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DESCRIPCION
Ensayo de biomarcadores patoldgicos

La presente invencién se refiere a ensayos para biomarcadores utiles en el diagnéstico de diversas enfermedades
incluyendo enfermedades de fibrosis y el prondstico de su desarrollo, incluidos biomarcadores indicativos del riesgo
de desarrollar una enfermedad, por ejemplo, el riesgo de desarrollar una fibrosis después de una lesién cronica. Los
biomarcadores para enfermedades inflamatorias tal como la espondilitis anquilosante, también se describen como
biomarcadores para enfermedades cardiovasculares (ECV).

En particular, de acuerdo con la presente invencion, se encuentran Uutiles biomarcadores relacionados con
fragmentos de degradacion de Colageno de tipo I, lll, IV, V y VI, elastina, proteina C reactiva, ApoE, lumicano,
LAMC1, LAMB1, LAMAS5 y proteoglicanos, incluyendo Biglicano, Decorina, Versicano y Perlecano.

Las enfermedades fibréticas (incluidas las enumeradas en la Tabla 1) son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad, por ejemplo, cirrosis con 800.000 muertes al afio en todo el mundo”.

Tabla 1. Diferentes enfermedades fibroticas?

Tejido Ejemplos de causas

Higado Hepatitis viral

Esquistosomiasis

Esteatohepatitis (alcohdlica o no alcohdlica)

Pulmoén Fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)

Esclerosis sistémica (esclerodermia)

Rifidn Fibrosis sistémica nefrogénica (FSN)

Diabetes

Hipertension no tratada

Corazon Ataque cardiaco

Hipertension

Aterosclerosis

Reestenosis

Ojo Degeneraciéon macular, retinopatia retiniana y vitrea

Piel Esclerosis sistémica y esclerodermia, queloides, cicatrices hipertroficas, quemaduras, factores
genéticos NFS

Pancreas Enfermedades autoinmunes/hereditarias

Intestino Enfermedad de Crohn/Enfermedad inflamatoria intestinal

Cerebro Enfermedad de Alzheimer, sida

Médula 6sea Cancer, envejecimiento

Fibrosis Complicaciones quirurgicas, fibrosis inducida por farmacos quimioterapéuticos, fibrosis

multiorganica inducida por radiacion, lesiones mecanicas

20

25

30

35

Una "enfermedad fibrética" es cualquier enfermedad que da lugar a fibrosis, ya sea como sintoma principal o
secundario.

La fibrosis es el resultado final de reacciones inflamatorias cronicas inducidas por una diversidad de estimulos
incluyendo infecciones persistentes, reacciones autoinmunes, respuestas alérgicas, insultos quimicos, radiacién y
lesion tisular. La fibrosis se caracteriza por la acumulacion y reorganizacion de la matriz extracelular (MEC). A pesar
de tener obvias distinciones etioldgicas y clinicas, la mayoria de los trastornos fibréticos crénicos tienen en comuan un
irritante persistente que sostiene la produccién de factores de crecimiento, enzimas proteoliticas, factores
angiogénicos y citocinas fibrogénicas, que en conjunto estimulan la deposicion de elementos del tejido conectivo,
especialmente colagenos y proteoglicanos, que remodelan y destruyen progresivamente la arquitectura tisular
normal® 4. A pesar de su enorme impacto en la salud humana, actualmente no hay tratamientos aprobados que
aborden directamente los mecanismos de la fibrosis®.

El mediador celular clave de la fibrosis es el miofibroblasto, que cuando se activa sirve como la célula primaria
productora de colageno.

Afecciones inflamatorias
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La espondilitis anquilosante (AS) es una forma de inflamacion crénica de la columna vertebral y las articulaciones
sacroiliacas. Con el tiempo, la inflamacion crénica de la columna vertebral puede llevar a una cementacion completa
de las vértebras (110), un proceso con una patologia molecular que aun debe investigarse y entenderse
completamente. La AS es también una enfermedad sistémica que afecta a otros tejidos del cuerpo, incluida la
inflamacion o lesién de otras articulaciones, asi como a los érganos tal como los ojos, el corazén, los pulmones y los
rifiones (111). Los procesos relacionados con la inflamacion en la AS, que implican mudltiples tejidos, parecen
implicar procesos moleculares que incluyen un aumento de la actividad de MMP y la deposicién de colageno, lo que
se observa en la mayoria de los tipos de renovacion del tejido conectivo.

La remodelacion de la matriz extracelular (MEC) es un proceso clave de la homeostasis del tejido (112, 113). Las
actividades proteoliticas especificas son un requisito previo para una serie de funciones e interacciones celulares
dentro de la MEC (114). Estas actividades especificas se coordinan con precisién en situaciones fisioldgicas
normales, con una secuencia especifica de eventos que dan como resultado una renovacion tisular controlada. En
situaciones patoldgicas, con especial énfasis en las enfermedades del tejido conectivo, la relacién normal de
reparacion-respuesta se ve alterada (115), lo que conduce a una remodelacién excesiva y a la renovacioén tisular. La
consecuencia de esta remodelacion de la MEC es la liberacion de una gama de productos de degradacion de
proteinas, neo-epitopos, generados por las proteasas expresadas localmente en el area patoldgicamente afectada.
Estos fragmentos de degradacion de proteinas pueden servir como dianas de biomarcadores moleculares, ya que
son mas especificos para el tejido de origen en comparacién con sus origenes intactos (116).

Las endopeptidasas, tales como las metaloproteinasas de matriz (MMP), desempefian un papel importante en la
degradacion de proteinas de la MEC como colagenos y proteoglicanos (117, 118). En particular, en enfermedades
del tejido conectivo, tal como la fibrosis, se ha demostrado que MMP-2 y -9 estan muy reguladas positivamente (119-
121). Recientemente, los marcadores bioquimicos basados en neo-epitopos encontrados en la orina y el suero han
recibido mayor atencion por su potencial diagnéstico y prondstico (116). En particular para enfermedades de
progreso lento, tal como osteoporosis y osteoartritis, los marcadores de reabsorcion 6sea y de degradacion del
cartilago, basados en productos de degradacion del colageno de tipo | y I, respectivamente, se han estudiado
ampliamente (122).

Matriz Extracelular (MEC)

La fibrogénesis es un proceso dinamico que implica mecanismos celulares y moleculares complejos que
normalmente se originan en la lesion tisular®. La fibrogénesis es el resultado de un desequilibrio en la regulacion de
la MEC normal que altera la concentracion de macromoléculas lo que conduce a un aumento del tamafio y la
densidad del tejido, con una funcion progresivamente alterada. Estas macromoléculas son principalmente proteinas
fibrosas con funciones estructurales y adhesivas, tales como colagenos y proteoglicanos.

Colageno

Los colagenos se distribuyen de manera amplia en el cuerpo humano, es decir, ~30 % de la masa de proteinas en el
cuerpo humano esta compuesta por colagenos. Los colagenos son responsables de la integridad estructural de la
MEC de la mayoria de los tejidos conectivos. El contenido de la MEC es resultado de un fino equilibrio entre la
sintesis y la degradacion que se controla estrechamente mediante la regulacion de la expresién génica y la
secrecion de proteinas, pero también a través de la inhibicion endégena de las proteasas y la degradacion de las
proteinas por las metaloproteinasas y las proteasas de cisteina’®. La Tabla 2 enumera los principales tipos de
colageno con su principal distribucién tisular.

Tabla 2. Principales tipos de colageno y su distribucién tisular.

Tipo de colageno  Distribucién tisular

| Mayoria de los tejidos conectivos

Il Cartilago, humor vitreo

I Tejidos conectivos extensibles, por ejemplo, higado, piel, pulmén, sistema vascular
\% Membranas basales

\% Tejidos que contienen colageno |

\! Mayoria de los tejidos conectivos

VII Piel, vejiga, mucosa oral, cordén umbilical, amnios

VI Muchos tejidos, especialmente el endotelio

Xl Células endoteliales, piel, ojos, corazén, musculo esquelético
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Tipo de colageno  Distribucién tisular

XV Vasos, hueso, piel, cartilago, ojos, nervios, tendones, Utero
XXI Vasos, corazén, estdbmago, rifones, musculo esquelético, placenta
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El colageno de tipo | es el colageno mas abundante y se encuentra en la mayoria de los tejidos conectivos. Es
especialmente importante para la estructura de los huesos y de la piel donde los principales componentes de
colageno son los colagenos de tipo | y HI'°.

Los colagenos tipo | y lll son los principales componentes del higado y del pulmdn en una relacion 1:1 en los tejidos
sanos. Adicionalmente, los colagenos tipo IV y VI se encuentran en las membranas basales en la mayoria de los
tejidos. La localizacion mas frecuente del colageno de tipo V es dentro de las fibrillas de colageno caracteristicas, en
asociacion con los colagenos de tipo | y 110,

Algunos colagenos tienen una distribucion tisular restringida: por ejemplo, el de tipo Il, que se encuentra casi
exclusivamente en el cartilago!.

Durante la fibrogénesis la cantidad neta de coldgeno aumenta'®'4. La Tabla 3 muestra, en forma de ejemplo, el
aumento de colageno durante la fibrosis hepatica.

Tabla 3. Cambios de la composicion de colageno entre el higado humano normal y el cirr6tico®.

Colageno del Colageno del Veces que Distribucién en el  Distribucién en el
Cadenas  higado normal higado cirrético aumer?té higado normal higado cirrético

(mg/g) (mg/g) (%) (%)

Tipo de
colageno

I a(l) 16 8 37 42
az(l) 2

I a(Il) 2 8 4 37 21

\% a1(1V) 0,5 7 14 9 18
az(lV)

\Y a1(V) 0,9 7 8 17 18
az(V)
as(V)

\ ar(VI) 0,01 0,1 10 0,2 0,3
az(VI)
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Se ha documentado que el colageno de tipo V es criticamente importante para la formacion de fibrillas de colageno
(123), ilustrado por una falta casi virtual de formacién de fibrillas de colageno en los ratones col5a1-/-. Durante la
alineacion, los ratones heterocigotos se asociaron con una reduccién del 50% en el nimero de fibrillas y el contenido
de colageno dérmico. Esto indica un papel central para el colageno de tipo V en la regulacién dependiente de la vida
de la fibrilogénesis, lo que sugiere que este tipo de colageno es de interés fundamental en muchas enfermedades
conectivas. Sin embargo, todavia hay una falta conceptual de comprension del papel de la renovacion de colageno
de tipo V en las enfermedades conectivas que puede deberse en parte a las incapacidades técnicas para la
investigacion de la degradacion y la renovacion del colageno de tipo V. De forma interesante, muy recientemente, se
encontré6 que un conjunto diverso limitado de proteinas se unia al colageno de tipo V, comenzando a dilucidar la
funcidon molecular de esta molécula con mas detalles, de las cuales la MMP-2 era una de ellas (124). Ademas de la
caracterizacion molecular, esta surgiendo mas evidencia de que el colageno de tipo V afecta directamente a
diferentes fenotipos celulares al inducir la motilidad dinamica y otras actividades celulares, lo que sugiere que estas
proteinas pueden ser mas que un componente pasivo de la MEC (125, 126). En apoyo directo de esto,
recientemente se describié una correlacion muy fuerte con la fibrosis hepatica con la formacion de colageno de tipo
V en dos modelos animales separados de fibrosis hepatica (127), lo que sugiere un papel central de la formacion de
colageno de tipo V en la renovacion excesiva de tejido.

