronéstico. Con muchos reactivos indicadores, tales como los conjugados enzimaticos, la cantidad de
polipéptido presente es proporcional a la sefial generada. Dependiendo del tipo de muestra de prueba, se puede diluir
con un reactivo tampo6n adecuado, concentrar o poner en contacto con una fase sélida sin ninguna manipulacién. Por
ejemplo, se pueden usar muestras de suero 0 plasma que previamente se han diluido, 0 muestras concentradas tales
como orina, para determinar la presencia y/o cantidad de polipéptido presente.

Los polipéptidos y ensayos descritos en la presente memoria se pueden combinar con otros polipéptidos o ensayos
para detectar la presencia de una enfermedad renal. Por ejemplo, los polipéptidos y los ensayos se pueden combinar
con reactivos adecuados para la detecciéon o medicién de creatinina o niveles generales de proteina.

Una realizacién también proporciona métodos para diferenciar infecciones del tracto urinario superior de infecciones
del tracto urinario inferior. Las infecciones del tracto urinario superior son infecciones del rifién (pielonefritis). Las
infecciones del tracto urinario inferior son infecciones de la vejiga (cistitis). Estas afecciones pueden ser dificiles de
diferenciar. Es ventajoso para los proveedores de salud diferenciar entre una infeccién del tracto urinario superior y
una infeccion del tracto urinario inferior porque los tratamientos pueden ser diferentes. Se necesitan métodos en la
técnica para diferenciar estas infecciones.

Los métodos comprenden determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto usando uno
0 mas anticuerpos que se unen especificamente a la SEQ ID NO: 11. La cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la
muestra se compara con una muestra de control o un estandar de control, en donde los niveles elevados de
polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparada con la muestra de control o el estandar de control son una
indicacion de una infeccién del tracto urinario superior en el sujeto.

Una realizacion proporciona un método para diferenciar la lesion del rifion aguda de las infecciones del tracto urinario
inferior. Estas afecciones pueden ser dificiles de diferenciar. Es ventajoso para los proveedores de salud diferenciar
entre una lesién del rifion aguda y una infeccién del tracto urinario inferior porque los tratamientos pueden ser
diferentes. El método comprende determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en
donde la cantidad de polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos que se unen
especificamente a uno o mas polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11. La cantidad de los polipéptidos de
Cistatina B en la muestra se comparan con una muestra de control o estandar de control, en donde los niveles elevados
de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de control o estandar de control son una
indicacion de lesion del rifion aguda en el sujeto

Una realizacién proporciona un método para diagnosticar periodontitis en un sujeto. La enfermedad periodontal incluye
la gingivitis (inflamacién de las encias) y la periodontitis. La periodontitis es una enfermedad de los tejidos
periodontales que provoca la pérdida de insercién y la destruccion del hueso alveolar. El diagnéstico clinico de la
enfermedad periodontal se realiza mediante el reconocimiento de diversos signos y sintomas en los tejidos
periodontales que indican la enfermedad. La aparicion de los signos y sintomas suele aparecer mucho después del
inicio de la enfermedad y después de que se ha producido un dafio considerable al hueso y al tejido de soporte.
Ademas, la enfermedad periodontal a menudo no puede evaluarse ni tratarse adecuadamente sin anestesia general
en pacientes veterinarios. Se necesitan en la técnica métodos de deteccion temprana de la enfermedad periodontal.
Los métodos comprenden determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto. La cantidad
de polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno o mas anticuerpos especificos para las SEQ ID NOs: 1-27.
La cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra se compara con una muestra de control o estandar de control,
en donde los niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de control o
estandar de control son una indicacion de enfermedad periodontal en el sujeto.

Métodos de tratamiento.

Determinadas realizaciones proporcionan métodos para tratar una afeccién de la enfermedad en un sujeto. Los
métodos comprenden solicitar una prueba que proporcione los resultados de un andlisis para determinar la cantidad
de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto usando uno o mas anticuerpos especificos para NO: 11. El
tratamiento se administra al sujeto para la afeccién de la enfermedad si la muestra contiene una cantidad elevada de
polipéptidos de Cistatina B en comparacion con una muestra de control o un estandar de control para la afeccion de
la enfermedad.

Las afecciones de la enfermedad incluyen AKI, enfermedad periodontal, infecciones del tracto urinario superior y
enfermedad renal. En una realizacién, una afeccién de la enfermedad no es cancer o cancer renal.

Los tratamientos para CDK, AKI y enfermedad renal incluyen, por ejemplo, cirugia para nefronas/ureterolitos
obstructivos, quimioterapia para la neoplasia renal, tratamiento dietético, quelantes de fosfato entérico,
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antiproteinuricos (por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACEI), acidos grasos omega-
3), antihipertensivos (por ejemplo, ACEI, antagonistas de los canales de calcio (CCA)), fluidoterapia para corregir la
deshidratacién, tratamiento de la acidosis, administracién de diuréticos, dilisis, correccion de anomalias electroliticas,
antieméticos y antidcidos, eritropoyetina recombinante. Las infecciones del tracto urinario superior se pueden tratar
con antibioticos. La enfermedad periodontal se puede tratar con limpieza profunda, raspado y alisado radicular, cirugia
de injerto de encia, tratamientos con laser, procedimientos regenerativos (uso de membranas (filtros), injertos 6seos
o proteinas estimulantes de tejidos en las bolsas), implantes dentales, procedimientos de reduccién de bolsas (doblar
hacia atras el tejido de las encias y eliminar las bacterias que provocan enfermedades antes de asegurar el tejido
nuevamente en su lugar).

