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DESCRIPCION

Huellas peptidicas de elastina y métodos de andlisis para MMP12 relacionadas con COPD.
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para producir y usar huellas proteinicas o peptidicas, y a biomarcadores protei-
nicos o peptidicos. Estos métodos y biomarcadores se pueden usar en la identificacién, evaluacién, estudio o monito-
rizacion de afecciones o enfermedades, por ejemplo para ayudar al descubrimiento, desarrollo o uso de farmacos para
tratar esas afecciones o enfermedades.

Antecedentes de la invencion

Diversos marcadores biolégicos, conocidos como biomarcadores, se han identificado y estudiado a través de la
aplicacion de la bioquimica y de la biologia molecular a situaciones médicas y toxicoldgicas. Un biomarcador se ha
descrito como “una caracteristica que se mide y se evalia objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos
normales, procesos patogénicos, o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica”. Un biomarcador es
cualquier indicador identificable y medible asociado con una afeccién o enfermedad particular en la que existe una
correlacion entre la presencia o nivel del biomarcador y algin aspecto de la afeccidon o enfermedad (incluyendo la
presencia de, el nivel o nivel cambiante de, el tipo de, la etapa de, la susceptibilidad a la afeccién o la enfermedad,
o la sensibilidad a un farmaco usado para tratar la afecciéon o enfermedad). La correlacion puede ser cualitativa,
cuantitativa, o tanto cualitativa como cuantitativa. Tipicamente, un biomarcador es un compuesto, un fragmento de
un compuesto, o un grupo de compuestos. Tales compuestos pueden ser cualesquiera compuestos encontrados en o
producidos por un organismo, incluyendo proteinas (y péptidos), 4cidos nucleicos y otros compuestos.

Los biomarcadores tienen un poder prondstico, y se pueden usar para pronosticar o detectar la presencia, el nivel,
el tipo o la etapa de las afecciones o enfermedades particulares (incluyendo la presencia o nivel de microorganis-
mos o toxinas particulares), la susceptibilidad (incluyendo la susceptibilidad genética) a afecciones o enfermedades
particulares, o la respuesta a tratamientos particulares (incluyendo tratamientos con fairmacos). Se piensa que los bio-
marcadores desempefiardn un papel cada vez mas importante en el futuro del descubrimiento y desarrollo de farmacos,
mejorando la eficacia de los programas de investigacién y desarrollo. Los biomarcadores se pueden usar como agentes
de diagndstico, como monitores de la progresién de la enfermedad, como monitores del tratamiento, y como pro-
nosticos del desenlace clinico. Por ejemplo, diversos proyectos de investigacién con biomarcadores estan intentando
identificar marcadores de canceres especificos y de enfermedades cardiovasculares e inmunoldgicas especificas.

Se han desarrollado tecnologias protedmicas (incluyendo peptidomicas) para analizar proteinas (incluyendo pép-
tidos). Estas tecnologias se aplican en un modo de alto rendimiento, generando una cantidad enorme de datos que se
analiza usando sistemas por ordenador. Las proteinas procedentes de una muestra biolégica se aislan y se separan a una
resolucion elevada, por ejemplo mediante separaciones cromatograficas. El conjunto de proteinas se caracteriza enton-
ces usando técnicas cualitativas y cuantitativas, tales como la espectrometria de masas. El resultado es una huella (un
conjunto constante, reproducible, de proteinas o péptidos) proteinica (o peptidica). Las proteinas/péptidos seleccio-
nados, o grupos de proteinas/péptidos, se pueden analizar posteriormente para generar perfiles proteinicos/peptidicos.
La protedmica se ve ahora como el andlisis a gran escala de la funcién de genes, y se estd convirtiendo en un campo
importante en la genémica funcional.

La separacién de proteinas se logra habitualmente usando técnicas a base de gel. Actualmente, la 2D-PAGE (elec-
troforesis en gel de poliacrilamida) es el principal método analitico para estudiar la expresion celular de las proteinas.
Las plataformas instrumentales permiten operaciones casi completamente automatizadas del andlisis en gel bidimen-
sional. Los métodos en gel bidimensional tienen una buena sensibilidad y resolucion para una gran fraccién de protei-
nas expresadas, tipicamente aquellas dentro de un intervalo de masas de 10-120 kDa. Sin embargo, los métodos tienen
limitaciones significativas en la identificacién de proteinas de baja abundancia/bajo peso molecular, algunas de las
cuales estdn presentes a concentraciones tan bajas como unas pocas moléculas por célula. Los problemas de pérdida
de muestra y/o recuperacion insuficiente han confundido el aislamiento de proteinas de baja abundancia/bajo peso
molecular mediante 2D-PAGE. Ademds, la presencia de estas proteinas se puede enmascarar mediante las manchas
de proteinas de mayor abundancia. Otras clases de proteinas que son problematicas para 2D-PAGE incluyen proteinas
cidas, basicas, hidréfobas y de alto peso molecular.

La HPLC (cromatografia de liquidos de altas prestaciones) multidimensional se ha usado como una buena alterna-
tiva para separar proteinas o péptidos no adecuados para 2D-PAGE. La mezcla proteinica o peptidica se hace pasar a
través de una sucesion de fases estacionarias cromatograficas o dimensiones que dan un mayor poder de resolucion.
La HPLC es también mas flexible que los métodos de separacién mediante gel bidimensional, puesto que las fases
estacionaria y mévil se pueden seleccionar segtin su idoneidad a la hora de resolver clases especificas de proteinas o
péptidos de interés, y segin la compatibilidad entre si y con métodos de deteccion e identificacién espectrométricos
de masas aguas abajo. Se conocen configuraciones en linea de estos tipos de plataformas de separacién de mudltiples
mecanismos.

La espectrometria de masas (MS) es también un elemento esencial del campo de la protedmica. De hecho, la MS es
una herramienta principal usada para estudiar y caracterizar en este campo proteinas purificadas. El enlace de interfaz
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en la proteémica y MS, que presenta cientos o miles de proteinas, se realiza mediante tecnologia en gel, en la que se
puede alcanzar una elevada resolucién en un solo gel. Los investigadores estdn aprovechando con éxito el poder de la
MS para suplantar los geles bidimensionales que dieron originalmente su impetu a la proteémica.

La aplicacién y desarrollo de la espectrometria de masas (MS) para identificar proteinas o péptidos separados via
técnicas de separacion en fase liquida y/o técnicas de separacién a base de gel han conducido a un avance tecnolégico
significativo en el andlisis de la expresion de proteinas y péptidos. Hay dos métodos principales para la caracterizacién
espectrométrica masica de proteinas y péptidos: la desorcién/ionizaciéon mediante laser asistida por matriz (MALDI)
y la ionizacién mediante electropulverizacion (ESI). Usando diversos enfoques, las fuentes iénicas de MALDI y ESI
se pueden combinar con el tiempo de vuelo (TOF) u otros tipos de analizadores espectrométricos de masas, para
determinar las masas o las secuencias de los péptidos.

En MALDI, los péptidos se cocristalizan con la matriz, y se pulsan con l4seres. Este tratamiento vaporiza e ioniza
los péptidos. Los pesos moleculares (masas) de los péptidos cargados se determinan entonces en un analizador de
TOF. En este dispositivo, un campo eléctrico acelera las moléculas cargadas hacia un detector, y las diferencias en
la duracién del tiempo que toma a los péptidos ionizados alcanzar el detector (su tiempo de vuelo) revelan los pesos
moleculares de los péptidos; los péptidos mds pequefios alcanzan el detector mds rdpidamente. Este método genera
perfiles masicos de las mezclas peptidicas - esto es, perfiles de los pesos moleculares y cantidades de péptidos en
la mezcla. Estos perfiles se pueden usar entonces para identificar proteinas conocidas, a partir de bases de datos de
secuencias proteinicas.

En ESI y en una técnica denominada cromatografia de liquidos (LC)/MS/MS, se aplica un voltaje a una aguja muy
fina que contiene una mezcla peptidica. La aguja pulveriza entonces gotitas en un analizador espectrométrico de masas,
en el que las gotitas se evaporan y se liberan iones peptidicos. En LC/MS/MS, los investigadores usan dispositivos de
LC microcapilares para separar inicialmente péptidos.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica valiosa debido a que mide una propiedad intrinseca de
una biomolécula, su masa, con una sensibilidad muy elevada. Por lo tanto, la MS se puede usar para medir un amplio
intervalo de tipos de moléculas (proteinas, péptidos, o cualesquiera otras biomoléculas) y un amplio intervalo de tipos
de muestras/materiales bioldgicos. Se sabe que la preparacion correcta de las muestras es crucial para la generacién
de la sefial de MS y para la resolucidn y sensibilidad de los espectros. Por lo tanto, la preparacién de las muestras es
un drea crucial para la factibilidad y sensibilidad globales del anélisis.