El colageno de tipo V es un colageno formador de fibrillas, junto con los tipos I, I, lll 'y XI (11), y se forma como
heterotrimeros de tres cadenas a diferentes (a1, a2, a3). Tipicamente forma heterofibrillas con colagenos de tipo | y
lIl'y contribuye a la matriz 6sea orgéanica, el estroma corneal y la matriz intersticial de musculos, higado, pulmones y
placenta (128). La mutacion del colageno de tipo V produce una variedad de enfermedades del tejido conectivo, de
las cuales el sindrome de Ehlers-Danlos (EDS) es el mejor descrito. EI EDS es un grupo heterogéneo de trastornos
hereditarios caracterizados por hipermovilidad articular, cambios en la piel (por ejemplo, hiperextensibilidad,
delgadez y fragilidad). La enfermedad se puede dividir en diferentes subtipos, EDS 1 y Il. Los tipos de EDS | y |l se
caracterizan por cicatrices atréficas, hiperextensibilidad de la piel y laxitud de las articulaciones. Es evidente que
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ambos subtipos son resultado de mutaciones en los genes COL5A1 y COL5A2 que codifican dos de las cadenas
polipeptidicas del colageno de tipo V (129-131). Esto destaca la importancia del colageno de tipo V en las
enfermedades de los tejidos conectivos.

Elastina

La elastina es una proteina presente en muchos tejidos conectivos, fundamentalmente en los que son elasticos.
Tiene un muy alto contenido de los aminoacidos glicina, valina, alanina y prolina, y tiene un peso molecular de 64 a
66 kDa. Se organiza en una conformacioén helicoidal irregular o al azar compuesta por 830 aminoéacidos. La elastina
se elabora mediante el enlace de muchas moléculas solubles de la proteina tropoelastina, en una reaccién que se
cataliza por la lisiloxidasa, para elaborar una matriz reticulada duradera, insoluble masiva.

La elastina cumple una importante funcién en las arterias como un medio para la propagacion de la onda de presion
para ayudar al flujo sanguineo y es particularmente abundante en los grandes vasos sanguineos elasticos tales
como la aorta. La elastina es también muy importante en los pulmones, los ligamentos elasticos y la piel.

A pesar de muchos esfuerzos que se dedican a la comprension de la sintesis y la renovacion de la elastina, los neo-
epitopos procedentes de la escisién proteolitica de estas moléculas de la matriz no han asociado hasta ahora con el
desarrollo de la enfermedad en la fibrosis.

Vimentina

La vimentina es un miembro de la familia de proteinas de filamentos intermedios. Los filamentos intermedios son una
importante caracteristica estructural de las células eucariotas. Junto con los microtibulos y microfilamentos de
actina, constituyen el citoesqueleto. Aunque la mayoria de los filamentos intermedios son estructuras estables, en
los fibroblastos, la vimentina existe como una estructura dinamica. Este filamento se utiliza como un marcador de los
tejidos que se derivan del mesodermo, y como tal se utiliza como un marcador inmunohistoquimico para los
sarcomas.

Hertig y colaboradores (Hertig et al., J Am Soc Nephrol. 2008 Aug;19(8):1584-91) investigaron si la transicion
epitelial a mesenquimal en las células epiteliales tubulares renales de pacientes con nefropatia crénica de aloinjerto
podia predecir la progresion de la fibrosis en el aloinjerto y midieron la expresion de vimentina en 83 biopsias de
estos. Encontraron una asociacion entre la expresion elevada de la vimentina y la puntuacion de la fibrosis intestinal
1 afo después de la cirugia.

En otro estudio de la fibrosis hepatica, Meriden y colaboradores (Meriden et al., Clin Gastro & Hepatol 2010; 8:289-
296) encontraron una asociacion significativa entre la expresion de la vimentina (en biopsias que se obtuvieron en el
estadio FO) y la progresion de la fibrosis, donde los niveles elevados predijeron la rapida progresion de la fibrosis
hepatica.

Por consiguiente, se quiso investigar si los fragmentos de vimentina circulantes podrian servir como biomarcadores
sensibles y especificos de la fibrosis.

Proteoglicanos

Los proteoglicanos son un grupo diverso de macromoléculas, que unen covalentemente un numero variable de
cadenas laterales de glucosaminoglicanos (GAG) a una proteina nuclear'®. Estos GAG son polimeros de
repeticiones de disacarido (por ejemplo, N-acetil glucosamina o N-acetil galactosamina), que son acidos (cargados
negativamente) debido a los grupos laterales hidroxilo, carboxilados y sulfatadas en las unidades de disacarido. Esto
los hace altamente hidrofilos, facilitando de este modo la difusion del agua y los iones positivos (por ejemplo, el
sodio de los fluidos extracelulares)'”. Ademas, los GAG tienen la capacidad de formar enlaces no covalentes con,
por ejemplo, las cadenas de acido hialurénico para formar complejos moleculares aun mayores'. La Tabla 4
enumera los proteoglicanos mas estudiados que se asocian con el tejido conectivo.
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Tabla 4. Proteoglicanos de la matriz extracelular del tejido conectivo

Grupo

Proteoglicanos

Origen

Funcién

Proteoglicanos
extracelulares grandes
(mediante la agregacion y
la unién de hialuronano)

Proteoglicanos pequefos
ricos en leucina (unién a
colageno)

Proteoglicanos asociados a
células

Proteoglicanos de la
membrana basal

Agrecano '8

Versicano 1920

Neurocano 2!

Brevicano 22

Decorina 2

Biglicanos 2*

Fibromodulina
17

Lumicano 23

Serglicinas 2°

Sindecanos 26

Betaglicano %’

Perlecano 28

Condrocitos del cartilago
articular, disco intervertebral,
cartilago nasal

Tejido conectivo: fibroblastos,
queratinocitos, células de
musculo liso, células
mesangiales

Tejido nervioso

Tejido nervioso

Tejido conectivo, cartilago,
hueso

Endotelio capilar, piel
(queratinocitos), epitelio del
rinén
Tejido conectivo, hueso,
cartilago
Cornea, musculo, cartilago,
rifdn, pulmon, intestino
Ampliamente distribuidas a
los compartimientos
intercelulares del endotelio
Ampliamente distribuidos - a
menudo unidos a la
membrana celular

Ampliamente distribuido

Todas las membranas
basales

Estabilidad de la matriz extracelular
(unién de hialuronano)

Interacciones célula-célula y célula-
matriz Unién de azucares de forma
dependiente de Ca

Se une a las moléculas de
adhesién de las células neuronales
Estabilidad de la matriz extracelular

Se une a y conecta las moléculas
de colageno (estabilizacion de la
matriz y espesor) Union en la
organogénesis de TGFf

La diferenciacion celular Une y
conecta las fibrillas de colageno

Orientacion regulada de las fibras
de colageno
Controla el espaciado y el espesor
de las fibras de colageno
Diferenciacién de las células
hematopoyéticas Adhesion y
activacion de las células linfoides

Une colagenos, fibronectina,
trombospondina, tenascina y bFGF

Receptor de TGFp y sefializacion
Posible reservorio de TGF
Barrera selectiva para
macromoléculas
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PROTEINA C REACTIVA

La proteina C reactiva (CRP) es una proteina sérica de la fase aguda que se produce por el higado en respuesta a
diferentes afecciones clinicas tales como, inflamacion, infeccion o trauma2®. La produccién de CRP se induce por
citocinas, tal como IL-6, que se libera de los tejidos afectados o dafiados. El papel fisiolégico de la CRP se
desconoce aun y estan en curso analisis sobre su accién pro o antiinflamatoria.

APOLIPOPROTEINA E

La apolipoproteina E (APOE) es una clase de apolipoproteina que se encuentra en el quilomicron (particulas
grandes de lipoproteinas) y particulas de lipoproteinas de densidad intermedia que se unen a receptores especificos
en células hepaticas y células periféricas. Es esencial para el catabolismo normal de los constituyentes de
lipoproteinas ricas en triglicéridos. La APOE tiene una longitud de 299 aminoéacidos y transporta lipoproteinas,
vitaminas liposolubles y colesterol al sistema linfatico y luego a la sangre. Se sintetiza principalmente en el higado,
pero también se ha encontrado en otros tejidos tal como el cerebro, los rifiones y el bazo. La APOE es esencial para
el catabolismo normal de los constituyentes de lipoproteinas ricas en triglicéridos. La APOE fue reconocida
inicialmente por su importancia en el metabolismo de las lipoproteinas y las enfermedades cardiovasculares.

ELASTINA

La elastina es la molécula de la matriz extracelular responsable de la resiliencia de los tejidos y se pensé primero
que estaba restringida a ese papel. Ahora se ha establecido que la degradacion de la elastina puede conducir a la
producciéon de péptidos bioactivos que influyen en la quimiotaxis celular, la proliferacion celular y la sintesis de
proteasas en un amplio panel de células normales y tumorales.
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LAMC1, LAMA2, LAMB1, y LAMAS

Las lamininas, una familia de glucoproteinas de matriz extracelular, son el principal constituyente no colageno de las
membranas basales. Se han visto implicadas en una amplia diversidad de procesos biolégicos que incluyen
adhesion celular, diferenciacion, migracion, sefalizacion, crecimiento de neuritas y metastasis. Las lamininas estan
compuestas por 3 cadenas no idénticas: laminina alfa, beta y gamma (antes A, B1 y B2, respectivamente), y forman
una estructura cruciforme que consiste en 3 brazos cortos, cada uno formado por una cadena diferente, y un brazo
largo compuesto por las 3 cadenas. Cada cadena de laminina es una proteina multidominio codificada por un gen
distinto. Se han descrito varias isoformas de cada cadena. Diferentes isémeros de cadena alfa, beta y gamma se
combinan para dar lugar a diferentes isoformas heterotriméricas de laminina, que se designan mediante numeros
arabigos en el orden de su descubrimiento. Las funciones bioldgicas de las diferentes cadenas y moléculas
triméricas son en gran parte desconocidas, pero se ha demostrado que algunas de las cadenas difieren con
respecto a su distribucion tisular, probablemente reflejando diversas funciones in vivo.