En una realizacion alternativa, los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar para evaluar la eficacia
de una composicién o régimen de tratamiento (ya sea una composicién o una dieta) para mejorar la progresion de la
enfermedad. De manera similar, los métodos descritos en la presente memoria se pueden usar para evaluar la
actividad de una composicién o de regimenes de tratamiento en los niveles de los polipéptidos del paciente que
comprenden la SEQ ID NO: 11.

Kits

Una realizacién proporciona kits para realizar los métodos descritos en la presente memoria. En determinadas
realizaciones, los kits comprenden uno o una pluralidad de anticuerpos especificos para uno o una pluralidad de los
polipéptidos que comprenden la SEQ ID NO: 11. Opcionalmente, en determinadas realizaciones de los kits se pueden
incluir instrucciones de uso, asi como anticuerpos secundarios (tiles en, por ejemplo, ensayos tipo sandwich. En los
kits también pueden estar presentes anticuerpos marcados de forma distintiva, asi como reactivos para el marcaje de
los anticuerpos.

En realizaciones adicionales, los kits comprenden uno o una pluralidad de anticuerpos, cada uno de los cuales se une
especificamente a uno o mas polipéptidos que comprenden la SEQ ID NO: 11. En determinadas realizaciones, los
anticuerpos se proporcionan sobre un soporte o sustrato sélido, que incluye, sin limitacion, chips, micromatrices, perlas
y similares.

Los kits (por ejemplo, articulos de fabricacion) pueden ser para detectar los polipéptidos descritos en la presente
memoria, o fragmentos de proteinas de los mismos en una muestra de un paciente. Un kit comprende uno o mas
anticuerpos y composiciones para determinar la unién de los anticuerpos a proteinas de longitud completa o
fragmentos de proteinas descritos en la presente memoria. Un kit o articulo de fabricacién también puede comprender
uno o mas anticuerpos o fragmentos de anticuerpos y composiciones para determinar la unién de los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos a polipéptidos en la muestra. Un kit puede comprender un dispositivo que contiene uno o
mas polipéptidos o anticuerpos e instrucciones para el uso de uno 0 mas polipéptidos o anticuerpos para, por ejemplo,
la identificacion de una enfermedad renal en un mamifero. El kit también puede comprender material de embalaje que
comprende una etiqueta que indica que uno o mas polipéptidos o anticuerpos del kit se pueden usar para la
identificacion de disfuncién del rifion. En dichos kits de prueba se pueden incluir otros componentes tales como
tampones, controles y similares, conocidos por los expertos en la técnica. Los polipéptidos, anticuerpos, ensayos y
kits descritos en la presente memoria son utiles, por ejemplo, en el diagnostico de casos individuales de una
enfermedad renal en un paciente.

Los kits son Utiles para diagnosticar, pronosticar o controlar el tratamiento de enfermedades renales, particularmente
enfermedades renales caninas, felinas y humanas.

Las realizaciones descritas ilustrativamente en la presente memoria se pueden practicar adecuadamente en ausencia
de cualquier elemento o elementos, limitacién o limitaciones que no se describan especificamente en la presente
memoria. Asi, por ejemplo, en cada caso de la presente memoria cualquiera de los términos "que comprende”, "que
consiste esencialmente en" y "que consiste en" puede sustituirse por cualquiera de los otros dos términos,
conservando al mismo tiempo sus significados habituales. Los términos y expresiones que se han empleado se utilizan
como términos de descripciéon y no de limitacion, y no existe la intencidon de que en el uso de dichos términos y
expresiones se excluyan cualquier equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas,
pero se reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance de las realizaciones reivindicadas. Por
lo tanto, debe entenderse que aunque la presente descripcion se ha descrito especificamente mediante realizaciones,
los expertos en la técnica pueden recurrir a caracteristicas opcionales, modificaciones y variaciones de los conceptos
descritos en la presente memoria, y que dichas modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de
estas realizaciones como se define en la descripcion y las reivindicaciones adjuntas.

Se pretende que las realizaciones de los métodos que comprenden las caracteristicas mencionadas anteriormente
caigan dentro del alcance de la divulgacién.

Ejemplos

Los Ejemplos que siguen son ilustrativos de realizaciones especificas de la divulgacion y diversos usos de las mismas.
Se establecen Unicamente con fines explicativos y no deben considerarse limitantes.
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Ejemplo 1: Secuencias de proteinas de Cys B canina

Anteriormente se creia que la Cys B canina tenia una secuencia de proteinas de 77 aa como se muestra en la SEQ
ID NO:1.