Las proteinas se producen de forma natural dentro de las células, como componentes de estructuras celulares y co-
mo componentes de fluidos bioldgicos naturales tales como sangre, orina, saliva, ldgrimas, linfa y sudor. La proteémica
es una herramienta esencial para estudiar sistemas y procesos biolégicos, debido a que las proteinas proporcionan una
fuente rica de informacidn valiosa. Por ejemplo, esta informacion permite la comparacién de biomarcadores que pue-
den diferir cualitativa y/o cuantitativamente entre grupos de poblacién sanos y enfermos. Las tecnologias prote6micas
permiten la identificacidn de especies proteinicas individuales en mezclas complejas de proteinas.

La proteémica se estd usando en el descubrimiento y desarrollo de formacos, por ejemplo para detectar protei-
nas alteradas significativamente en pacientes con afecciones o enfermedades particulares. Algunas de estas proteinas
asociadas con enfermedades se pueden identificar como nuevas dianas farmacéuticas, y algunas pueden ser ttiles co-
mo biomarcadores de la progresién de la enfermedad. Tales biomarcadores se pueden usar para mejorar el desarrollo
clinico de un nuevo farmaco, o para desarrollar nuevos diagndsticos para la enfermedad particular.

La deteccion de las proteinas asociadas con enfermedades se puede lograr mediante el siguiente método. Se toman
muestras de proteinas tanto de sujetos enfermos como de sujetos sanos. Estas muestras pueden ser células, tejidos,
o fluidos bioldgicos que se procesan para extraer y enriquecer los constituyentes proteinicos y/o peptidicos. Tipica-
mente, el proceso implica el reparto en una fase de disolucion, pero también puede incluir el establecimiento de los
componentes proteinicos y/o peptidicos unidos a matrices sélidas. Después de la separacién de alto rendimiento y
andlisis (proteémica) se producen huellas de expresion proteinica para los sujetos enfermos o sanos, mediante medi-
das cualitativas y cuantitativas. Estas huellas se pueden usar como identificadores tnicos para distinguir individuos
y/o establecer y/o hacer un seguimiento de ciertos procesos naturales o de una enfermedad. Estas huellas prototipicas
se establecen para cada muestra/sujeto individual, y se registran como valores numéricos en una base de datos de un
ordenador. Las huellas se analizan entonces usando herramientas bioinformdticas, para identificar y seleccionar las
proteinas o péptidos que estin presentes en las formas prototipicas cuya expresion puede o no estar presente diferen-
cialmente en las muestras derivadas de aquellas de sujetos sanos y enfermos. Estas proteinas/péptidos se caracterizan
entonces ademds, y se producen perfiles detallados que identifican las masas caracteristicas y propiedades fisicas de
las proteinas o péptidos. Puede determinarse que una proteina/péptido singular o grupos de proteinas/péptidos estdn
asociados significativamente con ciertos procesos naturales o mérbidos.

Se conocen diversas proteinas asociadas con enfermedades, y algunas de estas son enzimas cuya actividad aumenta
o disminuye en alguna etapa en el desarrollo de una afeccién o enfermedad particular. Tales enzimas pueden ser dianas
farmacéuticas adecuadas, conduciendo a una investigacién de compuestos farmacéuticamente activos (firmacos) que
se podrian usar para inhibir o estimular la enzima, y de este modo prevenir o tratar la afeccién o enfermedad. Otras
proteinas asociadas con una enfermedad pueden ser productos de degradacion de enzimas particulares, o proteinas que
se obtienen de forma mds abundante en presencia de la enfermedad.
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Los ejemplos de proteinas asociadas con una enfermedad incluyen las metaloproteinasas, una superfamilia de pro-
teinasas (enzimas) que se cree que es importante en una plétora de procesos morbidos fisioldgicos. La modulacién
de la actividad de una o mds metaloproteinasas puede ser perfectamente beneficioso en estas enfermedades o afeccio-
nes. Se conoce un gran nimero de inhibidores de metaloproteinasas (véase, por ejemplo, los repasos de inhibidores
de MMP mediante Beckett R.P. y Whittaker M., 1998, Exp. Opin. Ther. Patents, 8(3):259-282 y mediante Whittaker
M. et al., 1999, Chemical Reviews 99(9):2735-2776). Basandose en consideraciones estructurales y funcionales, las
enzimas metaloproteinasas se han clasificado en familias y subfamilias, como se describe en N.M. Hooper (1994)
FEBS Letters 354:1-6. Los ejemplos de metaloproteinasas incluyen las metaloproteinasas de la matriz (MMP) tales
como las colagenasas (MMP1, MMPS, MMP13), las gelatinasas (MMP2, MMP9), las estromelisinas (MW3, MMP10,
MMP11), matrilisina (MMP7), metaloelastasa (MMP12), enamelisina (MMP19) y las MT-MMP (MMP14, MMP15,
MMP16, MMP17).

Los ejemplos de proteinas asociadas con una enfermedad incluyen aquellas enzimas que se han visto implicadas
en el inicio y/o progresion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), segtin se explica mas abajo.

Se espera que la COPD, que estd causada principalmente por fumar, sea la tercera causa principal de muerte a
nivel mundial en el afio 2020. La COPD se caracteriza por un flujo espiratorio maximo reducido y un vaciado forzado
lento de los pulmones. Estas limitaciones del flujo de aire se deben principalmente a bronquitis crénica, que implica
hipertrofia de las gldndulas mucosas, y a enfisema, producida por la destruccion de las paredes alveolares. Este tltimo
conduce a una ampliacion de los espacios de aire distales a los bronquiolos terminales, con el consiguiente colapso de
las vias respiratorias pequeiias, a limitaciones del flujo de aire, a la destruccién de partes del lecho capilar, y a la pérdida
de la retraccion elastica del pulmén. Esta pérdida de la retraccion eldstica y la ampliacion de los espacios de aire en
los pulmones, de pacientes con COPD, conducen a valores reducidos del volumen espiratorio maximo (FEV), y a un
aumento de los valores de la capacidad vital forzada (FVC). La gravedad de la enfermedad se determina como el grado
de alteracion de la funcién pulmonar, que se mide con un espirémetro. La presencia de un FEV, postbroncodilatador
< 80% del valor predicho, en combinacién con un FEV,/FVC < 70%, confirma la presencia de una limitacién del flujo
de aire que no es totalmente reversible. La exposicion crénica al humo del cigarro provoca una respuesta inflamatoria
en el pulmén, conduciendo a cambios en la superficie epitelial de las vias respiratorias y a la activacién y a un mayor
ndmero de varias células inflamatorias.

Se ha propuesto desde hace mucho tiempo que la inflamacién y un desequilibrio de proteasa-antiproteasa actian
como efectores aguas abajo de la destruccién pulmonar tras el tabaquismo crénico. Los estudios histolégicos han
demostrado mayores nimeros de macréfagos y linfocitos T en las vias respiratorias de fumadores, y también un
incremento de neutréfilos en las vias respiratorias de fumadores y de pacientes con COPD, lo que esta relacionado con
la gravedad de la obstruccion de las vias respiratorias. Los macréfagos alveolares son fagocitos de vida larga, y son
las células de defensa mas abundantes en el pulmén tanto en estados normales como durante la inflamacién crénica.
Al enviar factores quimiotacticos, reclutan entonces neutréfilos y linfocitos activando la expresion de moléculas en
las células endoteliales microvasculares pulmonares en el sitio de infeccién. Las células inflamatorias que invaden
el pulmén de los fumadores producen localmente mediadores, tales como citoquinas, serina- y metaloproteasas, y
oxidantes. Estos mediadores, que probablemente desempefian un papel importante en el desarrollo de COPD, pueden
actuar para activar posteriormente la respuesta inflamatoria, y también para degradar los componentes de la matriz
extracelular.

Normalmente, los inhibidores de proteinasas plasmaticas, especialmente «,-antitripsina (a;-AT), evitan que las
enzimas proteoliticas digieran protefnas estructurales del pulmén. Segin la hipétesis de proteinasa-antiproteinasa, el
enfisema resulta de un incremento de la liberacién de proteinasa en los pulmones, una reduccién en la defensa antipro-
teindsica, o una combinacidn. La elastina es el componente principal de las fibras eldsticas que constituyen una parte
principal de la matriz extracelular del pulmén. Los estudios muestran que los individuos que son homocigotos para
la deficiencia de a-AT tienen una mayor susceptibilidad a desarrollar enfisema pulmonar, especialmente si también
fuman.