LAMC1 (antes LAMB2) es la subunidad de laminina gamma-1.
LAMA2 es la subunidad de laminina alfa-2

LAMB1 es la subunidad de laminina beta-1

LAMAS5 es la subunidad de laminina alfa-5

Proteasas

El desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de la MEC durante la fibrogénesis, es resultado de la conversion
de la matriz subendotelial de baja densidad en la matriz rica en colagenos intersticiales. El aumento de colageno y
proteoglicanos puede deberse a uno o ambos de (1) una disminucion en la produccion de la proteina y (2) la
alteracion de la degradacion de proteinas, y por lo tanto, menos degradacion de la matriz. La disminucion de la
degradacion de proteinas recibe recientemente mayor atencion. En la regulacién de este proceso las
metaloproteinasas de matriz (MMP) y sus inhibidores tisulares (TIMP) desempefian funcionan importantes, asi como
otras proteasas y sus inhibidores, tales como las cisteina proteasas y las cistatinas.

MMP

Las MMP son un grupo grande de endopeptidasas, capaces de degradar la mayoria, sino todos, los componentes
de la MEC. Actualmente, se encontraron mas de 25 MMP. Las MMP se caracterizan por un sitio activo que contiene
un atomo de metal, tipicamente cinc, y se secretan como zimégenos. Se expresan diferentes MMP en diferentes
tejidos. En la Tabla 5 se muestran las MMP en el higado.

Tabla 5. MMP en el higado®-32
Familia Proteasa Origen Sustrato

Colagenasas MMP-1 HSC I, 1, 1, VI VL X, gelatina
MMP-8 Neutroéfilo 1, 1, 101, V, VII, X, gelatina
MMP-13 HSCRC'\;"FB’ 111, 111, VI, X, gelatina

Estromelisinas ~ MMP-3 HSC 1, IV, V, IX; X, XI, gelati’na, Iaminipa, fibronectina, proteoglicanos,

glucoproteinas, elastina, pro-MMP-1/13

MMP-10 HSC lIl, 1V, V, gelatina, elastina, agrecano
MMP-11 HC PAI-1, actividad semanal frente a las proteinas de matriz

Gelatinasas MMP-2 HSC, MBF I, 11, 11,1V, V, VI, X, XI, gelatina, elastina, laminina
MMP-9 KC’JC';SC’ I 1L 111V, V, VL X, X, gelatina, elastina, laminina

Entactina, gelatina, elastina, fibronectina, vitronectina, laminina,

MMP-7 HSC L
fibrindgeno

Elastina, gelatinas, IV, laminina, fibronectina, entactina, vitronectina,

Metaloelastasa MMP-12  Macroéfagos . , . o o
proteoglicano, proteina basica de mielina, a1-antitripsina

HSC, MFB, I, 11, 11, gelatina, fibronectina, vitronectina, laminina, fibrindgeno, pro-

MT-MMP MMP-14 KC MMP-2, pro-MMP-13
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MMP-15 HC, BDEC Pro-MMP-2, fibronectina, tenascina, laminina, agrecano, perlecano
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Las TIMP bloquean la actividad proteolitica de las MMP mediante la uniéon a la MMP de manera especifica del
sustrato y el tejido y la metaloproteinasa de membrana tipo 1 en un complejo trimolecular (Tabla 6). Durante la
fibrosis, los niveles de TIMP aumentan drasticamente, y los niveles de MMP aumentan modestamente o se
mantienen relativamente estaticos (excepto los de la MMP-2), lo que en conjunto da una disminucién de la
degradacion de los colagenos.

Tabla 6. TIMP en el higado®'

Nombre Origenes Metaloproteinasa inhibida

TIMP-1  HSC, MFB, KC, HC Pro-MMP-9, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-13
TIMP-2 KC, HSC MT-MMP-1, MT-MMP-2, proMMP-2, MMP-3, MMP-13, MMP-7
TIMP-3 HC MT-MMP-1, MT-MMP-2, TACE, MMP-13

Proteina de activacién de fibroblastos

La subunidad alfa de la proteina de activacion de fibroblastos (FAPa o FAP, alfa) es una gelatinasa integral de
membrana que pertenece a la familia de las serina proteasas. La FAPa es la subunidad alfa y la DPP4 (CD26) la
subunidad beta de un complejo de proteinasa heterodimérico unido a la membrana que se conoce también como
Gelatinasa de Membrana de Melanoma 170 kDa, Serina Proteinasa Integral de Membrana y Seprasa. Algunas
células sélo producen homodimeros de FAPa, algunas s6lo homodimeros de DPP4. EI monémero esta inactivo. La
FAP, alfa se expresa de manera selectiva en los fibroblastos del estroma reactivo de los canceres epiteliales, el
tejido de granulacion de la cicatrizacion de heridas, y las células neoplasicas de los sarcomas 6seos y de los tejidos
blandos33. Se cree que esta proteina participa en el control del crecimiento de los fibroblastos o en las interacciones
mesenquimales-epiteliales durante el desarrollo, la reparacion tisular, y la carcinogénesis epitelial. Se demostré que
la expresion de FAP aumenta con el estadio de la fibrosis34 3%,

ADAMTS

La ADAMTS (una desintegrina y metaloproteinasa con motivos de trombospondina (A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs)) es una familia de peptidasas, y hasta ahora se han identificado 19
miembros de esta familia en seres humanos. Las funciones conocidas de las proteasas ADAMTS incluyen el
procesamiento de procolagenos y el factor de von Willebrand, asi como la escisién de agrecano, versicano,
brevicano y neurocano. Se ha demostrado que tienen importantes funciones en la organizacion del tejido conectivo,
la coagulacion, la inflamacion, la artritis, la angiogénesis y la migracién celular.

Catepsinas

Existen aproximadamente una docena de miembros de la familia de catepsinas de proteasas, que se distinguen por
su estructura, mecanismo catalitico, y qué proteinas escinden. La mayoria de los miembros se activan con el bajo
pH que se encuentra en los lisosomas. Por lo tanto, la actividad de esta familia se encuentra casi en su totalidad
dentro de esos organulos (aunque hay muchas excepciones). Tal como la catepsina K, que (entre otras actividades)
funciona extracelularmente después de la secrecion por osteoclastos en la resorcion dsea.

La catepsina K (CAT K) y la catepsina S (CAT S) son ambas proteasas de cisteina.

Biomarcadores de fibrosis

Se han sugerido varios marcadores bioquimicos para las enfermedades fibréticas, aunque no es un producto
especifico de la enfermedad. En la Tabla 7 se muestra un ejemplo de los marcadores bioquimicos de la fibrosis
hepatica utilizados en un ensayo clinico. Adicionalmente hay numerosos ejemplos de biomarcadores de otras

enfermedades fibréticas'? 36-42,

La Tabla 7 resume algunos de los marcadores conocidos de la fibrosis hepatica.

Biomarcador Parametros Enfermed,ao_l hepatica Referencia
cronica
Un parametro
CRP NASH 43
Hialuronano VHC 44-47
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IGF-I VHC 48
Leptina VHC 49
PIIIP VHC 50

Varios parametros Parametros Enferm:r%a;ﬁck;epatlca Referencias

MP3 PIIINP, MMP1 VHC 51,52
indice'de Zheng et al HA, PIIICP, PIIINP, Laminina, C-IV Hepatitis cronica 53
Indice de Laminina-2, C-IV, MMP2, MMP9-TIMP1 VHB 54
Lebensztjen et al

] Tenascina, hialuronano, Colageno VI, TIMP-1 VHB 55
Indice deetTasIochatms Leptina, adiponectina, resistina VHC, HBC, NASH 56
indice de Patel et al Hialuronano, TIMP-1, a2-macroglobulina VHC 57
TIMP-1, tenascina, colageno IV, PIIINP, NASH 58

MMP2, laminina, Hialuronano

Indice de77F)orns (76, Edad, recuento plaquetario, yGT, colesterol VIH por VHC/VHC 51, 59-62

VIH VHC/VHC NAFLD

. Haptoglobina, az-macroglobulina, . 45, 51, 60, 61,
FibroTest (76, 78) apolipoproteina A1, yGT, bilirubina NAFLD en pacientes 63-75
con diabetes
Actitest FibroTest + ALT VHC 65, 76-78
- . . VIH/VHC NAFLD por 45, 51, 60, 61,
APRI (indice de Wai) AST, recuento plaquetario VHC 64, 66, 79-87
Hepascore Bilirubina, yGT, hialuronano, az- VIH por VHG/VHC 51, 61, 64, 66,
macroglobulina, edad, género 88
FIB-4 Recuento plaquetario, AST, ALT, edad VIH/VHC 61, 83
SHASTA Hialuronano, albumina, AST VIH/VHC 61
Fibroindex FORN+APRI VHC 89

Recuento plaquetario, indice de protrombina,

Prueba de AST, az-macroglobulina, hialuronano, urea VIHVHC NAFLD por 51, 61, 64, 66,
Fibrometer ’ edad’ ’ ’ VHC 81
Edad, hiperglucemia, indice de masa
NFSA corporal, plaquetas, albumina, AST/ALT NAFLD 81
Ultrasonido + APRI VHC 82
indice de Metwally et Recuento plaquetario, albumina, AST,
antecedentes de transfusion sanguinea, VHC 90
al .
anticuerpo nuclear del VHC
indice de Edqd, nivelt::s fje ADN en VHB, fosfata_sa
Mohamadneiad et al alcalina, albumina, recuentos plaquetarios, VHC 91
) AST
FibroSpect Il Hialuronano, TIMP-1, az2-macroglobulina VHC 85, 92, 93
Algoritmos de
combinacién por Combinacion de APRI y Fibrotest VHC 94
etapas

a2 macroglobulina, AST, ALT yGT, bilirubina

Indice de Imbert- total, albimina, o globulina, a2 globulina, B VHC 95

Bismut . 7 : ;
globulina, y globulina, apolipoproteina A+
Edad, plaquetas, INR, CD4, AST/ALT,
Nunes et al Hialuronano, YKL-40, PIIINP VHC/VIH VHC %
Fibroscan +++ Fibroscan, Fibrotest, APRI, VHC 97

El documento US5387504 describe el neo-epitopo VDIPEN liberado por la accién de la estromelisina en el sitio
N341 -F342 del agrecano y un ensayo RIA que emplea un anticuerpo monoclonal especifico para este neo-epitopo.
Mas generalmente, se describe el uso de anticuerpos monoespecificos especificos para los fragmentos de
5 agrecano, que se generan por la escision de una estromelisina especifica. Las elevaciones de la estromelisina se
producen en la osteoartritis, la artritis reumatoide, las lesiones ateroscleréticas, la gota, la enfermedad inflamatoria
del intestino (Ell), la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), ciertos tipos de cancer, las lesiones en las articulaciones, y
numerosas enfermedades inflamatorias. Se indica que la estromelisina es elevada en la fibrosis pulmonar idiopatica,
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y se alega que el ensayo puede realizarse en sangre u otros fluidos biologicos para detectar los productos de
escision de estromelisina del agrecano y que la cuantificacion de dichos fragmentos se puede utilizar para el
diagnéstico en relacidn con la FPI, asi como en otras afecciones. Sin embargo, no se proporciona evidencia de esto
y, segun nuestro conocimiento, no ha habido publicaciones posteriores que validen esta predicciéon. Dichos ensayos
de RIA han estado disponibles comercialmente durante muchos afios y no han aparecido informes de su uso exitoso
en el diagndstico o seguimiento de ninguna enfermedad fibrética.