QVKAQLEERENKKY TTFRKAVTFRSQVVAGSTPYFI KVOVDDDESVHLRVEFQS LPHENKPLALS S YQTNK
AKHDELAYF (SEQ ID NO:1)

Sin embargo, esta creencia no es correcta. Se cultivaron lineas de células MDCK hasta confluencia y las células
adherentes se recogieron y lisaron con un tampoén fisiolégico que contenia un detergente. Después de la lisis, las
células se centrifugaron a 10000 rpm durante 30 minutos para sedimentar los restos celulares. El sobrenadante se

utilizé como una fuente de Cistatina B canina especifica urinaria. Utilizando el sobrenadante, se secuenci6 el extremo
N-terminal de 21 aa faltantes de Cys B canina mediante digestién con tripsina e identificacién por LC-MS.

MMCGAPSASQPATADTQAIAD (SEQ ID NO:2)

Por lo tanto, se determiné que la secuencia completa de aminoacidos de Cys B canina (FL-Cys B) era:

MMCCAPSASQPATADTQATADDVKAQLEERENKRYTTEKAVIFRIQVVAGTNY FIKVOVDDDEFVHLR
VEQSLPHENKPLALSSYQTNKAKHDELAYE  (SEQ ID NO:3)

Ejemplo 2: Anticuerpos contra la Cistatina B canina

A. Anticuerpos generados contra proteinas recombinantes

Se generaron anticuerpos policlonales segun metodologias estandar en conejos usando proteinas recombinantes de
SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:3 como inmunoégenos. Cada uno de los anticuerpos asi generados se unié especificamente
a sus respectivos inmundgenos recombinantes en un ensayo ELISA.

Se generaron anticuerpos monoclonales segiin metodologias estandar en ratones usando una proteina recombinante
que tiene SEQ ID NO:3 como inmunégeno, con CPG como adyuvante. Siete anticuerpos monoclonales generados se
unieron especificamente a sus respectivos inmundgenos recombinantes en un ensayo ELISA. Se utilizé un anticuerpo
secundario de cadena H&L de IgG anti-ratén de cabra HRP para detectar la unién monoclonal. Todos los clones
probados se unieron a placas recubiertas con 5 ug/ml de Cistatina B FL recombinante (SEQ ID NO: 3). La Tabla 4
muestra los datos de unién ejemplares para tres de los clones.

Tahia 4: deteccidn de anticuerpos monaclionales contra rFL-Cys B. Datos de dilucion en
serie representativos.de 3 clones

fonoclonales de Cys B& L0 wismd

MR S¥3 i

B: Anticuerpos generados contra péptidos sintéticos.

Los siguientes péptidos derivados de Cistatina B canina se conjugaron con KLH. Los conjugados se utilizaron como
inmunégenos para la generacién de anticuerpos en conejos.

Cistatina B C-terminal “Péptido 9" QTNKAKHDELAYEF S NN
Cistatina B N-terminal “Béptido 3-20”  {03AS ADTLRAAL 10 NS}
Cistatina B N-terminal “Péptido 3-10”7  {QAQ Y NG
Cistatina B N-terminal “Péptido 18-25" CAIADS y HS NGO
Cistatina B “Péptido 2" FOSBLPHENEPLALSSE Ho NOD
Cistatina B “Péptido 17 SCONARTRYRIVOVODD (S8 RO

Ademas, se generaron anticuerpos policlonales y monoclonales seglin metodologias estandar en ratones utilizando
los péptidos SEQ ID NO:2 (N-terminal) y SEQ ID NO:5 (Péptido 3-20} como inmunégenos, con adyuvante de Freund.
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Cada uno de los anticuerpos asi generados se uni6é especificamente a sus respectivos inmundgenos recombinantes
en un ensayo ELISA.

Cada uno de los anticuerpos asi generados se unié especificamente a sus respectivos inmunégenos peptidicos. Por
ejemplo, la Tabla 5 a continuacién muestra las curvas de unién tipicas de anticuerpos policlonales anti-péptidos de
conejo frente a los Péptidos 1, 2 y 9 a sus respectivos inmundgenos. Los tres anticuerpos policlonales se unen con
alta afinidad a sus objetivos y pueden usarse para formar un sandwich en el ELISA de Cistatina B.

Tabla 5 unitn de los péptidos anti-cistatina B de conejo a los respectivos inmundgenos

Tite Péptido Péplide  Péplidn
Al 3 2 3

Ademas, el anticuerpo anti-Péptido 9 y el anticuerpo anti-Péptido 1 se unieron especificamente a FL-Cys B
recombinante (SEQ ID NO:3) y a una proteina intracelular nativa en un lisado de células MDCK estimuladas en un
ensayo ELISA. Se demostré que el anticuerpo anti-Péptido 9 se une especificamente al péptido KHDELAYF (SEQ ID
NO:10) en un ensayo ELISA competitivo.

Se usaron SEQ ID NO: 11, 12 y 13 para inmunizar conejos segun metodologias estandar. Cada anticuerpo se une
especificamente a sus respectivos inmunégenos en un ensayo ELISA.