Un ejemplo de una enzima asociada con una enfermedad relacionada con COPD es la metaloproteinasa de la
matriz MMP12, también conocida como elastasa de macréfagos o metaloelastasa. Uno de los sustratos naturales de
la MMP12 es la elastina, la proteina eldstica, insoluble, de elevada resistencia a la traccion, encontrada en los espa-
cios intercelulares de los tejidos conjuntivos de grandes arterias, de la trdquea, de los bronquios y de los ligamentos.
La MMPI2 se clon6 inicialmente en el ratén por Shapiro et al [1992, Journal of Biological Chemistry 267:4664], y
después en el hombre por el mismo grupo (Shapiro et al, “Cloning and characterization of a unique elastolytic me-
talloproteinase produced by human alveolar macrophages”, 1993, Journal of Biological Chemistry 268(32): 23824-
23829). La secuencia proteinica de una MMP12 humana estd almacenada en la base de datos SwissProt disponible
en http://us.expasy.org/sprot/ (swissprot: locus MM12_HUMAN, acceso P39900). La MMP-12 se expresa preferente-
mente en macréfagos activados, y se ha demostrado que es segregada a partir de macréfagos alveolares de fumadores
[Shapiro et al, 1993, Journal of Biological Chemistry, 268: 23824-23829] asi como en las células espumosas en lesio-
nes ateroscleréticas [Matsumoto et al., 1998, Am J Pathol 153: 109]. Un modelo de ratén de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD) se basa en la exposicion de los ratones al humo de cigarrillos durante seis meses, dos
cigarrillos al dia durante seis dias de una semana. Los ratones de tipo natural desarrollaron enfisema pulmonar des-
pués de este tratamiento. Cuando se ensayaron ratones a los que se les suprimi6 o inactivé MMP12 en este modelo,
no desarrollaron enfisema significativo, indicando fuertemente que MMP-12 es la enzima clave en la patogénesis de
COPD. Se cree que MMP12 degrada el tejido pulmonar, degradando la elastina dentro del tejido. El papel de las MMP,
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tales como MMP12, en COPD (enfisema y bronquitis) se discute en Anderson y Shinagawa, 1999, Current opinién
in Anti-inflammatory and Immunomodulatory Investigational Drugs 1(1): 29-38. Se descubri6 recientemente que fu-
mar aumenta la infiltracién de macréfagos y la expresion de MMP-12 derivada de macréfagos en placas de la arteria
carétida humana Kangavari [Matetzky S, Fishbein MC et al., Circulation 102: (18), 36-39 Supl. S, 31 de octubre de
2000].

El uso actual de la proteémica o peptidémica en el descubrimiento y desarrollo de farmacos (particularmente para
la enfermedad COPD) esta limitado por diversos factores, que incluyen, por ejemplo:

a) la falta de perfiles de péptidos asociados a la enfermedad que se puedan ligar a dianas farmacéuticas especi-
ficas (debido a que los métodos actuales de huellas analizan diferencias proteinicas totales, y no se centran
en una proteina/diana farmacéutica particular;

b) la falta de biomarcadores para identificar personas que sufran COPD en una etapa temprana de la enferme-
dad;

c) la falta de biomarcadores para evaluar firmacos potenciales que sean compuestos inhibidores de MMP12,
particularmente en estudios clinicos (es decir, para la validacién de que la diana de MMP12 se ve afectada
por el inhibidor).

El documento WO 91/18290 describe el uso de anticuerpos frente a marcadores peptidicos, para identificar la
presencia de dafio pulmonar en pacientes asintomaticos.

El documento WO 89/01625 se refiere a la identificacién inmunolégica de secuencias carboxi terminales de elastina
en plasma humano, usando anticuerpos monoespecificos.

Joos et al. (Human Molecular Genetics, 2002, Vol. 11, n® 5) y Wallace et al. (Am. J. Pharmacogenetics 2002:2
(3):167-175) investigan el papel de polimorfismos habituales dentro de varios promotores génicos de MMP en la
lesién pulmonar inducida por tabaquismo.

Ahora se ha desarrollado una nueva metodologia para producir y usar huellas proteinicas/peptidicas, permitiendo
identificar e investigar proteinas/péptidos asociados a una enfermedad, los cuales se pueden ligar a dianas farmacéuti-
cas especificas (tales como MMP12), o a combinaciones de dianas farmacéuticas especificas.

Breve descripcion de las tablas y figuras

La Tabla 1 muestra las identidades, en unidades de masa atémica segin MS, de 97 péptidos que resultan de la
digestion de elastina por MMP12 y de la separacién mediante cromatografia en columna.

La Tabla 2 muestra las identidades, en unidades de masa atémica segin MS, de 185 péptidos que resultan de la
digestion de elastina por MMP12 y de la separaciéon mediante cromatografia en columna.

La Figura 1 muestra el espectro de masas generado a partir de una fraccidn de separacion en fase liquida dada, en
la que: la Figura 1A muestra la huella peptidica en una fraccién de orina humana procedente de una persona que sufre
COPD:; la Figura 1B muestra la huella peptidica en un sujeto sano; la Figura 1C muestra la huella peptidica en una
mezcla de MMP-12 + elastina, 2,5 h de incubacion.

La Figura 2 es otro ejemplo que muestra el espectro de masas generado a partir de una fraccién de separacién en
fase liquida dada, en la que: la Figura 2A muestra la huella peptidica en una fraccién de orina humana procedente de
una persona que padece COPD; la Figura 2B muestra la huella peptidica en un sujeto sano; la Figura 2C muestra la
huella peptidica en una mezcla de MMP-12 + elastina, 2,5 h de incubacion.

Descripcion de la invencién

Se proporciona aqui una huella peptidica que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacién de
elastina por la enzima MMP12, en el que la huella peptidica comprende al menos veinte de los péptidos identificados
en la Tabla 2. Se proporciona ademds una huella peptidica que comprende productos peptidicos que resultan de la
degradacion de elastina por la enzima MMP12, en el que la huella peptidica comprende al menos noventa de los
péptidos identificados en la Tabla 2. También se proporciona una huella peptidica que comprende productos peptidicos
que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la huella peptidica comprende al menos
ciento cincuenta de los péptidos identificados en la Tabla 2. Una huella peptidica preferida comprende todos los
péptidos identificados en la Tabla 1. Otra huella peptidica preferida comprende todos los péptidos identificados en la
Tabla 2.
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Cualquiera y todas las combinaciones de los péptidos identificados mediante masa en la Tabla 2 o la Tabla 1 se
pueden usar en aplicaciones que miden o monitorizan la presencia y/o ausencia de la proteina elastina en cualquier
marco de diagnéstico de un estado clinico. Tales estados clinicos incluyen inflamacién sistémica, inflamacién vascular,
inflamacién pulmonar, inflamacién hepdtica, inflamacion cardiaca, u otras enfermedades que se pueden relacionar con
el uso a largo plazo de cigarrillos o con la exposicidon al humo del cigarrillo. En particular, tales estados clinicos
incluyen COPD. Cualquiera y todas las combinaciones de los péptidos identificados mediante masa en la Tabla 2 o la
Tabla 1 se pueden usar en cualquier forma modificada, incluyendo modificaciones quimicas de restos constituyentes,
reticulacién a restos, marcaje con restos, incluyendo radiontclidos, fluorocromos, o reactivos similares. Cualquiera y
todas las combinaciones de los péptidos identificados por masa en la Tabla 2 o en la Tabla 1 se pueden usar en kits de
ensayos de diagndstico que miden o monitorizan la presencia o ausencia de la proteina elastina.

Un segundo aspecto de la invencidn es un método para determinar si, o confirmar que, la enzima MMP12 esta
asociada con la enfermedad Y, el cual comprende:

(a) analizar una muestra sana obtenida, para producir una huella peptidica sana;

(b) analizar una muestra de biofluido enferma obtenida o una muestra de tejido enfermo, en la que la muestra
enferma muestra signos del comienzo o progresion de la enfermedad Y, para producir una huella peptidica
enferma;

(c) comparar la huella peptidica sana con la huella peptidica enferma, e identificar el conjunto de péptidos
encontrados en la huella peptidica enferma;

(d) comparar el conjunto enfermo de péptidos identificado en la etapa (c) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la
huella peptidica comprende uno o mds de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay entre
ellas similitudes o diferencias estadisticamente significativas, basdndose en la comparacién cualitativa y
cuantitativa usando férmulas estadisticas que ensayan los casos probables;

(e) sise determinan en la etapa (d) asociaciones significativas entre los pardmetros cuantitativo y cualitativo de
la medida, concluir que la enzima MMP12 estd asociada con la enfermedad Y en la muestra analizada;

(f) sino se determinan en la etapa (d) asociaciones significativas entre los pardmetros cuantitativo y cualitativo
de la medida, concluir que la enzima MMP12 no estd asociada con la enfermedad Y en la muestra analizada.

Preferiblemente, la enfermedad Y es COPD. La huella peptidica que comprende productos peptidicos que resultan
de la degradacion de elastina por la enzima MMP12 comprende preferiblemente al menos veinte de los péptidos identi-
ficados en la Tabla 2, o al menos noventa de los péptidos identificados en la Tabla 2, o al menos ciento cincuenta de los
péptidos identificados en la Tabla 2. Lo mds preferible, la huella peptidica comprende todos los péptidos identificados
en la Tabla 1, o todos los péptidos identificados en la Tabla 2.

Se puede usar un método segtin el tercer aspecto de la invencién para determinar la presencia de COPD, que
comprende:

(a) analizar una muestra de biofluido obtenida o una muestra de tejido, para obtener su huella peptidica;

(b) comparar la huella peptidica de la muestra identificada en la etapa (a) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la
huella peptidica comprende uno o mds de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay entre
ellas similitudes estadisticamente significativas;

(c) si se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que existe COPD;

(d) sino se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que no hay COPD,
0 que se esta tratando con éxito.