La Patente de Estados Unidos 7.225.080 divulga un método para el diagnéstico de una enfermedad inflamatoria,
fibrética o cancerosa en un paciente midiendo los valores de al menos cuatro marcadores bioquimicos
seleccionados del grupo que consiste en a2-macroglobulina, AST (aspartato aminotransferasa), ALT (alanina
aminotransferasa), GGT (gammaglutamilo transpeptidasa), y-globulina, bilirrubina total, albumina, a1-globulina, a2-
globulina, haptoglobina, B-globulina, apoA1, IL-10, TGF-B1, apoA2 y apo en el suero o plasma de dicho paciente, y
posteriormente combinando dichos valores para determinar la presencia de fibrosis hepatica y/o lesiones
necroinflamatorias hepaticas en dicho paciente. La patente no ensefia la medicidon cuantitativa de fragmentos
peptidicos portadores de neo-epitopos generados durante la enfermedad fibrética.

La Patente de Estados Unidos 6.060.255 describe un método para diagnosticar el grado de fibrosis hepatica, que
comprende las etapas de medir la forma de alto peso molecular de colageno de tipo IV en una muestra que utiliza un
anticuerpo que se une especificamente al colageno de tipo 1V, y relacionar la medicion con el grado de fibrosis
hepatica. De nuevo, no se hace uso de neo-epitopos producidos por enzimas proteoliticas que actian en el cuerpo.
La muestra en realidad se digiere con pepsina, lo que puede ocultar el patrén natural de escision del colageno en la
muestra.

La Patente de Estados Unidos 4.628.027 (Gay) divulga la produccién de anticuerpos especificos para proteinas de
tejido conectivo y, mas particularmente, la producciéon de anticuerpos monoclonales por hibridos de células
fusionadas contra colagenos humanos y enzimas implicadas en la degradacion del colageno. Se describe el uso de
anticuerpos monoclonales contra proteinas del tejido conectivo para establecer el perfil de colageno de muestras de
fluidos histolégicos, citolégicos y biolodgicos. Sin embargo, la patente no describe la medicion de proteinas de tejido
conectivo basandose en la unién de anticuerpos a neo-epitopos en dichas proteinas del tejido conectivo.

Guariabens N et al, J Bone Miner Res, 1998 % evaluaron los marcadores de renovacion 6sea N-telopéptido de
colageno de tipo | (NTX), C-telopéptido de colageno de tipo | (CTX) y pro-péptido N-terminal de colageno de tipo |
(PINP) en pacientes con cirrosis biliar primaria, una enfermedad con un aumento de la fibrosis hepatica. El nivel de
NTX, CTX y PINP se elevd en los pacientes en comparacion con los controles y se correlacioné con el estadio
histolégico de la enfermedad. Los anticuerpos empleados en el NTX se generaron contra un sitio de escision de la
catepsina K en el extremo N del colageno de tipo | y dependen del neo-epitopo YDGKGVG| SEQ ID NO 302. Los
anticuerpos empleados en el CTX se generaron contra un sitio de escision de la catepsina K en el extremo C del
colageno de tipo | y dependen del neo-epitopo EKAHDGGR| SEQ ID NO 303. Estos marcadores estan localizados
en telopéptidos del colageno de tipo | y no en la parte interna (la triple hélice) del colageno de tipo I. Los anticuerpos
monoclonales empleados para el ensayo PINP se generaron contra un epitopo interno en la secuencia PINP que no
€s un neo-epitopo.

Mgller S et al, Gut., 1999 % demostraron que el telopéptido reticulado C-terminal de colageno de tipo | (ICTP) estaba
elevado en pacientes con cirrosis alcohdlica en comparacion con los controles. El estudio descrito mostré que un
marcador bioquimico puede reflejar fibrosis hepatica. El anticuerpo policlonal ICTP se ha generado contra la tripsina
y el colageno escindido con colagenasa tipo |. Sin embargo, los anticuerpos no se unen a un neo-epitopo.

Rosen HN et al, Calcif Tissue Int, 2004 ' evaluaron los marcadores de renovacion 6sea N-telopéptido de colageno
de tipo | (NTX) y C-telopéptido de colageno de tipo | (CTX) en mujeres que recibieron tratamiento de reemplazo
hormonal (TRH). En el estudio se observé que los marcadores de renovacion ésea disminuyeron con el tratamiento.
Los anticuerpos empleados en el NTX se generaron contra un sitio de escisién de la catepsina K en el extremo N del
colageno de tipo | y dependen del neo-epitopo YDGKGVG| SEQ ID NO 302. Los anticuerpos empleados en el CTX
se generaron contra un sitio de escision de la catepsina K en el extremo C del colageno de tipo | y dependen del
neo-epitopo EKAHDGGR| SEQ ID NO 303. A diferencia de la presente invencion, estos anticuerpos se usaron para
evaluar el metabolismo éseo y no la fibrosis.

Lein M et al, Eur Urol, 2007 '°' evaluaron el uso de los marcadores de renovacion 0sea especificos de neo-epitopo

N-telopéptido de colageno de tipo | (NTX) y C-telopéptido de colageno de tipo | (CTX) en pacientes con cancer de
prostata que recibieron acido zoledronico. En el estudio se observd que los marcadores de renovacion Osea
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disminuyeron con el tratamiento. Los anticuerpos empleados en el NTX se generaron contra un sitio de escision de
la catepsina K en el extremo N del colageno de tipo | y dependen del neo-epitopo YDGKGVG| SEQ ID NO 302. Los
anticuerpos empleados en el CTX se generaron contra un sitio de escision de la catepsina K en el extremo C del
colageno de tipo | y dependen del neo-epitopo EKAHDGGR| SEQ ID NO 303. A diferencia de la presente invencion,
estos anticuerpos se utilizaron para evaluar el metabolismo 6seo durante la invasion de metastasis 6seas y no de
fibrosis.

El PIIINP se ha utilizado en varios estudios para evaluar la gravedad de la enfermedad fibrética'®?, en pacientes con
fibrosis de la piel después de un traumatismo severo por quemaduras'®®, para la progresion de la enfermedad en la
cirrosis biliar primaria no cirrética’®, en la cirrosis biliar primaria y la hepatitis viral cronica C'0°,

Se midieron PIIINP e ICTP en pacientes con fibrosis del miocardio°®,

Muchos informes combinan un conjunto de marcadores bioquimicos para mejorar el valor predictivo del indice
bioquimico. Se midieron once marcadores séricos diferentes en 205 pacientes con estadificacion fibrética de FO a
F4, y los marcadores mas informativos fueron la macroglobulina alfa2, la globulina alfa2 (o haptoglobina), la
globulina gamma, la apolipoproteina A1, la gamma glutamiltranspeptidasa y la bilirubina total'’. Un indice de estos
marcadores tuvieron un valor predictivo negativo (se obtuvo una certeza del 100% de la ausencia de F2, F3 o F4)
para las puntuaciones que variaban de cero a 0,10 (12% [41] de todos los pacientes), y un alto valor predictivo
positivo (>90% de certeza de presencia de F2, F3 o F4) para puntuaciones que variaban de 0,60 a 1,00 (34% [115]
de todos los pacientes).

El documento WO2010/115749 describe numerosos neo-epitopos de algunas de las proteinas descritas
anteriormente como biomarcadores de fibrosis y el documento W0O2009/059972 describe humerosos neo-epitopos
de algunas de las proteinas descritas anteriormente como biomarcadores de enfermedades cardiovasculares.

El documento US 2010/209940 describe métodos de diagndstico o de cuantificacion de fibrosis que comprenden la
forma de realizacion de un inmunoensayo para medir los fragmentos de proteinas que contienen neo-epitopo
presentes de forma natural en una muestra de biofluido, y la asociacién de una elevacion de dicha medida en dicho
paciente por encima de un nivel normal con la presencia o extension de la fibrosis.

Marian et al. ("Biomarkers of Cardiac Disease", Expert Rev. Mol. Diagn. 4(6), 805-520 (2004)) analiza biomarcadores
seleccionados para la aterosclerosis coronaria, los sindromes coronarios agudos y la insuficiencia cardiaca.

Sin embargo, en ninguno de los informes mencionados anteriormente se sugiere que las mediciones de los
fragmentos peptidicos basadas en los anticuerpos que se unen a neo-epitopos como se reivindica ahora podrian ser
utiles para la evaluacion de pacientes con enfermedad fibrética o enfermedad inflamatoria.

La presente invencién proporciona ahora un método de bioensayo que comprende realizar un inmunoensayo para
medir los fragmentos de proteinas que contienen neo-epitopos presentes de forma natural en una muestra de
biofluido de un paciente, en el que dicho inmunoensayo se realiza mediante un método que comprende:

poner en contacto los fragmentos de proteinas presentes de forma natural en dicha muestra con una pareja de union
inmunolégica reactiva con un neo-epitopo formado por escision de una proteina por una proteinasa y medir la
extensiéon de la union de fragmentos peptidicos a dicha pareja de unidn inmunoldgica para medir en la misma
fragmentos de proteina que comprenden dicho neo-epitopo, en el que dicha pareja de unién inmunoldgica es
especificamente reactiva con la siguiente secuencia en el terminal N de un péptido: KTFGKM

Preferiblemente, la deteccion de la unidn es cuantitativa.

El método puede incluir asociar una elevacion de dicha medida en dicho paciente por encima de un nivel normal con
la presencia de fibrosis o enfermedad inflamatoria. Preferiblemente, la cantidad de unién se compara con los valores
de control establecidos para poblaciones de individuos sanos y de individuos caracterizados por una enfermedad
fibrética o por una afeccion inflamatoria.

Opcionalmente, un resultado elevado en un inmunoensayo de acuerdo con esta invencién esta asociado con fibrosis
de la piel, fibrosis pulmonar o fibrosis hepatica o enfermedad cardiovascular. Opcionalmente, un resultado elevado
en un inmunoensayo de acuerdo con la invencién puede estar asociado con una afeccién inflamatoria, tal como
espondilitis anquilosante. El método puede comprender la etapa preliminar de obtener una muestra de biofluido del
paciente.
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Dicha pareja de unién inmunoldgica tiene afinidad de unién especifica por fragmentos peptidicos que comprenden el
neo-epitopo N-terminal.