Ejemplo 3: Inmunoensayos para la deteccion de Cistatina B canina

Se desarroll6 un ELISA de Cistatina B de la siguiente manera.
Anticuerpo de captura y fase sélida:

Se recubren placas de microtitulacién 4BX de 96 pocillos con 10 ug/ml de antipéptido 9 de conejo purificado por
afinidad durante la noche a 4°C. Las placas se lavan 3x con 1X PBS, pH 7,4 que contiene TWEEN® (polisorbato) 20
al 0,05%. Después se bloguean las placas durante 2 horas con 1xPBS, pH 7,4 que contiene BSA al 1%. Después de
lavar, como anteriormente, las placas se secan a 37°C al vacio durante 4 horas. Después las placas se almacenan
desecadas, a 4°C.

Preparacion del anticuerpo de deteccion:

Se generaron siete anticuerpos monoclonales a partir de ratones inmunizados con Cistatina B recombinante de
longitud completa (rFL-Cys B) (SEQ ID NO:3). Se eligié un clon (3H4) basado en su rendimiento de unién a rFL Cys
B, se purificé con proteina G y se marcé 1,0 mg del anticuerpo purificado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
utilizando el método SMCC y se desal6 para eliminar el exceso de HRP. El anticuerpo marcado se titulé y se utilizaron
0,25-2,0 ug/ml en los ensayos ELISA.

Protocolo ELISA de tipo sandwich de Cistatina B: suero y orina

La Cistatina B es una proteina intracelular y generalmente no circula lioremente en grandes concentraciones. Esto se
confirm6 aun mas por el hecho de que no se encontré ninguna proteina en el sobrenadante recogido de células de
rifidn canino estresadas. Sin embargo, la Cistatina B se purificoé a partir de células de rifidn canino rotas. Por lo tanto,
cualquier Cistatina B que se detecte en suero u orina probablemente resulte de la ruptura y muerte de las células. En
la lesion de rifidn activa, es probable que la apoptosis y necrosis de las células epiteliales en el tibulo proximal den
como resultado un aumento de Cistatina B sérica y urinaria (Figura 1).

La Cistatina B no se ha relacionado con la enfermedad del rifién en animales de compafiia. Se generaron anticuerpos
monoclonales contra Cistatina B recombinante como se describié anteriormente y se confirmé su especificidad
mediante analisis de transferencia de Western en presencia de proteina Cistatina C (Figura 2). También se desarrolld
un ELISA de tipo sandwich utilizando estos anticuerpos.

Para un ELISA de tipo sandwich, los estandares fueron rFL-Cys B o un lisado de detergente de sedimentos de células
MDCK. Ambas preparaciones estandar se cuantificaron mediante un método de LCMS. Las muestras de orina se
diluyeron al menos 1:10 con tampo6n A (PO4 0,1 M:, pH 7,4, que contenia al menos 0,1 % de Sarkosyl. Las muestras
de suero se diluyeron al menos 1:100 en tampén A y se afadieron 100 ul a los pocillos por duplicado como
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anteriormente. Se afiadieron unos cien microlitros (100 ul} por duplicado a los pocillos de captura de anticuerpos
policlonales y se incubaron durante 1 hora, agitando a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron 6 x con
PETCHEK® wash (IDEXX Laboratories, Inc., Maine, USA) y se afadieron 100 ul de 0,25-2 ug/ml de anticuerpo
monoclonal de deteccion de HRP. El anticuerpo de deteccién se incub6 durante 30 minutos con agitacion, seguido de
6x lavados y se afiadieron 100 ul de sustrato TMB a los pocillos. El color se desarrollé durante 5 minutos seguido de
100 ul de solucion de parada (HCL 1 N). Las placas se leyeron en un lector de microplacas VMAX®. Se utilizé un ajuste
de parametros 4PL en el grafico Sigma para cuantificar las incognitas.

Se obtuvo una curva estandar con el ensayo ELISA de Cys B como se describié anteriormente, utilizando Cistatina B
canina nativa (lisado de MDCK) (Figura 3).

Deteccion de Cistatina B canina en muestras de pacientes

Los niveles de Cistatina B se determinaron en la orina de perros, utilizando el ensayo ELISA de Cistatina B como se
describié anteriormente y se muestra en la Tabla 6.

Yabia 6: nivelas de Cstatina 8 en canings con enfermedad ded rifidn

Cistatins B
fogimy

funstea Estado

Como se muestra en la Tabla 6, los perros sanos tenian niveles bajos de Cistatina B en su orina en comparacién con
la lesion de rifion aguda (activa) (AKI) y la enfermedad de rifidén cronica (CKD). Las muestras de AKI mostraron niveles
mas altos de Cistatina B que las muestras de CKD.

La Cistatina B se midi6 utilizando ELISA en suero y orina a partir de un modelo canino de gentamicina (Figura 4) y en
la orina de perros que acudieron a una clinica con lesién de rifién activa inducida por inflamacién o isquemia (Figura
5). En el sistema modelo, los perros recibieron 10 mg/kg de gentamicina cada 8 horas hasta que la creatinina sérica
alcanzé 1,5 mg/dL. En este perro se alcanzd ese punto el dia 8; mientras que la Cistatina B sérica aumenté con
respecto al valor inicial el dia 1. Estos resultados preliminares sugieren que la Cistatina B es un marcador mas
temprano que la creatinina para la lesion de rifion activa. En las muestras de pacientes existe una clara separacion
entre pacientes sanos y aquellos diagnosticados con lesion de rifién activa.