La huella peptidica que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacion de elastina por la enzima
MMP12 comprende preferiblemente al menos veinte de los péptidos identificados en la Tabla 2, o al menos noventa
de los péptidos identificados en la Tabla 2, o al menos ciento cincuenta de los péptidos identificados en la Tabla 2.
Lo més preferible, la huella peptidica comprende todos los péptidos identificados en la Tabla 1, o todos los péptidos
identificados en la Tabla 2.

En un cuarto aspecto de la invencidn, se proporciona un kit de ensayo de diagndstico para determinar la presencia
de COPD, que comprende medios para comparar la huella peptidica de una muestra de biofluido, o la huella peptidica
de una muestra de tejido, con una huella de un sustrato que comprende productos peptidicos que resultan de la degra-
dacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la huella del sustrato comprende al menos veinte de los péptidos
identificados en la tabla 2.
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Otro método es un método para analizar el efecto de un farmaco Z sobre la enzima MMP12, que comprende:

(a) analizar una muestra de biofluido obtenida, o una muestra de tejido, procedente de un ser humano o de un
animal no humano que padece COPD, habiendo sido cada ser humano o animal no humano pretratados ya
con el farmaco Z, para obtener su huella peptidica;

(b) comparar la huella peptidica de la muestra identificada en la etapa (a) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la
huella peptidica comprende uno o mds de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay entre
ellas similitudes estadisticamente significativas;

(c) si se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que el foirmaco Z no
estd inhibiendo la enzima MMP12;

(d) sino se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que el farmaco Z
esta inhibiendo la enzima MMP12.

En un sexto aspecto de la invencién, se proporciona un kit de ensayo de diagndstico para analizar el efecto de un
farmaco Z sobre la enzima X, que comprende medios para comparar la huella peptidica de una muestra de biofluido,
o la huella peptidica de una muestra de tejido, con la huella peptidica de los productos de degradacién en una mezcla
de enzima X con su sustrato natural, en el que la muestra se ha obtenido a partir de un ser humano o de un animal no
humano que se ha tratado o que estd siendo tratado con el farmaco Z.

En los kits de ensayo de diagndstico preferidos, segin el sexto aspecto de la invencion: la enzima X es una cual-
quiera de MMP2, MMP3, MMP7, MMP9, MMP12 y MMP14; el sustrato natural es elastina; la enfermedad Y es
COPD. En un ensayo de diagnéstico particularmente preferido, segtin el sexto aspecto de la invencidn, la enzima X es
MMP12 (lo méas preferible, MMP12 humana), el sustrato natural es elastina (lo mds preferible, elastina humana), la
enfermedad Y es COPD, y la huella peptidica de los productos de degradacién comprende uno o mds de los péptidos
identificados en la Tabla 2. En particular, la huella peptidica de los productos de degradacién comprende al menos
veinte de los péptidos identificados en la Tabla 2. Mds particularmente, la huella peptidica de los productos de degra-
dacién comprende al menos noventa de los péptidos identificados en la Tabla 2. Lo mds particular, la huella peptidica
de los productos de degradacién comprende al menos ciento cincuenta de los péptidos identificados en la Tabla 2.
Una huella peptidica preferida de los productos de degradacién comprende todos los péptidos identificados en la Tabla
1. Otra huella peptidica preferida de los productos de degradacién comprende todos los péptidos identificados en la
Tabla 2.

Un kit de ensayo de diagndstico preferido, para analizar el efecto de un farmaco Z sobre la enzima MMP12,
comprende medios para comparar la huella peptidica de una muestra de biofluido, o la huella peptidica de una huella
de tejido con una huella de un sustrato que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina
por la enzima MMP12, en el que la huella del sustrato comprende al menos veinte de los péptidos identificados en la
Tabla 2, y en el que la muestra se ha obtenido a partir de un ser humano o de un animal no humano que se ha tratado
o que esta siendo tratado con el farmaco Z. En particular, la huella del sustrato comprende al menos noventa de los
péptidos identificados en la Tabla 2. Lo mds particular, la huella del sustrato comprende al menos ciento cincuenta de
los péptidos identificados en la Tabla 2. Una huella del sustrato preferida comprende todos los péptidos identificados
en la Tabla 1. Otra huella del sustrato preferida comprende todos los péptidos identificados en la Tabla 2.

A partir de los métodos segin la invencidn, es posible generar un modelo de enfermedad (un indicador pronds-
tico del desarrollo de la enfermedad) que engloba la presencia/ausencia, la abundancia relativa, y las caracteristicas
cualitativas/cuantitativas de péptidos/proteinas singletones o de agrupamientos de péptidos/proteinas dentro de cada
huella. Analizando las muestras de biofluidos o de tejidos durante un periodo de tiempo dindmico en relacién con
huellas proteinicas/peptidicas especificas, se puede establecer una correlacién de asociacién entre marcos especificos
de enfermedad clinica y ciertas huellas peptidicas especificas.

En los métodos segtin la invencidn, es preferible usar la siguiente metodologia para generar las huellas proteini-
cas/peptidicas. Esta metodologia proporciona y da como resultado medidas con una resolucién y sensibilidad éptimas.

La metodologia preferida es una tecnologia de plataforma de separacion en fase liquida multidimensional auto-
matizada. Toda la plataforma funciona automéaticamente en un sistema de funcionamiento cerrado, en el que los me-
canismos de separaciéon multidimensionales se realizan en fases de separacidn liquidas en columnas cromatogréficas.
Las interconexiones de estas etapas de separacion se realizan en linea con etapas de transferencia entre las columnas
dentro de la estacién de trabajo. La interfaz entre los mecanismos de separacion se proporciona mediante condiciones
cromatograficas que permiten que los analitos sean transferidos desde una dimension a la siguiente sin pérdidas. Esto
se logra mediante la transferencia liquido-liquido entre las dimensiones. Mds abajo se da una descripcién operacional
de la metodologia.

Las muestras de biofluidos se introducen en la plataforma que produce el perfil de péptidos en fase liquida, y se
mantienen a 4°C de forma termoestacionaria, para asegurar la estabilidad de las muestras a lo largo del tiempo. La
muestra se inyecta entonces en la primera separacién dimensional desde el autoinyector (columna 1). El mecanismo en
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esta etapa se basa en la separacién por tamafios (el material de empaquetamiento de separacién, de origen polimérico o
de silice, tiene poros muy definidos). En la primera dimensién, se impedird que las proteinas y biopolimeros de mayor
tamafio entren en los poros de las perlas del material de separacién. Los analitos de interés, tales como los analitos
peptidicos, se difunden en los poros y se unen a la funcionalidad dentro de los poros. Esta funcionalidad puede ser
superficies electrostaticamente cargadas o superficies hidréfobas sobre las que se unen los péptidos. De este modo, se
produce el enriquecimiento selectivo de los péptidos, a medida que simultdneamente las proteinas y biopolimeros de
mayor tamafio son excluidos y eluidos para su desecho. El material de la columna se lava entonces unas pocas veces
con eluyentes variables, a fin de excluir componentes que interfieran procedentes de la muestra que se ha unido a la
superficie externa asi como a filtros y a superficies expuestas del sistema cromatografico. De este modo, la fraccién
peptidica enriquecida, que se encuentra en los poros del material de la columna, se aisla con una pureza elevada.

Después de las etapas de lavado, se introduce en la siguiente dimensién un eluyente fuerte, columna 2. En la
segunda dimensidn, la elucién procedente de la columna 1 se transfiere a la columna 2 en linea, y se adsorbe sobre la
parte superior del soporte de la columna 2. La columna 2 es un lecho con funcionalidad cargada, en el que la separacién
se realiza mediante mecanismos electrostaticos. Se usa una elucién en gradiente, y los péptidos correspondientes se
separan en fracciones eluidas. Estas fracciones se separan a continuacién en la tercera dimensién mediante hidrofobia,
con lo que se elimina la sal procedente de las fracciones peptidicas, y se concentra usando una etapa de lavado de medio
acuoso, seguido de la elucién sobre una superficie de placa diana, a partir de la cual se determinan las secuencias de
la masa del péptido.

La cuarta dimension del sistema utiliza espectrometria de masas, en la que se analiza la masa, intensidad (cantidad)
de todos y cada uno de los componentes peptidicos de todas las fracciones de la muestra.

Los datos generados a partir del espectrémetro de masas es multifactorial y representativo de los muestreos indivi-
duales exactos en marcos de tiempo especificos de las etapas del procedimiento. Las propiedades fisicas caracteristicas
de los péptidos y proteinas, que incluyen el tamafio, masa, carga, y constante de hidrofobia, dan como resultado perfi-
les de firma individual para cada péptido o proteina. El instrumento del espectrofotometro de masas detecta y registra
estas caracteristicas como archivos con tres encabezamiento: Fraccion, Masa/Z e Intensidad.