La reactividad especifica con o afinidad inmunolégica para un neo-epitopo implicara que la pareja de union
inmunoldgica relevante no es reactiva con la proteina intacta de la que deriva el neo-epitopo. Preferiblemente, dicha
pareja de union inmunolégica no es reactiva con una secuencia de neo-epitopo si la secuencia se prolonga mas alla
del sitio de escision respectivo. Esto implicara que los péptidos medidos terminan con la secuencia designada.

El término "pareja de unién inmunoldégica" como se usa en el presente documento incluye anticuerpos policlonales y
monoclonales y también fragmentos de unién especificos de anticuerpos tales como Fab o F(ab')2. Por lo tanto,
dicha pareja de uniéon inmunoldgica puede ser un anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo
monoclonal que tiene afinidad de unién especifica.

Preferiblemente, la secuencia de neo-epitopo a la que se une la pareja de unién inmunoldgica no se encuentra en
ninguna otra proteina o no se encuentra en ninguna de las otras proteinas a las que se refiere el método de la
invencion.

El resultado de un ensayo de acuerdo con la invenciéon se puede combinar con uno o mas biomarcadores medidos
para formar un indice compuesto de valor diagndstico o prondstico.

En general, todos los formatos de inmunoensayo conocidos previamente se pueden usar de acuerdo con esta
invencion, incluyendo formatos heterogéneos y homogéneos, ensayos en sandwich, ensayos de competicion,
ensayos ligados a enzimas, ensayos radioinmunes y similares. Por lo tanto, opcionalmente, dicho método se realiza
como un inmunoensayo de competicion en el que dicha pareja de unién inmunoldgica y un agente de competicion se
incuban en presencia de dicha muestra y el agente de competicion compite con los fragmentos peptidicos en la
muestra para unirse a la pareja de unién inmunolégica.

Dicho agente de competicion puede ser (1) un péptido sintético derivado de la secuencia de versicano o un agente
de competicion derivado de (2) una proteina nativa purificada nombrada anteriormente escindida por proteasas para
revelar dicho neo-epitopo.

Un método adecuado podria ser un inmunoensayo de competicion usando anticuerpos monoclonales o fragmentos
de unién a anticuerpos que se unen a neo-epitopos de una proteina nombrada anteriormente. Los péptidos
sintéticos seleccionados apropiadamente recubiertos sobre la superficie sélida de una placa de microtitulacion
podrian competir con la muestra para unirse a los anticuerpos monoclonales o fragmentos de uniéon. Como
alternativa, podrian usarse fragmentos de proteina nativa purificada que llevan el neo-epitopo reconocido por el
anticuerpo monoclonal o fragmento de union en la superficie solida. Otra alternativa mas es inmovilizar el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de unién en la superficie solida y luego co-incubar la muestra con un péptido sintético
ligando adecuadamente a una molécula sefial, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante o biotina.

La muestra puede ser una muestra de suero, sangre o plasma u otro tipo, por ejemplo, biopsia de tejido fibrético.

Los ensayos pueden realizarse como ensayos en sandwich usando una primera pareja de uniéon inmunolégica
especificamente reactiva con dicho neo-epitopo y una segunda pareja de uniéon inmunoldgica reactiva con la
proteina relevante a la que pertenece el neo-epitopo. Opcionalmente, dicha segunda pareja de unién inmunolégica
se dirige a un segundo neo-epitopo de la misma proteina.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen neo-epitopos especificos es como se indica a
continuacién. Esto se puede lograr inmunizando ratones con péptidos sintéticos que se originan a partir de la
secuencia de aminoéacidos de las moléculas de una proteina nombrada (incluidas las secuencias enumeradas
anteriormente o las secuencias que terminan en la misma), fusionando las células esplénicas de ratones
seleccionados a células de mieloma, y ensayando los anticuerpos monoclonales para determinar la uniéon a neo-
epitopos en péptidos sintéticos relevantes. La especificidad para los neo-epitopos se puede asegurar al requerir
reactividad con un péptido sintético y una falta de reactividad con una forma C prolongada del péptido de
inmunizacion (para un neo-epitopo C-terminal) o una forma N-terminal prolongada del péptido de inmunizacion (para
un neo-epitopo N-terminal). Los anticuerpos para los neo-epitopos también se pueden evaluar para establecer una
falta de capacidad de unién a la proteina nativa. Como alternativa, la especificidad para un neo-epitopo puede
garantizarse exigiendo que la reactividad del anticuerpo sea dependiente de forma negativa de la presencia de
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biotina u otros grupos funcionales unidos covalentemente a uno de los aminoacidos terminales.

A continuacion, se describen kits que pueden usarse convenientemente para realizar los métodos descritos
anteriormente. Dichos kits pueden incluir (1) una placa de microtitulacién recubierta con péptido sintético; (2) un
anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a anticuerpo reactivo con dicho péptido sintético; y (3) una
inmunoglobulina IgG anti-ratén marcada. Como alternativa, dichos kits pueden incluir (1) una placa de microtitulacion
recubierta con fragmentos de proteinas nativas purificadas; (2) un anticuerpo monoclonal que reconoce un neo-
epitopo en los fragmentos relevantes y reactivo con dichos fragmentos de proteinas purificadas; y (3) una
inmunoglobulina IgG anti-ratén marcada. Como alternativa, dichos kits pueden incluir (1) una placa de microtitulacion
recubierta con estreptavidina; (2) un péptido sintético unido a biotina; (3) un anticuerpo monoclonal que reconoce un
neo-epitopo en fragmentos de proteinas y reactivo con dicho péptido sintético; y (4) una inmunoglobulina IgG anti-
ratén marcada. Aun otra alternativa podrian ser los kits que incluyen (1) una placa de microtitulacion recubierta con
estreptavidina; (2) un péptido sintético unido a biotina; (3) un anticuerpo monoclonal que reconoce un neo-epitopo en
fragmentos de proteinas relevantes (y reactivo con dicho péptido sintético) y conjugado con peroxidasa de rabano
picante.

Los ensayos descritos en el presente documento son utiles en el diagnoéstico de fibrosis o afecciones inflamatorias
en pacientes. Ademas, las pruebas son utiles para la evaluacién de la progresion de la enfermedad y el seguimiento
de la respuesta a la terapia. Los socios de uniéon inmunolégica descritos en el presente documento también se
pueden usar en la inmunotinciéon para mostrar la presencia o ubicacion de los productos de escision de proteinas
descritos.

La Figura 1 en los paneles A y B muestra los resultados de la investigacion de la especificidad de un
anticuerpo monoclonal;

la Figura 2 muestra los resultados de la investigacion de la cantidad de fragmentos que tienen neo-epitopo
de colageno V en suero humano de pacientes con espondilitis anquilosante.

La Figura 3 muestra una curva estandar obtenida en el Ejemplo 5;

la Figura 4 muestra la liberacién de péptidos medida a partir de cultivos ex vivo en el Ejemplo 5;

la Figura 5 muestra mediciones de péptidos adicionales obtenidas en el Ejemplo 5;

la Figura 6 muestra en los paneles (a) a (d) medidas adicionales obtenidas en el Ejemplo 5;

la Figura 7 muestra mediciones de péptidos adicionales en suero obtenidas en el Ejemplo 5;

la Figura 8 muestra el péptido en suero medido en el Ejemplo 6;

la Figura 9 muestra un ensayo de especificidad de anticuerpos descrito en el Ejemplo 7;

la Figura 10 muestra los niveles plasmaticos de péptido medidos en el Ejemplo 7;

la Figura 11 muestra las curvas ROC obtenidas en el Ejemplo 7;

la Figura 12 muestra los resultados de ELISA obtenidos en el Ejemplo 8;

la Figura 13 muestra mediciones de péptidos relacionadas con la espondilitis anquilosante obtenidas en el
Ejemplo 8;y

la Figura 14 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 9.

Ejemplo 1: Identificacién de fragmentos de coldgeno de tipo V por escisién enzimética

Reactivos

Todos los reactivos utilizados para los experimentos fueron productos quimicos estandar de alta calidad de
empresas tales como Merck (Whitehouse Station, NJ, EE. UU.) y Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Los
péptidos sintéticos utilizados para la producciéon de anticuerpos monoclonales se adquirieron en la Chinese Peptide
Company, Beijing, China.

Escisién in vitro

El colageno de tipo V purificado de placenta humana (cat. n.° ab7537, Abcam, Cambridge, Reino Unido) se escindio
con pro-MMP-2 o pro-MMP-9 (cat. n.° 444213; 444231; Calbiochem, Merck, Whitehouse Station, NJ, EE.UU.). Se
activaron cincuenta yg de MMP-2 o MMP-9 con 20 pl de acetato de 4-aminofenilmercurico 1 mM (APMA) en
dimetilsulféxido y se incubaron a 37°C durante 3 horas. El colageno de tipo V se administré disuelto en acido acético
0,5 M. Para facilitar la escisién de MMP, la proteina se dializ6 durante dos dias para eliminar el acido acético. El
liquido se filtr6 para eliminar proteinas por debajo de 10 kDa (Microcon Ultracel YM-10, cat. n.° 42407, Millipore,
Billerica, MA, EE. UU.). Cada escision de MMP se realiz6 por separado mezclando 100 pg de colageno de tipo V y 1
pug de MMP-2 o MMP-9 en tampén de MMP (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, CaClz 10 mM, acetato de Zn 2 mM, pH
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8,0). Como control, se mezclaron 100 ug de colageno con tampén de MMP solo. Las soluciones se incubaron
durante 2 horas a 37°C. La reaccion de escision se detuvo utilizando &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 uM
hasta una concentracion final de 1 yM. La escision se verificdé mediante visualizacion utilizando el kit de tincion de
plata SilverXpress® (cat. n.° LC6100, Invitrogen, Carlsbad, Ca, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Identificacion de péptidos

Los fragmentos de péptidos en las muestras escindidas in vitro se identificaron usando cromatografia liquida (LC)
acoplada a espectrometria de masas en tandem de ionizacién por electronebulizacion (ESI) (LC-MS/MS). Las
muestras de LC-MS se ultrafiltraron para eliminar las proteinas por encima de 10 kDa, el pH se ajusté a 2,0 usando
acido férmico, y se analiz6 una muestra de 4 ul por LC-MS/MS. EIl analisis por LC se realizé en una columna
nanocACQUITY UPLC BEH C1s (Waters, Milford, MA, EE.UU.) utilizando un gradiente de acido férmico/acetonitrilo.
Los analisis por MS y MS/MS se realizaron en una MS de tiempo de vuelo de tiempo cuadruple de espectrometria de
masas de alta definicion Synapt (QUAD-TOF; Waters, Milford, MA, EE.UU.), con un rango de adquisicion de 350-
1600 m/z en MS y 50-2000 m/z, en MS/MS. El software "ProteinLynx Global SERVER (PLGS)" (Waters, Milford, MA,
EE. UU.) se utilizé para analizar espectros y generar listas de picos. Para identificar los péptidos, se realizaron
busquedas de datos de MS y MS/MS en una base de datos de proteinas de colageno de tipo V (FASTA) utilizando el
software Mascot 2.2 (Matrix Science, Boston, MA, EE. UU.) con las configuraciones ESI-QUAD-TOF vy
carbamidometilo (C), oxidacion de metionina (M), oxidacion de lisina (K) y oxidacién de prolina (P) como
modificaciones variables.