Ejemplo 4: Deteccion de Cistatina B con hisopo oral

Se utilizé un hisopo de algodén para tomar una muestra de las encias de un canino que se sometia a un examen
dental. El perro presentaba gingivitis, enfermedad de las encias asi como caries severas. El hisopo se colocé en un
tubo de ensayo de plastico y se almacené a 4°C hasta su uso. El hisopo se equilibr6 a temperatura ambiente durante
30 minutos y después se coloco en 0,5 ml de tampén de ensayo de Cistatina B que contenia un detergente durante
30 minutos. Se retird el hisopo y se uso6 en el ensayo de Cistatina B como se describe anteriormente. Se utilizd un
hisopo de control sin muestra para determinar la sefial de fondo. El hisopo de control estaba por debajo del limite de
deteccién (LOD), que tiene una OD promedio de 0,04, mientras que la OD del hisopo del canino sometido a un
procedimiento dental extenso fue de 1,04. Esto da como resultado una relacion sefial a ruido S/N de 26. Véase la
Tabla 7 a continuacion:

Tabla 7: deteccidn de Cistatina B en un hisopo oral

Cistatina B {00 & 450nm QAN
iHisopo de control Q.04 ~
{Hisopo canino IR i

Se limpiaron los dientes de dos perros con enfermedad periodontal con un hisopo de algodon y se extrajo la Cistatina
B en el tamp6n de ELISA de Cistatina B y se analizé como una muestra en el ensayo de Cistatina B. Como control
positivo se utilizé un estandar enriquecido con 1000 ng/ml de proteina Cistatina B canina recombinante de longitud
completa. Las sefiales (O.D. @ 450 nM) para el control positivo de la proteina Cistatina B recombinante de longitud
completa fueron 0,322, para el canino 1 fue 1,8485 y para el canino 2 fue 1,444. Los valores para los dos caninos con
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enfermedad periodontal fueron mas de cinco veces superiores al estandar de 1000 ng/ml del FL-Cys B de rCanine.
Por tanto, Cys B es un marcador de enfermedad periodontal en mamiferos tales como los caninos.

Ejemplo 5: ELISA modificado

Se recubrieron placas de microtitulacion 4BX de 96 pocillos con 5 ug/ml de anti-péptido 9 de conejo purificado por
afinidad durante la noche a 4°C. Las placas se lavan 3x con 1X PBS, pH 7,4 que contiene TWEEN® (polisorbato) 20
al 0,05%. Después se bloquearon las placas durante 2 horas con 1xPBS, pH 7,4 que contenia BSA al 1%. Después
de lavar, como anteriormente, las placas se secan a 37°C al vacio durante 4 horas. Después las placas se almacenan
desecadas, a 4°C.

Para un ELISA de tipo sandwich, los estandares fueron rFL-Cys B o un lisado de detergente de sedimentos de células
MDCK. Ambas preparaciones estandar se cuantificaron mediante un método de LCMS. Las muestras de orina se
diluyeron 1:20 con tampén A (fosfato 0,1 M, pH 7,2, que contenia al menos la sal sédica de N-Dodecanoil-N-metilglicina
al 1,0% (Sarkosyl, Sigmay)). Las muestras de suero se diluyeron al menos 1:50 en Tampén A y se afiadieron 100 ul a
los pocillos por duplicado como se indico anteriormente. Se afiadieron unos cien microlitros (100 ul) por duplicado a
los pocillos de captura de anticuerpos policlonales y se incubaron durante 1 hora, agitando a temperatura ambiente.
Después las placas se lavaron 6 x con PETCHEK® wash (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) y se
afiadieron 100 ul de 0,25-2 ug/ml de anticuerpo de deteccién monoclonal marcado con HRP. El anticuerpo de deteccién
se incub6 durante 30 minutos con agitacion, seguido de 6 x lavados y se afiadieron 100 ul de sustrato TMB a los
pocillos. El color se desarrollé durante 5 minutos seguido de 100 ul de solucién de parada (HCL 1 N). Las placas se
leyeron en un lector de microplacas VMAX®. Se utilizé un ajuste de parametros 4PL en el grafico Sigma para cuantificar
las incégnitas.

Ejemplo 6: Deteccion de Cys-B humana

Este ejemplo muestra la construcciéon de un ELISA para la deteccién de Cys B humana usando anticuerpos anti-Cys
B canino. La proteina Cistatina B humana recombinante (rH FL Cys B) (SEQ ID NO: 14} se obtuvo de Genscript, USA.