Los valores mésicos se registran tipicamente hasta la 4* cifra decimal; sin embargo, en la prictica, para la presenta-
cion, estos se redondean hasta el valor digital mas préximo. El proceso para establecer una significancia estadistica a
las asociaciones de péptidos con huellas dadas, o entre huellas individuales o grupos de huellas, se basa en constantes
de una matriz de datos que se construye a partir de los valores de fraccién, masa/z e intensidad de cada péptido. La
matriz de datos se obtiene mediante las combinaciones de fracciones y masas presentes en cada muestra de sujeto, y
en la que las intensidades se resumen para cada una de tales combinaciones de masa y fraccion. La matriz de datos se
convierte entonces en:

Sujeto 1 Sujeto 2 .....

Fraccién 1 x masa 1 I, I,,2

Fraccidén 2 x masa 2 N e e e e

en la que I 4, etc., son las intensidades resumidas. Los sujetos se normalizan igualando la suma total de intensidades
por sujeto.

Un cédigo Java calcula una estadistica de ¢ regularizada, que minimiza las cantidades de falsos positivos y falsos
negativos, siguiendo la teoria en Broberg (2003, Genome Biology, 4(6):R41). En la prictica, se empieza con un tamafio
de la lista de maximos, o un nimero de tamafios practicos de la lista de maximos, y la tarea es encontrar un tamafio
optimo en el intervalo dado y poblar esa lista con tantos positivos verdaderos como sea posible. La estadistica del
ensayo usada tiene la forma iniciada por Tusher et al (2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98: 5116-5121).

_diff
T So+S

en la que diff es un estimado del efecto, por ejemplo una diferencia media de grupo, S es un error estandar, y S, es una
constante regularizante. En el caso de dos muestras, al poner S,=0 producird el ensayo de la t de varianza igual. Usando
estimaciones de las cantidades de falsos positivos y falsos negativos, un procedimiento de optimizacién minimiza el
criterio C = \/(FPZ + FN?) a lo largo de una red de posibles valores para So (dado por percentiles en la distribucién de
S) y la longitud de la lista de mdximos.

El resultado incluye medias de grupo, valores de p para la comparacidn, la tasa de falsos positivos y tasa de falsos
negativos que surgiria de incluir la actual Fraccién x Masa, y todos con valores p mds pequefios. El corte se escoge
para minimizar las tasas de falsos positivos y falsos negativos.
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Los datos de espectros de masa resultantes, masa de péptidos, fraccion peptidica e identidad de péptidos se generan
mediante comparaciones estadisticas entre, por ejemplo, sujetos que padecen COPD y sujetos sanos. La unidad de
masa digital se agrupa en cajones con +/- 0,5 unidades mdsicas a cada lado de la masa detectada, y se combina con una
fraccién peptidica dada. Después, las intensidades de los cajones se resumen para producir una identidad extrapolada
para todos y cada uno de los fragmentos. Los niimeros de cajones totales usados en el andlisis estadistico estuvieron
tipicamente entre 10.000-20.000. Los fragmentos mdsicos se comparan entonces mediante agrupamientos en sujetos,
tales como por ejemplo sujetos que padecen COPD o sujetos sanos. El andlisis estadistico se basa en 40-50 fracciones
recogidas de cada sujeto. El ciclo de tiempo que generan las 40-50 fracciones peptidicas es menor que 5 horas.

Los fragmentos masicos de los péptidos descritos en el Ejemplo 1 y en el Ejemplo 2, mds abajo, no se pudieron
identificar en ninguno de los 20 sujetos sanos prototipicos ensayados usando esta metodologia.

Las etapas integradas del proceso para la identificaciéon de biomarcadores es esencial, conteniendo las siguientes
cuatro piedras angulares que definen el proceso: 1/ material clinico biomédico de alta calidad, 2/ plataforma de tec-
nologia para la determinacién cualitativa y cuantitativa de péptidos, 3/ ensayo in vitro, en el que se realiza el andlisis
cualitativo y cuantitativo de, por ejemplo, péptido/productos peptidicos que resultan de la reaccién con la enzima
MMP-12, con la elastina humana como sustrato, 4/ un método estadistico para relacionar miltiples conjuntos de iden-
tidades de pico con huellas prototipicas y con la expresion diferencial de estos péptidos y huellas peptidicas dentro y
entre grupos de sujetos designados. Esta es la forma preferida de analizar los datos que permite analizar los péptidos
biomarcadores que probablemente estdn asociados con la orina del paciente que sufre COPD (Esquema D).

Cada una de las cuatro piedras angulares del proceso son interdependientes y son necesarias a fin de determinar los
péptidos biomarcadores mediante cuantificacion diferencial entre sujetos sanos y sujetos con COPD, relaciondndolos,
por ejemplo, con péptidos procedentes de elastina derivados de la funcién/actividad de la enzima MMP-12. El método
preferido también se puede usar para determinar y detectar los productos de ruptura de la elastina natural que resultan
de la escision de la elastina con enzimas especificas elastoliticas naturales o disefiadas, incluyendo MMP2, MMP 3,
MMP7, MMP9, y MMP14.

Esquema D

Interdependencia de las piedras angulares del proceso

2) Plataforma de 3) Generacion de
tecnologia péptido modelo
para ID peptidico in vitro

4) identificacion

estadistica de 1) Material clinico
péptidos de alta calidad
dependientes

La invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo

Los fragmentos peptidicos de elastina, que son el resultado de la digestién enzimadtica de la elastina humana
mediante MMP 12 humana, se identificaron en primer lugar en condiciones de laboratorio usando un sistema in vitro
modélico para generar péptidos y huellas peptidicas de longitud unidad de la proteolisis de elastina mediante esta
enzima MMP 12. Estos péptidos se recogieron entonces y se fraccionaron en una serie de columnas cromatograficas a
fin de aislar los péptidos para la identificacidon. Los péptidos se identificaron entonces como entidades de unidades de
masa atémica usando espectros de espectrometria de masas MALDI-TOF. Para cada fracciéon de péptidos separados
mediante columna, se registraron la masa de cada entidad y la intensidad madsica de cada entidad, y se almacenaron
en bases de datos. Se usé un programa estadistico mediante ordenador para canalizar el perfil de las identidades
de unidades de masa atémica procedentes de todas las fracciones analizadas mediante MS. Se asigné una identidad
de masa atémica de consenso para un conjunto de péptidos de elastina prominentes asociados con la degradacién
enzimdatica mediante MMP12. En la Tabla 1 se proporciona un primer conjunto no inclusivo de 97 péptidos derivados
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de elastina, también conocido como una huella peptidica. En la Tabla 2 se proporciona un segundo conjunto no
inclusivo de 185 péptidos derivados de elastina, también conocido como una huella peptidica. El conjunto de 185
péptidos mostrado en la Tabla 2 incluye el conjunto de 97 péptidos mostrado en la Tabla 1.

Las Tablas 1 y 2 proporcionan las identidades de péptidos prominentes que se pueden usar como puntos de referen-
cia para descubrir y/o identificar péptidos con propiedades fisico-quimicas similares o casi similares en otras mezclas
complejas de proteinas. Las Tablas proporcionan las identidades de péptidos prominentes que se pueden usar como
puntos de referencia para descubrir y/o identificar péptidos de caracteristica similar que estin presentes en muestras
clinicas humanas. Esto proporciona ademds las identidades de péptidos prominentes que se pueden usar como pun-
tos de referencia para descubrir y/o identificar la identidad de secuencia exacta de los aminoacidos de estas mismas
entidades peptidicas. Esto proporciona las identidades de péptidos prominentes que se pueden usar como puntos de
referencia para descubrir y/o identificar la presencia, ausencia y abundancia relativa de péptidos individuales o cua-
lesquiera agrupamientos de estos péptidos en muestras clinicas procedentes de sujetos sanos o de sujetos con estados
clinicos que estdn asociados con la ruptura de elastina humana, y los agrupamientos subsiguientes de sujetos basandose
en estas huellas o cualquier combinacidn de los péptidos presentes en estas muestras.

Procedimiento experimental

Se us6 el siguiente método. Se ha desarrollado un ensayo in vitro de MMP-12 a fin de obtener anotaciones peptidi-
cas que se asignan directamente a la actividad de MMP-12. Estas anotaciones representan masas de péptidos que son
especificos para degradar la elastina humana mediante una actividad proteolitica con MMP-12 humana, y se usan para
establecer firmas de huellas peptidicas que se pueden medir y emparejar con perfiles peptidicos de firma presentes
en muestras de biofluidos tomadas tanto de sujetos sanos como de sujetos con estados clinicos tales como COPD.
Otras enzimas proteoliticas especificas de elastina, tales como MMP2, MMP3, MMP7, MMP9, y MMP14, producirin
productos peptidicos separados y distintos a partir del sustrato de elastina. El ensayo se realiza segiin lo siguiente; se
usa elastina pulmonar humana como el sustrato en la reaccion del ensayo in vitro con MMP-12 humana. La elastina
humana insoluble se lava usando 100 mM de tampdén TRIS-HCI pH 7,5 que contiene 0,1 M de NaCl y 10 mM de
CaCl2, y después se centrifuga entre etapas de lavado repetidas. Después, se resuspenden 1,2 mg de elastina en el
tampo6n de ensayo de 100 mM de TRIS-HCI pH 7,5 que contiene 0,1 M de NaCl y 10 mM de CaCI2 y 60 ug de MMP-
12 humana. La incubacién se realizé a 37°C durante 7 horas, tiempo en el cual la elastina se degradé por la enzima
MMP12. El proceso de proteolisis se detuvo mediante adicién de yodoacetamida.