Los seis aminoacidos en el extremo N o C de los péptidos identificados por MS se consideraron como un neo-
epitopo generado por la proteasa en cuestion. Todas las secuencias generadas por la proteasa se analizaron para
determinar la homologia y la distancia a otros sitios de escision y se analizaron para determinar la homologia
utilizando NPS@: analisis de secuencia de proteinas de red (Combet C, Blanchet C, Geourjon C, Deleage G.
NPS@:network protein sequence analysis. Trends Biochem Sci 2000; 25: 147-50).

Ejemplo 2: Desarrollo de un ensayo ELISA para fragmentos identificados

Conjugacion de péptidos

La conjugacion de péptidos se realizé utilizando el kit de conjugacién de inmundgeno activado con maleidida
(Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.). Brevemente, el neo-epitopo inmunogénico que contenia cisteina (HMGREGREGE-
GGC, 400 pl de péptido a 5 mg/ml) con un grupo sulfhidrilo libre (-SH) se mezclé en un tampdn de conjugacion con
la ovalbumina activada con maleimida (OVA) (180 ul de OVA a 10 mg/ml) como una proteina transportadora con un
grupo maleimida disponible que podria reaccionar con péptidos que contenian sulfhidrilo y se incub6 durante 2 horas
a temperatura ambiente. Los productos conjugados se eliminaron de EDTA y azida de sodio mediante desalinizacion
o dialisis durante dos dias. Para los péptidos conjugados con biotina, la lisina conjugada con biotina se afadié en el
procedimiento de sintesis de péptidos en fase solida.

Desarrollo de anticuerpos monoclonales

Se inmunizaron por via subcutanea ratones Balb/C de 4 a 6 semanas de edad con aproximadamente 200 pl de
antigeno emulsionado y 50 pg del neo-epitopo CO5-MMP (HMGREGREGE-GGC-OVA). Se realizaron
inmunizaciones consecutivas a intervalos de 2 semanas hasta que se alcanzaron niveles estables de titulos séricos
en el adyuvante incompleto de Freund. Se recogieron muestras de sangre de la 22 inmunizaciéon. En cada muestra
de sangre, se determind el titulo sérico y se selecciond el ratéon con el titulo anti-suero mas alto para la fusién.
Después de la 42 inmunizacion, este raton descansoé durante 1 mes y luego se reforzo por via intravenosa con 50 ug
de CO5-MMP en 100 pl de una solucién de cloruro de sodio al 0,9% tres dias antes del aislamiento del bazo para la
fusion celular.

Fusion y cribado de anticuerpos

El procedimiento de fusion se realizé de acuerdo con lo descrito por Gefter et al'32. Brevemente, las células de bazo
de ratén se fusionaron con células asociadas a la fusion de mieloma SP2/0. Las células de hibridoma se clonaron
utilizando un método de medio semisdlido y se transfirieron a placas de microtitulacion de 96 pocillos para un
crecimiento adicional y se incubaron en una incubadora de CO2. Se utilizé una dilucion limitada estandar para
promover el crecimiento monoclonal. Los sobrenadantes se cribaron utilizando un ELISA indirecto con placas de
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microtitulacion recubiertas con estreptavidina y HMGREGREGE-K-Biotina como un péptido de captura.
Caracterizacion de clones

La reactividad nativa y la unién peptidica de los anticuerpos monoclonales se evaluaron mediante el desplazamiento
de muestras nativas (suero, plasma y orina procedentes de ser humano/rata/ratén) en un ELISA preliminar utilizando
10 ng/ml de recubrimiento de péptidos biotinilados en una placa de microtitulacién recubierta con estreptavidina y el
sobrenadante del hibridoma monoclonal en crecimiento. Las especificidades de los clones con respecto a un péptido
libre (HMGREGREGE), un péptido sin sentido, y un péptido alargado (GHMGREGREG) se ensayaron. La
isotipificacion de los anticuerpos monoclonales se realizé con el kit Clonotyping System-HRP kit, cat. n.° 5300-05
(Southern Biotech, Birmingham, AL, EE.UU.). Los clones seleccionados se purificaron utilizando columnas de
proteina G de acuerdo con las instrucciones del fabricante (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
Buckinghamshire, Reino Unido). Los anticuerpos monoclonales seleccionados se marcaron con peroxidasa de
rabano picante (HRP) utilizando el kit de etiquetado de HRP Lightning link de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Innovabioscience, Babraham, Cambridge, Reino Unido).

Metodologia ELISA CO5-MMP

En experimentos preliminares, se optimizaron los reactivos, sus concentraciones y los periodos de incubacion
realizando varios andlisis de tablero de ajedrez. La ELISA CO5-MMP se desarrolld de la siguiente manera: Una
placa de estreptavidina de 96 pocillos se recubrido con 5 ng/ml de péptido sintético biotinilado HMGREGREGE-K-
Biotina disuelta en tampodn de ensayo (Tris 25 mM, BSA al 1%, Tween-20 al 1%, pH 7,4) y se incubaron 30 minutos
a 20°C agitando constantemente a 300 rpm. Se afiadieron veinte pl de calibrador de péptidos o muestra disuelta en
el tampon de ensayo a los pocillos apropiados, seguido de 100 ul de anticuerpo monoclonal conjugado (125 ng/ml) y
se incubaron durante 1 hora a 4°C con agitacion constante a 300 rpm. Finalmente, se afiadieron 100 pl de
tetrametilbencinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat. n.° 4380H) y la placa se incubd durante 15 minutos a 20°C en la
oscuridad y se agité a 300 rpm. Después de cada etapa de incubacion, la placa se lavé cinco veces en tampén de
lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2). La reaccién de TMB se detuvo afadieron 100 pl de solucién de parada
(HCI al 1%) y se midi6 espectrofotométricamente a 450 nm con 650 nm como referencia. Se realizé una curva
estandar mediante dilucién en serie del péptido CO5-MMP (HMGREGREGE) y se representé mediante un modelo
de ajuste matematico de 4 parametros. Las concentraciones estandar fueron 0, 15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500,
1000 ng/ml.

Evaluacion técnica

A partir de diluciones de 2 veces de muestras de suero agrupadas, se calcul6 la linealidad como un porcentaje de
recuperacion de la muestra al 100%. El limite de deteccion inferior (LDL) se calculd a partir de 21 determinaciones
del estandar mas bajo (el estandar cero) y se calculé como la media + 3x desviacion estandar. La variacion inter e
intraensayo se determiné mediante 10 ejecuciones independientes de 5 muestras de QC, y cada ejecucion consistio
en dos réplicas de determinaciones dobles de las muestras. Finalmente, para cada ensayo, se utilizdé un calibrador
maestro preparado a partir de péptidos sintéticos cuantificados con precision mediante andlisis de aminoacidos para
fines de calibracion.

La estabilidad del analito se determind para tres muestras de suero humano para 10 ciclos de congelacion y
descongelacion.

Ejemplo 3: Caracterizacién ELISA

El ELISA de CO5-MMP desarrollado se evalu6 utilizando 20 ul de las muestras: colageno de tipo V intacto, colageno
de tipo V escindido con MMP-2, colageno de tipo V escindido con MMP-9, colageno de tipo V escindido con MMP-
13, y una secuencia de aminoacidos de CO5-MMP alargada (GHMGREGREG). La reactividad cruzada se ensayo
utilizando colageno de tipo | escindido in vitro.

Los resultados se muestran en la Figura 1, paneles A y B, que muestran el porcentaje de inhibicién de la seial de:
A) Péptido libre (HMGREGREGE), colageno de tipo V intacto, colageno de tipo V escindido por MMP-9, colageno de
tipo V escindido por MMP-2; B) Péptido libre (HMGREGREGE), colageno de tipo V escindido por MMP-13, colageno
de tipo | escindido por MMP-9, péptido alargado (GHMGREGREG). Se puede ver en el panel A que el anticuerpo no
es sustancialmente reactivo con el colageno intacto tipo V, sino que es reactivo con el colageno de tipo V escindido,
y en el panel B que el anticuerpo no es reactivo con el péptido extendido N-terminal. Por lo tanto, se demuestra que
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el anticuerpo es especificamente reactivo con el neo-epitopo N-terminal producido por la escisién enzimatica.

Ejiemplo 4: Utilidad clinica

Sujetos sanos y pacientes con AS

Los marcadores bioquimicos se evaluaron en suero de pacientes diagnosticados con espondilitis anquilosante (AS,
de acuerdo con los criterios de Nueva York modificados) y se compararon con muestras de suero sin enfermedad
del mismo sexo y edad del Department of Medicine 3 de la University of Erlangen-Nuremberg. El grupo sin
enfermedad consistié en 21 mujeres sanas y 19 hombres sanos con una edad media de 43,0 afios, rango de 18 a
66. El grupo de AS consistio en 19 mujeres y 21 hombres con una edad media de 42,5 afios, rango 29 a 63 afos.

Estadistica

Los niveles séricos de CO5-MMP entre los dos grupos se midieron utilizando el ELISA (los resultados se muestran
en la Figura 2) y se compararon utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de dos caras. En la Figura 2,
las barras indican niveles medios * error estandar de la media (SEM). El area bajo la curva se midié en ROC. Las
relaciones de probabilidades se extrapolaron de la tabla de contingencia en la que todos los sujetos se clasificaron
como con niveles bajos (dentro de 2 DE de la media de la poblacién normal) o altos (>DE) del biomarcador. Los
resultados se consideraron significativos cuando P <0,05.

Estos resultados sugieren fuertemente que el neo-epitopo medido de colageno de tipo V es un marcador valioso
para AS.

Ejemplo 5 Ensayo de biglicano NB202: BGM .YWEVOPATFR SEQ ID NO 113

Aqui se demuestra el desarrollo de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para la medicion de un
neo-epitopo de BGN generado por MMP-9, MMP-12 y MMP-13 y se prueba la validez biolégica del ensayo en dos
modelos de rata de fibrosis hepatica. Métodos: El BGN se escindié in vitro por MMP-9, -12 y -13 y el péptido

344YWEVQPATFR'™53 (BGN-344) se eligio6 como un neo-epitopo potencial. Se us6é un anticuerpo monoclonal de
raton generado contra el péptido seleccionado en el desarrollo de un ELISA competitivo, que media el neo-epitopo
de BGN degradado por MMP. El ensayo se validé en dos modelos de rata de fibrosis hepatica, el modelo de fibrosis
inducida por tetracloruro de carbono (CCLa), y el modelo de ligadura del conducto biliar (BDL).