Cistatina 8

La reactividad cruzada de la proteina rH FL Cys B con anticuerpos generados contra la Cistatina B canina se evalué
mediante ELISA de tipo sandwich. Brevemente, se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén generados contra la
secuencia de Cistatina B canina recombinante de longitud completa (rC FL Cistatina B} como reactivos de captura y
se analiz6 su capacidad para unirse a multiples antigenos FL Cys B recombinantes en un ELISA. Los reactivos de
deteccién seleccionados fueron anticuerpos policlonales N-terminales de conejo anti-Cistatina B canina e IgG anti-
especie de peroxidasa de rabano picante (H&L). Se encontré una serie de reactivos emparejados que proporcionaron
una curva dependiente de la dosis en el ELISA. Como se muestra a continuacién en la Tabla 8, tres anticuerpos
monoclonales generados en ratén contra el "Péptido 9" C-terminal canino (QTNKAKHDELAYF (SEQ ID NO:4)) (IF10,
2B5 y 9A10) emparejados con anticuerpos 327 policlonales de Cistatina B N-terminal anti-canina (producidos en
conejo contra CAIADQVKA (SEQ ID NO:7)), 328 (producidos en conejo contra CGAPSASQPATADTQAIA (SEQ ID
NO:5)) 0 329 (producidos en conejo contra CGAPSASQ (SEQ ID NO:6)) para formar un ELISA de tipo sandwich.
Ademas, estos pares se unieron a la proteina rF| Cistatina B de rata y raton.

Tabla 8: emparejamiento de reactivos Caninos para formar un sandwich
con proteina Cistatina B recombinante Humana, de Rata y Raién

Deteccion

133 S Hooaning FULOYS B3 Humans Sy -'(-'_-:“» 1 e 1T e -4
polizionat fELCys B caning § oL Cys B Humang L Cys 8B de Hata £RLCys B de Raton

Bz

3
&

2
=

$

¥
% 3T

8.2 Gt 23

Utilizando el anticuerpo policlonal de conejo N-terminal 327 como captura en fase sélida, se analizaron anticuerpos
monoclonales de ratén generados contra la Cistatina B C-terminal "Péptido 9" canina QTNKAKHDELAYF (SEQ ID
NO:4) para analizar su unién a rH FL Cistatina B. Véase la tabla 9. Como se muestra a continuacion en la Tabla 10,
un anticuerpo monoclonal C-terminal (9A10) formé un sandwich mientras que otro anticuerpo monoclonal C-terminal
(2B5) no lo hizo. Se mapearon las especificidades de estos anticuerpos monoclonales y el monoclonal 9A10 reconocié
una secuencia homéloga de Cistatina B tanto humana como canina. El anticuerpo monoclonal 3H4 generado contra
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la Cistatina B canina rFL emparejado con el anticuerpo policlonal 327 unido a la fase so6lida mostré unién a rFL Cistatina
B tanto humana como canina (Tabla 11).

Tabla 9

Secusncias de Cistatina B C-terminal

Canina QINKAKHUOBLAYF SNECHHDY NG 4
Humana OITNRAHMDELTYT SEG Y NOAS

Tabla 10: mapeo de epitopos de anticuerpos policlonales de conejo y monocionales
de raton de Cistatina B

Anticuerpos anti-péptido
i Policlonal : Monoclonal
| Secuenciapeptidica ©  any-Seng 288 gA0
CQINKAKHDELAYF ¢ 34 ; 25 5%
PP TEA 3
* \\}Tf’\ﬁ\f\z{hﬁ} . \2:{ ............. g‘w ............
L REQ D NONE :
 CONKARHDELS 3 02 23
| SEQHD NQUTY ;
OTHKAKROEL &3 a4 §.1
P BEQ NG
P QTNKAKHDE 23 0.2 Gt
SEQID NG :
{ Residuos esenciales | Y AXE
{ para el epitopo : :

Tabla 11

rFL-Cistating B
Captura  Conjugade | Humana Capina

34 £4.91% 2483
2 LWV 8823 | 1884
327 . : )

RS .06 Q085S

327 a7 | 128

Se pueden usar anticuerpos especificos para Cys B canina para detectar Cys B humana. En particular, anticuerpos o
fragmentos de unién especificos de los mismos que se unen a epitopos que comprenden AYF, LAYF (SEQ ID NO:20),
ELAYF (SEQ ID NO:21), DELAYF (SEQ ID NO:22), HDELAYF (SEQ ID NO:23), KHDELAYF (SEQ ID NO: 10),
AKHDELAYF (SEQ ID NO:24), KAKHDELAYF (SEQ ID NO:25), NKAKHDELAYF (SEQ ID NO:26), TNKAKHDELAYF
(SEQ ID NO:27) y QTNKAKHDELAYF (SEQ ID NO:4), o porciones de los mismos pueden utilizarse para detectar Cys
B humanay canina.

Ejemplo 7: Determinacion de intervalos de referencia en orina canina y felina

Se recolectaron muestras de orina de caninos y felinos en un hospital veterinario local durante un periodo de tiempo
de dos arfios. La orina se dividi6 en alicuotas y se congel6 hasta su uso. Se midieron muestras de orina descongeladas
para determinar la Cistatina B usando el ensayo ELISA descrito en el ejemplo 3. Se establecié un intervalo de
referencia a partir de animales sanos que no tenian indicios de trastornos renales en el examen veterinario, tales como
niveles de creatinina sérica 0 SDMA que sugirieran CKD, antecedentes o presentacion de calculos del tracto urinario
o infecciones del tracto urinario. Asi, se utilizé un total de 280 caninos sanos y 42 felinos sanos y se determiné un
intervalo de referencia de 257 ng/ml utilizando las desviaciones estandar media + 3 (Std Dev) para cada especie.
Véase la Figura 6. Por lo tanto, el intervalo normal y sano es de aproximadamente 0 ng/ml a aproximadamente 257
ng/ml (por ejemplo, de aproximadamente 0, 5, 10, 20, 50, 75, 100 a aproximadamente 200, 210, 225, 250, o 257
ng/ml). Los valores superiores a 257 ng/ml (por ejemplo, de aproximadamente 257, 260, 270, 280, 290, 300 ng/mly
superiores) son indicativos de enfermedad renal.
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Ejemplo 8: Cistatina B en poblacion canina con AKI