Tras la digestion, las muestras se analizaron directamente o se mantuvieron a -80°C en el congelador. Las muestras
se analizaron descongelando muestras a temperatura ambiente, y se realizé una etapa de preparacion de las muestras
usando una etapa de preparacion de fase inversa. La muestra se eluyé entonces de la preparacién mediante una etapa
de elucidn con acetonitrilo, sobre la placa diana de MALDI-TOF. Se afiadié dcido ciano-4-hidroxicindmico (ACHA)
como la matriz para la formacién de cristales, y se colocé en el espectrometro de masas de MALDI-TOF en el que se
identificé y anot6 una huella peptidica de los productos de la degradacién de MMP12/elastina.

Las condiciones experimentales especificas usadas para generar péptidos presentados diferencialmente en muestras
de orina humana procedentes de sujetos sanos y de pacientes que sufren COPD se obtuvieron segtn lo siguiente.

El biofluido de orina se obtuvo y se recogié de sujetos mediante miccion, y después se dividié en alicuotas y se con-
gel6 a -80°C. La orina congelada se descongel6 a temperatura ambiente, el pH se ajustd a 2,5 con dcido ortofosférico, y
se procesoé para las separaciones mediante HPLC. Las muestras de orina se introdujeron en un sistema cromatografico
bidimensional en el que el primer mecanismo de separacién utilizado fue la cromatografia de exclusiéon molecular. El
corte del material de columna se designé como 15 kDa. Los fraccionamientos que resultan de 1) la etapa de separacién
mediante columna de exclusién molecular se transfirieron en linea a una 2) etapa de columna de intercambio catiénico,
en la que los péptidos/proteinas se separaron basdndose en la carga. Estas fracciones se transfirieron entonces a una
3) etapa de columna de separacién de fase inversa, en la que se eliminaron todos los componentes de la matriz que
interfieren y que estaban presentes en la muestra. Las fracciones tridimensionales se colocaron en forma de manchas
sobre una placa de diana de MALDI mediante un alimentador robético que afiadi6 la matriz de MALDI a las man-
chas de las muestras peptidicas/proteinicas. Después, la placa de muestra de MALDI se insert6 en el instrumento del
espectrometro de masas MALDI-TOF, y se irradi6 hasta fragmentos que producen péptidos que después se analizaron
seglin la masa exacta, cantidad y resolucién isotdpica de cada espectro peptidico de MALDI-TOF individual.

La huella peptidica de elastina generada por la digestién mediante MMP12 en condiciones de laboratorio, y descrita
anteriormente, se usé como un hito de referencia par encontrar péptidos homélogos idénticos o casi idénticos dentro
de los biofluidos clinicos.

Los fragmentos peptidicos de elastina o la huella peptidica de elastina se identifica en la orina de un paciente
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD). Dentro de un cuadro clinico, previamente se identificé que
el paciente sufria COPD. En este ejemplo, el paciente mostré ensayos anormales de la funcién respiratoria, como se
revel6 por una baja puntuacion de FEV 1. Este paciente mostré ademas signos de hiperdistension alveolar pulmonar
y enfisema, usando formacién de imdgenes mediante CT. Este paciente mostré ademads signos de destruccién protei-
nica de elastina dentro del parénquima del pulmén mediante examen histolégico del pulmén, y usando un método
para identificar la proteina de elastina dentro del tejido pulmonar mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo
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especifico para la elastina humana, y especifico para un epitopo hexamérico de la elastina y tropoelastina humanas.
Este paciente mostré ademds signos histolégicos de alveolitis y acumulacién de macréfagos alveolares en dreas del
pulmén, localizada adyacente a la expresion de elastina y a la degradacién de elastina. Este paciente mostré ademas
signos histolégicos de que los mismos macréfagos localizados en los alvéolos estaban activados para expresar un
marcador de activacién, CD-68, dentro del tejido mediante inmunohistoquimica de secciones de tejido pulmonar con
un anticuerpo especifico para CD-68. Este paciente mostr6 ademas signos histolégicos de que los mismos macréfagos
localizados en los alvéolos estaban activados para expresar MMP-12 humana dentro del tejido mediante inmunohis-
toquimica de secciones de tejido pulmonar con un anticuerpo especifico para MMP-12 humana. Este paciente fue un
miembro de un grupo de 20 pacientes bajo estudio. Los hallazgos descritos anteriormente no fueron tinicos para este
paciente individual con COPD. Los hallazgos descritos anteriormente fueron un hallazgo comiin entre los 20 pacientes
del estudio que sufren COPD.

Se us6 el siguiente método:

1)

2)

3)

se obtuvo una muestra de biofluido de un ser humano sano; en este ejemplo, sano se define como una
persona viva adulta de 20-80 afios de edad, sin sintomas de enfermedad, sin ningtin estado clinico actual,
que no estd siendo tratada con medicacién o firmacos prescritos para ningin estado clinico, que no tiene
riesgo de desarrollar una enfermedad tal como tabaquismo, drogadiccién, alcoholismo, sobrepeso, o que
no tiene una disposicion genética diagnosticada para padecer la enfermedad en un comienzo posterior de la
vida, por ejemplo. Aqui, biofluido se define como cualquier muestra de material clinico humano en forma
de disolucidén. Este puede incluir sangre, suero, plasma, saliva, lavados, ldgrimas, orina, fluido seminal,
fluido de las articulaciones, humor acuoso, lavados de cavidades o senos, la forma soluble de preparaciones
tisulares, la forma soluble de preparaciones de 6rganos, o sudor, por ejemplo. Las muestras pueden derivar
de sujetos individuales o de conjuntos de muestras individuales procedentes de multiples sujetos. En este
ejemplo, el biofluido sano fue orina.

La muestra de orina sana se realiz6 para producir una huella peptidica sana; se define analizé, por ejemplo,
como cualquier combinacidn de las etapas de seleccion, preparacion, separacion, identificacion, anotacion,
y recuperacion de datos almacenados de la muestra, y las comparaciones de datos procedentes del cuerpo
de esta Solicitud, los ejemplos proporcionados en esta Solicitud, las reivindicaciones de esta Solicitud.
En este ejemplo, huella se define como un constituyente peptidico individual identificable de una proteina
natural, y/o que puede estar combinado o no con otro constituyente peptidico individual identificable de una
proteina natural, y o la suma total de todos los péptidos individuales identificables que se pueden agrupar
juntos y que, como tal, ese agrupamiento se convierte en una entidad por si misma. Se define identificable
como la fraccién, masa e intensidad de entidades peptidicas individuales. Adicionalmente, se define masa
como la asignacién tnica de masa del MS de un péptido individual identificable, la masa derivada de
entidades peptidicas individuales identificables recogidas, y o la masa derivada de entidades peptidicas
individuales identificables recogidas, en combinacion.

Se obtuvo una muestra de biofluido humano enferma a partir de un individuo enfermo. En este ejemplo, en-
fermo se define como una persona adulta de 20-80 afos de edad, con o sin sintomas clinicos o presentacién
de la enfermedad, y/o con un riesgo clinico de de desarrollar una enfermedad tal como tabaquismo, droga-
diccién, alcoholismo, sobrepeso, con o sin una disposicion genética diagnosticada para la enfermedad en
un comienzo posterior de la vida. Por ejemplo, pacientes con un diagndstico clinico de COPD, o pacientes
que tienen riesgo de desarrollar (COPD). Por ejemplo, se define riesgo de la enfermedad como un fumador
actual de tabaco u otra hierba medicinal, o una persona que siempre ha fumado, o como una persona que ha
fumado y dejé de fumar, independientemente del marco de tiempo en relacién con la toma de muestras de
estos mismos pacientes para el estudio. Ademads, se define riesgo de la enfermedad como cualquier persona
con deficiencias en la expresion o la regulacion de expresion de alfa-1-antitripsina o moléculas bioquimi-
cas relacionadas de origen natural, o cualquier entidad bioldgica relacionada con la expresion o funcién de
alfa-1-antitripsina o moléculas bioquimicas relacionadas de origen natural. En este ejemplo, el individuo
enfermo fue un sujeto que mostrd signos del comienzo o progresion de la enfermedad pulmonar obstruc-
tiva crénica (COPD). Ademais, los pacientes que sufren COPD se pueden caracterizar como sujetos que
muestran ruptura de elastina usando andlisis histolégico, o andlisis inmunohistoquimico de muestras de te-
jido pulmonar. Ademads, los pacientes que sufren COPD se pueden caracterizar como sujetos que muestran
alveolitis, hiperdistension de las vias respiratorias, o enfisema, usando formacién de imagenes mediante
rayos X (HRCT, CT), andlisis histolégico, o andlisis inmunohistoquimico de muestras de tejido pulmo-
nar. Ademds, los pacientes que sufren COPD se pueden caracterizar como sujetos que muestran signos de
macréfagos activados dentro de muestras de tejido pulmonar usando histologfa e inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos para la detecciéon de productos de genes expresados por macréfagos activados. En
este ejemplo, el paciente mostr6 signos histolégicos de agrandamiento del espacio de las vias respiratorias
pulmonares, enfisema, y destruccion de la integridad de la elastina pulmonar. El ejemplo mostré ademads
signos de macréfagos alveolares activados cerca de los sitios de la destruccién de la elastina pulmonar.