Resultados: Se encontré un aumento significativo en BGN-344 en suero en ratas tratadas con CCL4 durante 16
semanas (200 ng/ml frente a 120 ng/ml, p = 0,0013) y 20 semanas (190 ng/ml frente a 100 ng/ml, p = 0,019) en
comparacioén con los grupos de control, asi como en todos los grupos de ratas sometidas a BDL en comparacién con
los grupos operados de forma simulada. Ademas, hubo una correlacién significativa de los niveles séricos de BGN-
344 con la extension de la fibrosis hepatica determinada por la tincion con rojo Sirius de las secciones hepaticas en
el modelo CCLa.

Conclusién: Se demostrod que el producto de remodelacion tisular patolégico especifico de BGN degradados por
MMP, concretamente, el neo-epitopo BGN-344, aumenta durante la fibrosis hepatica en un modelo CCL4 y en un
modelo BDL tanto a nivel in vivo como ex vivo.

Desarrollo de ensayos:

El desarrollo del ensayo de los anticuerpos monoclonales seleccionados obtenidos de la fusion incluyé las siguientes
pruebas generales, de acuerdo con las SOP (datos no mostrados): 1) Tablero de ajedrez (es decir, afinidad de union
a antigeno-antigeno) - concentraciones de anticuerpo frente a revestimiento en diferente tiempo de incubacion,
temperatura de incubacion y tampén de incubacién; 2) Desplazamiento (es decir, resistencia competitiva), para
evaluar la especificidad del anticuerpo y la sensibilidad a un péptido estandar, péptido sin sentido, suero humano,
BGN nativo, BGN nativo procesado in vitro con MMP-9, MMP-12 y MMP-13; 3) Afinidad de etiquetado a la
peroxidasa, evaluada utilizando el kit de etiquetado de peroxidasa de rabano picante Lightning-Link™ (Innova
Bioscience Ltd, Babraham, Reino Unido). Basandose en los resultados de estas pruebas, se seleccioné el
anticuerpo monoclonal NB202-7-5A1 para el desarrollo final del ensayo.

El procedimiento ELISA competitivo de BGN-344 se desarrollé de la siguiente manera: se recubrié una placa
recubierta con estreptavidina de 96 pocillos con 1,25 ng/ml de YWEVQPATFR-K-Biotina (SEQ ID NO 305) durante
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30 min, a 20°C, a 300 rpm. Los pocillos se lavaron entonces 5 veces con tampén de lavado estandar. Se prepard
una fila estandar mediante una dilucién previa doble del péptido estandar (YWEVQPATFR) en Tris-BTB 50 mM a
partir de 250 ng/ml. Las muestras (es decir, suero humano, suero de ratén, suero de rata) también se diluyeron. Se
afadieron estandares y muestras [20 ul/pocillo], seguido de la adicién de 100 pl/pocillo de 20 ng/ml de anticuerpo
NB202-7-5A1 marcado con peroxidasa en tampén Tris BTB 50 mM. Las placas se incubaron durante 1 hora a 4°C a
300 rpm. Después del periodo de incubacion, los pocillos se lavaron 5 veces y se incubaron con 100 pl de TMB a
4°C, 300 rpm, durante 15 minutos, seguido de la adicion de 100 pl de solucion de parada en cada pocillo. La
reaccion colorimétrica se midié a 450 nm con referencia a 650 nm en un lector de placas de laboratorio estandar.
Los datos se adquirieron con el programa SoftMax Pro v5.0.

Modelo de rata de fibrosis hepéatica inducida por CCLa:

Los niveles de BGN-344 se midieron en un modelo de rata de inhalacién de CCL4 de fibrosis hepatica. Los detalles
completos del estudio se describen en otra parte (133). El estudio incluyé 52 ratas Wistar macho tratadas con CCL4
y 28 ratas Wistar de control (Charles-River, Saint Aubin les Elseuf, Francia). La induccion de fibrosis hepatica se
realizé como se ha descrito previamente (134). En resumen, se administré CCL<4< por inhalacion dos veces por
semana y se afiadié fenobarbital (0,3 g/l) al agua de beber. Las ratas de control recibieron fenobarbital solamente.
Los animales se estratificaron en grupos que recibieron 8, 12, 16 o 20 semanas de CCL<4< o tratamiento de control
(n = 13 para CCL<4<; n = 7 de control para cada grupo). El estudio se realizé después del consentimiento informado
por escrito especificamente aprobado por el Investigation and Ethics Committee of the Hospital Clinic Universitari
(Barcelona, Espanfa), aprobacion N.° B-NNP-233/09. Cuatro animales de los grupos de CCL<4< murieron durante el
estudio. La sangre se recogio al finalizar y se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir
la coagulacion, antes de la centrifugacién a 2500 rpm durante 10 minutos. Las muestras se almacenaron a -80°C
antes de la evaluacién del biomarcador. Las secciones de higado (4 pm de espesor) se tifieron en rojo Sirius F3B al
0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en &cido picrico saturado (Sigma-Aldrich). De cada animal analizado, la
cantidad de fibrosis se expresdé como un porcentaje del area total del higado de 36 campos y el valor promedio
presentado (135).

Modelo de rata de fibrosis hepéatica inducida por la ligadura de las vias biliares (BDL):

Los niveles de BGN-344 se midieron en un modelo de rata de fibrosis hepatica inducida por la ligadura del conducto
biliar. Los detalles completos del estudio se describen en otra parte (133, 136). El estudio incluy6 un total de 81 ratas
Sprague-Dawley hembra de 6 meses. La fibrosis hepatica se indujo en ratas anestesiadas por BDL estandar en la
que el conducto biliar se ligé en dos lugares y se diseccioné entre las ligaduras antes de cerrar el abdomen. En ratas
operadas de forma simulada, el abdomen se cerré sin BDL.

Las ratas se dividieron en cuatro grupos: el grupo 1 (10 BDL, 8 simulaciones) se sacrificé después de una semana,
el grupo 2 (12 BDL, 8 simulaciones) se sacrificé después de dos semanas, el grupo 3 (13 BDL, 8 simulaciones) se
sacrificd después de tres semanas, y el grupo 4 (14 BDL, 8 simulaciones) se sacrificé después de cuatro semanas.

La Figura 3 muestra a) Ejemplo de la curva estandar en una configuracion ELISA competitiva b) Mediciéon del
péptido BGN-344 para biglicano degradado por MMP-9, MMP-12 y MMP-13 in vitro (BGN/MMP9, BGN/MMP12 y
BGN/MMP13) y para biglicano intacto (BGN).

La Figura 4 muestra la liberacion del péptido BGN-344 a partir de cultivos ex vivo de explantes bovinos (BEX),
medidos los dias 3 y 17 del cultivo en cinco repeticiones. w/o = cultivos sin ninguna estimulacién; Ml = cultivos
metabodlicamente inactivos por el tratamiento con nitrégeno liquido; T + O = estimulacion de citocinas catabdlicas con
TNFa [20 ng/ml] y oncostatina [10 ng/ml]; T+O+GM6001 = citocinas catabdlicas con TNF a [20 ng/ml] y oncostatina
[10 ng/ml] complementadas con inhibidor de MMP selectivo GM6001; T+O+E64 = citocinas catabdlicas con TNF a
[20 ng/ml] y oncostatina [10 ng/ml] complementadas con inhibidor selectivo de la cisteina proteasa E64 (*** = p
<0,001).

La Figura 5 muestra los valores absolutos de la cuantificacion de rojo Sirius en ratas tratadas con CCL<4<
determinados a las 8, 12, 16 y 20 semanas de tratamiento. (Animales tratados con CCL4: n = 13; controles: n = 7
para cada grupo).

La Figura 6 muestra a) los niveles séricos en la circulacion medios de BGN-344 en el modelo de rata inducido con

tetracloruro de carbono (CCL<4<) de fibrosis hepatica medidos a las 8, 12, 16 y 20 semanas (animales tratados con
CCL<4<: n = 13; controles: n = 7 para cada grupo). b) Niveles séricos de BGN-344 en todas las ratas control y todas
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las ratas CCL<4< estratificadas en cuartiles de acuerdo con el contenido total de colageno en el higado determinado
por rojo Sirius; (ns = no significativo, * = p <0,05, ** = p <0,01, *** = p <0,001). Correlacién del BGN-344 sérico en la
circulacion y la cuantificacion histoldgica de rojo Sirius que determina la extension de la fibrosis hepatica en c) ratas
tratadas con CCL<4<y d) controles.

La Figura 7 muestra los niveles séricos medios de BGN-344 en la circulacion en ratas operadas de BDL y de forma
simulada al inicio y al final de las semanas 1, 2, 3, 4. Los datos se muestran como media * error estandar de la
media (SEM) (* = p <0,05, ** = p <0,01, *** = p <0,001).

Eiemplo 6: Ensayo de colageno de tipo | NB91 (generado por FAP): Protocolo de ensayo de CO1-462
AGKEGPVGLP (SEQ ID NO 49)

Se marcéd un anticuerpo monoclonal seleccionado con peroxidasa de rabano picante (HRP) utilizando el kit de
etiquetado de HRP Lightning link de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Innovabioscience, Babraham,
Cambridge, Reino Unido). Se recubrié una placa de estreptavidina de 96 pocillos con péptido sintético biotinilado
AGKEGPVGLP-Biotina disuelto en tampén de ensayo (Tris 50 mM, BSA al 1%, Tween-20 al 0,1%, pH 7,4 ajustado a
20°C) y se incubd durante 30 minutos a 20°C. Se anadieron 20 pl de calibrador de péptido o muestra a los pocillos
apropiados, seguido de 100 pl de anticuerpo monoclonal conjugado 3H2-HRP y se incubaron durante 1 hora a 20°C.
Finalmente, se anadieron 100 pl de tetrametilbencinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat. 4380H) y la placa se incubd
durante 15 minutos a 20°C en la oscuridad. Todas las etapas de incubacién anteriores incluian agitacion a 300 rpm.
Después de cada etapa de incubacion, la placa se lavé cinco veces en tampén de lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM,
pH 7,2). La reaccion de TMB se detuvo afadieron 100 pl de solucion de parada (HCI al 1%) y se midié a 450 nm con
650 nm como referencia. Se trazé una curva de calibracion utilizando un modelo de ajuste matematico de 4
parametros.