Se analizaron veinticinco muestras de orina y suero coincidentes de perros con AKI clinicamente confirmada y de
perros sanos en ELISA de Cistatina B (Ejemplo 5). La etiologia de los pacientes con AKl incluyé, por ejemplo, farmacos
nefrotoxicos, mordeduras de serpientes, insolacién, exposiciéon al etilenglicol y enfermedades infecciosas. Como se
muestra en la Figura 7A-B y las Tablas 12-13, los niveles de Cistatina B en orina y suero aumentaron significativamente
en pacientes diagnosticados con AKI en comparacion con perros sanos y pacientes con CKD.

Ejemplo 9: Cistatina B en enfermedades infecciosas

La mayoria de las enfermedades infecciosas del sistema urinario en animales son infecciones bacterianas aerébicas.
Los organismos comunes incluyen Escherichia coli, Staphylococcus, Enterococcus, y Streptococcus. Los organismos
menos comunes que provocan infecciones incluyen Klebsiella, Proteus, y Pseudomonas. Mycoplasma es una causa
poco comun de infeccién del tracto urinario y generalmente se encuentra como una coinfeccién con bacterias. La
leptospirosis es una enfermedad zoonética mundial provocada por la bacteria Leptospira filamentosa que infecta el
rifidn y muchos otros 6rganos. Las rickettsias (rickettsiosis) y las enfermedades relacionadas (anaplasmosis,
ehrlichiosis, fiebre Q, tifus de los matorrales) son provocadas por un grupo de cocobacilos gramnegativos,
estrictamente intracelulares. La babesia, una enfermedad transmitida por garrapatas, también se ha relacionado con
la enfermedad renal.

Las muestras de suero de veinte pacientes caninos confirmaron positivo para Leptospira sp. mediante ELISA, PCR y
prueba de aglutinacién microscépica (MAT), se analizaron titulos > 1:800 (IDEXX Laboratories, Inc.) en el ELISA de
Cistatina B. También se analizaron muestras de suero canino sano confirmado para determinar el nivel promedio de
Cistatina B en suero. Como se muestra a continuacién en la Tabla 14, nueve muestras positivas para Leptospirosis
(45%) estuvieron por encima del valor de corte relativo (media +3SD) del suero de los caninos sanos (149,1 ng/ml)
(Figura 10). Estos datos indican que el 45% de los pacientes con leptospirosis evaluados tenian una lesion del rifion.
Por lo tanto, los niveles elevados de Cistatina B en suero indican la presencia de lesién de rifién en pacientes
infectados con Leptospira.
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Tabia 14: Resuitados de ELISA de Cistatina B para Leptospira sp. Muestras positivas

iDdeia Cistatins B
muestra {ngdrol}

B3

2
2

SEE

s § 20k b 1y
inah O

-

s
W

P
$
Pt

Ejemplo 10: Cistatina B en infecciones del tracto urinario

Se analizaron muestras de orina de 10 perros cada uno con infeccion del tracto urinario (UTI) clinicamente confirmada
y de 10 cohortes sanos en el ensayo de Cistatina B. La UTI se confirmé mediante cultivos positivos y examen clinico.
La interferencia de la UTI es un problema importante para la especificidad de los marcadores de AKI previamente
conocidos. La Figura 8 demuestra que los niveles de Cistatina B no mostraron diferencias significativas entre pacientes
sanos y pacientes con infeccién del tracto urinario inferior. Por lo tanto, el marcador Cistatina B se puede utilizar para
diferenciar entre AKl y UTI.

Ejemplo 11: Cistatina B en la enfermedad del rifién felina

Se obtuvieron muestras de orina de cuatro felinos diagnosticados con enfermedad renal y tres controles sanos de una
clinica veterinaria local, y se analizaron en el ensayo de Cistatina B. Las concentraciones urinarias de Cistatina B en
cada uno de los cuatro gatos con enfermedad renal excedieron el intervalo de referencia de 257 ng/ml. Las
concentraciones de Cistatina B en orina en cada uno de los tres controles sanos estaban dentro del intervalo de
referencia. Véase la Tabla 15. La Cistatina B es un marcador para la enfermedad renal en gatos.
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Tabla 15
 Cistatina B urinatia | Creatinina ensuero | SDMA {ug/dl), u Diagnéstico
:ngfmi mgfdt. otras pruebas

segin lo indicado

Enfermedad renal

N3 Proteina uting 30 Enfermedad renal
mgfdL; Urina 250
eritrotitos/ut
LR Ng¥ Enfermedad renal
Proteina urina 30 Endermedad renal
mg/fdlL; Urina 250
etitracitos/ut
N3 s3n0
51 sano
sano

13 = no determinade

Ejemplo 12: Anticuerpos anti-Cistatina B en ovejas

Se usaron dos ovejas para generar anticuerpos policlonales de oveja contra SEQ ID NO:4. El péptido se conjugé con
KLH y se emulsioné en adyuvante completo de Freund. Se utilizé un protocolo estandar de 200 dias. La respuesta de
anticuerpos en suero de oveja se comparé con la del suero de conejo. Se observaron titulos similares en las ovejas a
pesar de que se encontraban en los primeros estadios del protocolo de inmunizacion. Los anticuerpos generados en
ovejas se pueden utilizar para la deteccion de polipéptidos de Cys B.