Se define aqui biofluido enfermo como cualquier muestra de material clinico humano en forma de diso-
lucién tomada de pacientes que cumplen en todo o en parte los criterios de la definicién de enfermedad
anterior. Este puede incluir sangre, suero, plasma, saliva, lavados, lagrimas, orina, fluido seminal, fluido
de las articulaciones, humor acuoso, lavados de cavidades o senos, la forma soluble de preparaciones de
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tejidos, la forma soluble de preparaciones de érganos, o sudor, por ejemplo. Las muestras pueden derivar
de pacientes individuales o de conjuntos de muestras individuales procedentes de mdltiples pacientes. En
este ejemplo, el biofluido fue orina.

4) La muestra enferma se analizé para producir una huella peptidica enferma; en este ejemplo, huella se
define como un constituyente peptidico individual identificable de una proteina natural, y/o que se puede
combinar o no con otro constituyente peptidico individual identificable de una proteina natural, y o la suma
total de todos los péptidos individuales identificables que se pueden agrupar juntos y que, como tal, ese
agrupamiento se convierte en una entidad por si misma. Se define identificable como la fraccién, masa e
intensidad de entidades peptidicas individuales. Ademds, masa se define como la asignacién tinica de masa
mediante MS de un péptido individual identificable, la masa derivada de entidades peptidicas individuales
identificables recogidas, y o la masa derivada de entidades peptidicas individuales identificables recogidas,
en combinacién.

Sumario del procedimiento experimental
1) se obtuvo una muestra de biofluido humano sana;
2) la muestra de orina sana se analiz6 para producir una huella peptidica sana;
3) se obtuvo una muestra de biofluido humano enferma, a partir de un individuo enfermo;
4) la muestra enferma se analiz6 para producir una huella peptidica enferma;

5) lahuella peptidica sana se compar6 con la huella peptidica enferma para identificar el conjunto de péptidos
encontrados s6lo en la huella peptidica enferma;

6) el conjunto enfermo de péptidos identificado en la etapa (5) se comparé con la huella peptidica de los
productos de degradacién producidos en la etapa (8).

Descripcion del procedimiento experimental

Las condiciones experimentales especificas usadas para generar péptidos presentados diferencialmente en muestras
de orina humana procedentes de sujetos sanos y de pacientes que sufren COPD se obtuvieron segun lo siguiente;

se tomaron muestras de biofluido a partir de pacientes, y después se repartieron en alicuotas y se congelaron a
-80°C. La orina congelada se descongel6 a temperatura ambiente, el pH se ajust6 hasta 2,5 con acido ortofosférico, y
se procesoé para las separaciones mediante HPLC. Las muestras de orina se introdujeron en un sistema de cromatogra-
fia tridimensional en el que el primer mecanismo de separacion utilizado fue cromatografia de exclusién molecular.
El corte del material de la columna fue aproximadamente 15 kDa. Los fraccionamientos que resultan de la etapa de
separacion mediante exclusién molecular se transfirieron después en linea a una etapa de cromatografia en columna
de intercambio catiénico, en la que los péptidos/proteinas se separaron basandose en la carga. Estas fracciones se
transfirieron entonces a una etapa de separacion de fase inversa en la que se eliminaron todos los componentes de la
matriz que interfieren y que estan presentes en la muestra, esta es la separacion tridimensional. Las fracciones tridi-
mensionales se colocaron en forma de manchas sobre una placa diana de MALDI mediante un alimentador robético
que afiadié la matriz de MALDI a las manchas de las muestras peptidicas/proteinicas. Después, la placa de muestra
de MALDI se insert6 en el instrumento del espectrometro de masas MALDI-TOF, y se irradi6 hasta fragmentos que
producen péptidos que después se analizaron segin la masa exacta, cantidad y resolucién isotépica de cada espectro
peptidico de MALDI-TOF individual.

Tablas

La Tabla 1 muestra las identidades de unidad de masa atémica de MS de 97 péptidos de elastina que resultan de
la digestion con MMP12 y de la separacién mediante cromatografia en columna. La Tabla 2 muestra las identidades
de unidades de masa atémica de MS de 185 péptidos de elastina que resultan de la digestiéon mediante MMP12 y de
la separacién mediante cromatografia en columna. Para generar cada conjunto de péptidos, se aplicaron al aparato de
MS fracciones de eluatos de columna que contienen péptidos separados, se identificaron, se anotaron y después se
colocaron en una base de datos para el andlisis estadistico.

Figuras

La Figura 1 y Figura 2 ilustran dos ejemplos en los que se han determinado las diferencias cualitativas y cuantita-
tivas entre las huellas peptidicas de sujetos sanos y de pacientes que sufren COPD. Se muestran datos de péptidos de
elastina putativos detectados en las muestras de orina, respectivamente. En las Figuras 1A y 2A se muestran ejemplos
de los péptidos encontrados presentes en el biofluido de orina procedente de pacientes que sufren COPD, debidos a la
degradacion de MMP-12 activa, mientras que las Figuras 1B y 2B representan fracciones equivalentes procedentes de
sujetos sanos que no contienen estos péptidos. La ausencia de valores de estos péptidos en los sujetos sanos se baso
en el nivel mds bajo de cuantificacién que ofrece la instrumentacién MALDI.
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La Figura 1 muestra el espectro de masas generado a partir de una fraccién de separacidn en fase liquida dada, en
la que: 1a Figura 1 A muestra la huella peptidica en una fraccién de orina humana procedente de una persona que sufre
COPD; la Figura 1B muestra la huella peptidica en un sujeto sano; la Figura 1C muestra la huella peptidica en una
mezcla de MMP-12 + elastina, 2,5 h de incubacidn.

La Figura 2 es otro ejemplo que muestra el espectro de masas generado a partir de una fraccién de separacion en
fase liquida dada, en la que: la Figura 2A muestra la huella peptidica en una fraccién de orina humana procedente
de una persona que sufre COPD; la Figura 2B muestra la huella peptidica en un sujeto sano; la Figura 2C muestra la
huella peptidica en una mezcla de MMP-12 + elastina, 2,5 h de incubacion.

Los resultados mostrados en la Figura 1 presentan el espectro de masas generado a partir de una fraccién de
separacion en fase liquida dada con péptidos que tienen una propiedad quimico-fisica dada especifica del péptido. En
la Figura 1A, el espectro de masas resultante muestra la presencia del pico de masa de 1094,60 en pacientes que sufren
COPD, que corresponde a un producto enzimatico de MMP-12 con elastina como sustrato. La Figura 1B ilustra el
espectro de masas resultante de voluntarios sanos, en el que la masa de 1094,60 del pico del péptido no es distinguible
cualitativamente de las sefiales del fondo. Estos datos son estadisticamente significativos cuando se comparan con los
grupos de pacientes enfermos y sanos.

La Figura 2A muestra que el pico del péptido correspondiente a una masa de 1285,7 estd presente en una fraccién
de orina humana de una persona que sufre COPD. La Figura 2B muestra que este pico del péptido estd ausente del
espectro de masa del individuo sano. Estos datos son estadisticamente significativos cuando se comparan con los
grupos de pacientes enfermos y sanos.