Tabla 16
s L
T TEED TE
BT R
T BRR SR
TIRNESOES B8 LY

Ejemplo 13: Deteccion de Cistatina B en orina humana en un paciente con CKD:

Se recogio orina de un paciente humano diagnosticado con CKD en estadio 4. La orina se diluy6 en serie y se analizé
en un ELISA de Cistatina B en orina. Se compararon dos anticuerpos monoclonales anti-Cistatina B (3H4 (véanse
Ejemplos 2 y 3) y 9A10 (véase Ejemplo 6)). Como se muestra en la Figura 9, la muestra de orina humana gener6
niveles mas altos de Cistatina B que la muestra de AKI canina y niveles mas altos que el control negativo canino.
Ademas, los diferentes monoclonales anti-Cistatina B mostraron diferentes respuestas, presumiblemente debido a la
disponibilidad de los epitopos para la unién. Por lo tanto, la enfermedad renal, incluyendo la CKD, se puede
diagnosticar en humanos utilizando anticuerpos especificos para la Cistatina B.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2970 868 T3

REIVINDICACIONES

Un método para detectar polipéptidos de Cistatina B en una muestra que comprende poner en contacto la muestra
con uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11 en
condiciones adecuadas para la formacion de complejos de los polipéptidos de Cistatina B y el uno o mas
anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11, y detectar los complejos
de polipéptidos de Cistatina B y uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos que consisten
en SEQ ID NO: 11.

Un método para diagnosticar una enfermedad renal en un sujeto al:

(a) determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de
polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno 0 méas anticuerpos que se unen especificamente a
polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11;y

(b) comparar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra con una muestra de control o estandar de
control, en donde niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de
control o estandar de control es una indicacién de una enfermedad renal.

Un método para diferenciar infecciones del tracto urinario superior de infecciones del tracto urinario inferior que
comprende:

(a) determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de
polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno 0 méas anticuerpos que se unen especificamente a
polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11;y

(b) comparar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra con una muestra de control o estandar de
control, en donde niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de
control o estandar de control son una indicacion de una infeccién del tracto urinario superior en el sujeto.

Un método para diferenciar la lesién del rifibn aguda de las infecciones del tracto urinario inferior que comprende:

(a) determinar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en una muestra del sujeto, en donde la cantidad de
polipéptidos de Cistatina B se determina usando uno 0 méas anticuerpos que se unen especificamente a
polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11;y

(b) comparar la cantidad de polipéptidos de Cistatina B en la muestra con una muestra de control o estandar de
control, en donde niveles elevados de polipéptidos de Cistatina B en la muestra comparado con la muestra de
control o estandar de control son una indicacién de una lesion del rifion aguda en el sujeto.

El método de la reivindicacién 2, en donde la enfermedad renal es provocada por una lesién del rifién aguda o una
lesion del rifién activa en pacientes con una enfermedad del rifion crénica, una enfermedad del rifién crénica
progresiva, una lesion del rifibn aguda, una lesion del rifién activa o una infeccién bacteriana.

El método de la reivindicacién 2, en donde la enfermedad renal no esta provocada por cancer.

El método de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, en donde la cantidad de polipéptidos de Cistatina B se determina
detectando los complejos de polipéptidos de Cistatina B y uno o mas anticuerpos que se unen especificamente a
polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 0 4, en donde los anticuerpos se conjugan con uno o
mas marcadores.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 o0 4, en donde la muestra es sangre, suero, plasma u
orina.

10. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11.

11. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo aislado es:

(a) liofilizado, desecado o secado;

(b) conjugado con un marcador;

(c) inmovilizado en un soporte sélido; o

(d) unido especificamente a un polipéptido que consiste en SEQ ID NO: 11; 0

(e) inmovilizado en un soporte sélido y unido especificamente a un polipéptido establecido en SEQ ID NO: 11.
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12. Un polipéptido aislado que consiste en SEQ ID NO: 11.
13. El polipéptido aislado de la reivindicacién 12, en donde el polipéptido es:
(a) liofilizado, desecado o secado;
(b) conjugado con un marcador;
5 (c) inmovilizado en un soporte sélido; o

(d) unido especificamente a uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a polipéptidos establecidos en
SEQ ID NO: 11.

14. Un inmunocomplejo que comprende
(i) uno o mas anticuerpos aislados que se unen especificamente a polipéptidos que consisten en SEQ ID NO: 11y

10 (i) uno o mas polipéptidos que se unen especificamente a uno o mas anticuerpos aislados.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 10:; poblacion Cistatina B negativa {n=038}
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