TABLA 1

Nume- Masa Nume-  Masa Numero Masa Numero Masa
ro de pepti- ro de pepti- de pepti- de pep-
pép- dica pPép- dica pépti- dica pépti- tidica
tido tido do do

1 772,4 28 1185, 7 55 1379,6 82 1758,9
2 798, 4 29 1193, 6 56 1402, 8 83 1762,9
3 802,14 30 1199, 6 57 1424,8 84 1763,9
4 817,5 31 1216, 6 58 1440,7 85 1770,0
5 823,4 32 1232, 6 59 1455, 8 86 1832, 9
6 824,4 33 1237, 6 60 1469, 8 87 1840,0
7 865,14 34 1242,7 61 1477,8 88 1851,0
8 874,5 35 1254,7 62 1484,8 89 1885,0
9 878,5 36 1255,9 63 1505,8 90 1920,0
10 904, 4 37 1262,6 64 1508, 9 91 1929, 8
11 937,5 38 1265,7 65 1519,8 92 1942,0
12 944,5 39 1285,7 66 1520,8 93 1998,1
13 951,5 40 1287,7 67 1524,8 94 2168,1
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14 977,5 41 1291,7 68 1536, 8 95 2367,2
15 1027,5 42 1296,7 69 1542,8 96 2620,3
16 1072, 6 43 1298, 7 70 1570,7 97 2823,5
17 1073, 6 44 1299,7 71 1596, 8
18 1089, 5 45 1314,7 72 1599, 8
19 1094, 6 46 1320,8 73 1613,9
20 1107, 6 47 1322,7 74 1644,8
21 1114, 06 48 1331,7 75 1666, 9
22 1137, 6 49 1347,7 76 1670,9
23 1141, 6 50 1352,7 77 1687, 9
24 1142, 6 51 1363,7 78 1696, 9
25 1145, 6 52 1368, 8 79 1702, 2
26 1155, 06 53 1369,0 80 1706, 8
27 1171, 6 54 1370,7 81 1718,9

TABLA 2
Namero | Masa Numero | Masa Numero | Masa Numero | Masa Nimero | Masa
de peptidi- | de pepti- | de pepti- | de pepti- | de peptidica
pépti- | ca pépti- | dica pépti- | dica pépti- | dica pépti-
do do do do do
1 772, 4 41 1169,6 81 1379,6 121 1671,9 161 1998,1
2 798, 4 42 1171,6 82 1402,8 122 1676,9 162 2034,1
3 799, 4 43 1177,6 83 1424,8 123 1677,9 163 2055,1
4 802, 4 44 1185,7 84 1440,7 124 1687, 9 164 2098,0
5 817,5 45 1188,6 85 1443, 8 125 1688, 8 165 2162,2
6 823,4 46 1193,6 86 1445,8 126 1696,9 166 2168,1
7 824,4 47 1196,6 87 1448,8 127 1698,9 167 2235,1
8 826, 4 48 1199,6 88 1455,8 128 1702,2 168 2305,1
9 842,4 49 1212,6 89 1469,8 129 1704, 9 169 2310,1
10 865, 4 50 1216,6 90 1476,7 130 1705,9 170 2320,3
11 874,5 51 1232,6 91 1477,8 131 1706,8 171 2323,2
12 878,5 52 1237,6 92 1479,7 132 1712,9 172 2327,2
13 880,5 53 1242,7 93 1480, 8 133 1718,9 173 2351,2
14 887,5 54 1254,7 94 1484,8 134 1724,9 174 2367,2
15 904, 4 55 1255,9 95 1485,8 135 1727,9 175 2398, 2
16 937,5 56 1262, 6 96 1505, 8 136 1758,9 176 2405,2
17 944,5 57 1265,7 97 1508, 9 137 1759, 9 177 2449,2
18 951,5 58 1282,7 98 1511,8 138 1762,9 178 2476,2
19 977,5 59 1285,7 99 1519,8 139 1763,9 179 2510,2
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20 994,5 60 1287,7 100 1520,8 140 1770 180 2620,3
21 1009,5 61 1291,7 101 1524,8 141 1773,9 181 2715,3
22 1027,5 62 1292,6 102 1527,8 142 1778,9 182 2759, 4
23 1034,5 63 1296,7 103 1536,8 143 1832, 9 183 2823,5
24 1038, 6 64 1298,7 104 1542,8 144 1833,9 184 3356,7
25 1072,6 65 1299,7 105 1557,8 145 1840 185 3371,7
26 1073,6 66 1308,7 106 1558, 8 146 1841, 0

27 1085,5 67 1314,7 107 1570,7 147 1851

28 1089,5 68 1318, 9 108 1583,8 148 1863,0

29 1094,6 69 1320,8 109 1588, 7 149 1879,0

30 1107,6 70 1321,7 110 1596, 8 150 1885

31 1114,6 71 1322,7 111 1599, 8 151 1904,1

32 1116,5 72 1325,7 112 1612,9 152 1507,0

33 1132,5 73 1331,7 113 1613,9 153 1920

34 1137,6 74 1347,7 114 1628,8 154 1924,0

35 1138,6 75 1352,7 115 1631,8 155 1925,1

36 1141,6 76 1357,7 116 1644,8 156 1926,1

37 1142,6 77 1363,7 117 1656, 9 157 1929,8

38 1145,6 78 1368,8 118 1665,8 158 1936,0

39 1147,6 79 1369 119 1666,9 159 1342

40 1155, 6 80 1370,7 120 1670,9 160 1945,8
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REIVINDICACIONES

1. Una huella peptidica que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacioén de elastina por la
enzima MMP12, en la que la huella peptidica comprende al menos veinte de los péptidos identificados en la Tabla 2.

2. Una huella peptidica segtn la reivindicacién 1, que comprende al menos noventa de los péptidos identificados
en la Tabla 2.

3. Una huella peptidica segiin la reivindicacion 1, que comprende al menos ciento cincuenta de los péptidos iden-
tificados en la Tabla 2.

4. Una huella peptidica segtn la reivindicacién 1, que comprende todos los péptidos identificados en la Tabla 1.
5. Una huella peptidica segtn la reivindicacién 1, que comprende todos los péptidos identificados en la Tabla 2.
6. Un método para determinar si la enzima MMP12 estd asociada con la enfermedad Y, que comprende:

(a) analizar una muestra de biofluido o muestra de tejido sana obtenida, para producir una huella peptidica
sana;

(b) analizar una muestra de biofluido enfermo obtenida o una muestra de tejido enferma, en el que la muestra
enferma muestra signos del comienzo o progresion de la enfermedad Y, para producir una huella peptidica
enferma;

(c) comparar la huella peptidica sana con la huella peptidica enferma e identificar el conjunto de péptidos
encontrado en la huella peptidica enferma;

(d) comparar el conjunto enfermo de péptidos identificado en la etapa (c) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos resultantes de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que
la huella peptidica comprende uno o mas de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay
similitudes o diferencias estadisticamente significativas entre ellas basdndose en la comparacién cualitativa
y cuantitativa usando férmulas estadisticas que ensayan los casos probables;

(e) sise determinan en la etapa (d) asociaciones significativas entre los pardmetros cuantitativo y cualitativo de
la medida, concluir que la enzima MMP12 esta asociada con la enfermedad Y en la muestra analizada;

(f) sino se determinan en la etapa (d) asociaciones significativas entre los pardmetros cuantitativo y cualitativo
de la medida, concluir que la enzima MMP12 no estd asociada con la enfermedad Y en la muestra analizada.

7. Un método segtin la reivindicacién 6, en el que la enfermedad Y es enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD).

8. Un método para determinar la presencia de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), que comprende:
(a) analizar una muestra de biofluido obtenida o una muestra de tejido, para obtener su huella peptidica;

(b) comparar la huella peptidica de la muestra identificada en la etapa (a) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la
huella peptidica comprende uno o mds de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay entre
ellas similitudes estadisticamente significativas;

(c) sise determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que existe COPD;

(d) sino se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que no hay COPD,
0 que se estd tratando con éxito.

9. Un kit de ensayo de diagnéstico para determinar la presencia de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(COPD), que comprende medios para comparar la huella peptidica de una muestra de biofluido o la huella peptidica de
una muestra de tejido con una huella de un sustrato que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacién
de elastina por la enzima MMP12, en el que el kit comprende una huella de un sustrato que comprende al menos veinte
de los péptidos identificados en la Tabla 2.

10. Un método para analizar el efecto de un formaco Z sobre la enzima MMP12, que comprende:
(a) analizar una muestra de biofluido obtenida, o una muestra de tejido, procedente de un ser humano o de un
animal no humano que padece enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), habiendo sido cada ser

humano o animal no humano pretratados ya con el firmaco Z, para obtener su huella peptidica;
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(b) comparar la huella peptidica de la muestra identificada en la etapa (a) con una huella peptidica que com-
prende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima MMP12, en el que la
huella peptidica comprende uno o méas de los péptidos identificados en la Tabla 2, y determinar si hay entre
ellas similitudes estadisticamente significativas;

(c) si se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que el firmaco Z no
esta inhibiendo la enzima MMP12;

(d) sino se determinan en la etapa (b) similitudes estadisticamente significativas, concluir que el farmaco Z
estd inhibiendo la enzima MMP12.

11. Un kit de diagnéstico para analizar el efecto de un fairmaco Z sobre la enzima MMP12, que comprende medios
para comparar la huella peptidica de una muestra de biofluido o la huella peptidica de una muestra de tejido con una
huella de un sustrato que comprende productos peptidicos que resultan de la degradacién de elastina por la enzima
MMP12, en el que el kit comprende una huella de un sustrato que comprende al menos veinte de los péptidos identi-
ficados en la Tabla 2, y en el que la muestra se ha obtenido de un ser humano o animal no humano que ha sido tratado
0 que se estd tratando con el farmaco Z.
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