Modelo de fibrosis hepatica de ligadura del conducto biliar de rata:

CO1-462 se evaludé en un modelo de rata de BDL de fibrosis hepatica. La junta danesa de bienestar animal
"Dyreforsggstilsynet" en Copenhague, Dinamarca, aprobd y dio un consentimiento informado por escrito del estudio;
aprobacioén n.° 2008/561-1450. El estudio se ha descrito en detalle en otra parte (Veidal et al. 2010b). Brevemente,
17 ratas Sprague-Dawley hembra de 6 meses de edad se estratificaron en 4 grupos: Se sacrificaron ratas operadas
por BDL o de forma simulada después de 2 o 4 semanas. La fibrosis hepatica se indujo en ratas anestesiadas por
BDL estandar en la que el conducto biliar se ligé en dos lugares y se diseccion6 entre las dos ligaduras antes de
cerrar el abdomen. En ratas operadas de forma simulada, el abdomen se cerré sin cirugia BDL. Las muestras de
sangre se tomaron bajo anestesia con CO<2</0<2< al inicio del estudio y al final del seno retro-orbital de ratas que
habian ayunado durante al menos las 14 horas anteriores. La sangre recogida se dejo durante 30 minutos a
temperatura ambiente hasta coagularse seguido de centrifugacion 2x a 1500g durante 10 minutos. El suero se
transfirié entonces a tubos limpios y se almacené a -80°C hasta su uso. La validez del modelo BDL se demostré por
(137).

Los resultados se muestran en la Figura 8. Se observé una elevacion significativa de la sefial medida después de
dos semanas.

Ejemplo 7 Ensayo de versicano NB158: VCAN 3306 (KTFGKMKPRY)

La remodelacion de la matriz extracelular es una caracteristica clave en el desarrollo de la lesion aterosclerética y un
requisito previo para la ruptura de las placas. El proteoglicano versicano se encuentra en placas ateroscleréticas y
es un sustrato potencial para las MMP presentes en areas ricas en macréfagos. Se ha desarrollado un
inmunoensayo para detectar un fragmento de degradacion de versicano derivado de MMP12 especifico (VCAN-
3306) y evaluar su potencial como biomarcador para el diagndstico de aterosclerosis.

Métodos y resultados: Se utilizé un anticuerpo monoclonal de ratén generado contra VCAN-3306 para el desarrollo
de un ELISA competitivo. Se utilizaron muestras de plasma clinicas de pacientes con diferentes grados de
aterosclerosis para la validacion del ensayo. El VCAN-3306 en las arterias coronarias de cinco adultos fallecidos se
detectd utilizando el VCAN-3306 mAb. Las arterias con la carga de placa mas baja mostraron muy poca o ninguna
reactividad, en comparacién con las arterias afectadas por placas ateroscleréticas intermedias y grandes, que
mostraron una alta reactividad hacia VCAN-3306 mAb. Los pacientes que experimentaron |) sindrome coronario
agudo (n = 30), Il) cardiopatia isquémica estable (n = 30) y Ill) que demostraron niveles altos de depodsitos
coronarios de calcio (n = 30) tenian niveles plasmaticos significativamente més altos de VCAN-3306 en comparacion
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con un grupo de control de individuos (n = 30) sin depdsitos coronarios de calcio detectables. Ademas, se demostro
una fuerte asociacién entre la presencia de VCAN-3306 y LDL y el colesterol total en pacientes con altos niveles de
depositos coronarios de calcio.

Conclusiones: Los neo-epitopos de versicano generados por MMP12 estan presentes en las placas
ateroscleréticas humanas. La degradaciéon de versicano mediada por MMP12 fue significativamente elevada en
pacientes con enfermedades ateroscleréticas, lo que sugiere que el VCAN-3306 es un biomarcador potencial para la
aterosclerosis.

Protocolo de ensayo de VCAN-3306:

Los anticuerpos monoclonales seleccionados se marcaron con peroxidasa de rabano picante (HRP) usando el kit de
etiquetado de anticuerpo de peroxidasa de rabano picante (HRP) Lightning-Link de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Innova Bioscience, Babraham, Cambridge, Reino Unido). Una placa pre-recubierta de estreptavidina de
96 pocillos adquirida en Roche Diagnostics (Roche Diagnostics, Basel, Suiza) se recubrié con 2,5 ng del péptido
sintético biotinilado, KTFGKMKPRY-K-Biotina (SEQ ID NO 306), se disolvié en tampon de ensayo 50 mM PBS BTB
y se incubd durante 30 minutos a 20°C. Se afiadieron 20 pl del calibrador de péptidos o muestra a los pocillos
apropiados, seguido de 100 uyl de 20 ng/ml de anticuerpo monoclonal conjugado, y se incubaron durante 1 hora a
20°C. Finalmente, se afiadieron 100 pl de tetrametil bencinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat. 4380H, Taastrup,
Dinamarca), y la placa se incubd durante 15 minutos a 20°C en la oscuridad. Todas las etapas de incubacion
anteriores incluian agitacion a 300 rpm. Después de cada etapa de incubacion, la placa se lavé cinco veces en
tampodn de lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2). La reaccion de TMB se detuvo afiadieron 100 ul de solucion
de parada (HCI al 1%) y se midié a 450 nm con 650 nm como referencia. Se trazé una curva de calibracion estandar
utilizando un modelo de ajuste matematico de 4 parametros con una concentracion inicial de 10 ng para el péptido
estandar después de una dilucion doble y el dltimo estandar fue un estandar cero.

Muestras y procedimientos para inmunohistoquimica:

Especimenes: Se obtuvieron arterias coronarias de pacientes mayores de 25 afios que murieron durante un periodo
de 18 meses en el North Carolina Baptist Hospital, Winston-Salem, EE.UU., como se ha descrito previamente (138).

Procedimientos histopatolégicos: Cinco corazones obtenidos en autopsia se lavaron con una solucién salina normal
y se fijaron por perfusion con una solucién de formaldehido tamponada neutra al 4% a una presién de 100 mm Hg
durante 1 hora. Se cortaron bloques de tejido adyacentes para el corte histolégico (cada uno de 3 mm de largo)
perpendiculares al eje largo (proximal 3 cm) de la descendente anterior izquierda (LAD), la circunfleja izquierda, y las
arterias coronarias derechas. Se hicieron dos secciones histologicas de 5 um de cada bloque. Una se tifid con
hematoxilina-eosina y la otra con tincion de Verhoeff-van Gieson.

El protocolo estandar de Nordic Bioscience se us6 para la tincion de VCAN-3306 de arterias coronarias
descendentes anteriores izquierdas humanas de los cinco individuos, cada uno con un grado diferente de
aterosclerosis. Brevemente, las arterias incluidas en parafina se cortaron en secciones de 5 um, se desparafinizaron,
y la peroxidasa se bloqued y se rehidratd. Las secciones se sometieron a pretratamiento 2 x 5 min en un microondas
a 800 W. En lo sucesivo, las secciones se lavaron en TBC + Triton X-100 al 1%, se bloquearon en caseina al 0,5%
en TBS y se incubaron con 2,25 pg/ml de mAb contra VCAN-3306 diluido en tampdn de TBS durante una noche a
4°C. Las secciones se lavaron posteriormente en TBS + Triton X-100 al 1%, se incubaron en Super Sensitive
durante 30 minutos, se lavaron de nuevo y se trataron con sustrato DAB (6-10 minutos). Las secciones se
sumergieron en hematoxilina Mayers durante 12 segundos, se montaron y se dejaron secar.

Pacientes y recogida de muestras:

Se seleccionaron cuatro grupos de 30 individuos cada uno, con diferentes grados de enfermedad cardiaca
aterosclerotica, de tres estudios grandes (DANRISK, DEFAMI y Odense Artery Biobank). Los participantes en estos
estudios se incluyeron simultaneamente por el Odense University Hospital, Odense, Dinamarca. Los cuatro grupos
consistian en: 1) 30 individuos asintomaticos sin calcio coronario detectable (CT-noCa), 2) 30 sujetos asintomaticos
con CVD subclinica definida por la presencia de calcio coronario (CT-plusCa), 3) 30 pacientes con enfermedad
cardiaca isquémica estable (IHD), destinada a cirugia de derivacidon coronaria, y 4) 30 pacientes con sindrome
coronario agudo (ACS) y aparicion de sintomas en las 24 horas anteriores (Tabla 1). Todas las muestras se
manipularon y se analizaron por el Department of Clinical Biochemistry and Pharmacology at Odense University
Hospital (Odense, Dinamarca).
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Los pacientes del grupo 1 y 2 se reunieron de la cohorte DANRISK, una muestra aleatoria de 1825 hombres y
mujeres de 50 a 60 afios de edad, quienes en 2009 fueron invitados a someterse a pruebas de deteccidon de
enfermedad coronaria. El cribado incluia una tomografia computarizada cardiaca, seguida de una estimacion de la
cantidad de calcio coronario utilizando la puntuacién de Agatston. De los individuos invitados, 1257 se consideraron
para la deteccion, pero después de la exclusion de aquellos con cardiopatia isquémica previa o diabetes mellitus (n
= 100), 1157 pacientes se incluyeron para el analisis. Entre estos individuos de 60 afios (n = 647), se eligieron 30
pacientes sin calcio coronario detectable (CT-noCa), grupo 1y 30 con una puntuacién de Agatston 2400 (CT-plusCa)
del grupo 2. La seleccién de estos dos grupos también implicé la correspondencia del colesterol total y la presién
arterial. HeartScore esta dirigido a ayudar a los médicos a optimizar la reduccién del riesgo cardiovascular individual.
Esta estimacion del riesgo se basa en los siguientes factores de riesgo: sexo, edad, tabaquismo, presion arterial
sistolica y colesterol total, y predecira la cantidad de eventos de CVD fatales que eventualmente tendran lugar
después de 10 afios. El umbral de alto riesgo basado en eventos cardiovasculares fatales se define como "superior
al 5%" (139).

El grupo de pacientes con IHD estable, grupo 3, provenia del The Odense Artery Biobank, que recopila muestras de
sangre y tejido arterial sobrantes de pacientes sometidos a cirugia de derivacion coronaria. Las muestras de sangre
se tomaron el dia antes de la operaciéon de derivacion. Se seleccionaron 30 pacientes con una edad media de
aproximadamente 60 afios y una distribucidon de género similar a las poblaciones mencionadas anteriormente. El
grupo de pacientes con ACS, grupo 4, se agrup6 de la cohorte de DEFAMI, en la que todos los pacientes ingresaron
en el Odense University Hospital entre el 1 de octubre de 2009 y el 30 de abril de 2010 y se incluyeron los que
tenian un analisis de troponina realizado bajo sospecha de ACS. En estos pacientes, se realizé un muestreo de
sangre en serie dentro de las primeras 24 horas del inicio de los sintomas. De los 822 pacientes en la cohorte de
DEFAMI, 30 pacientes con infarto de miocardio sin elevacion de ST (NSTEMI, n = 24) o angina de pecho inestable
(n = 6) se seleccionaron para participar en el estudio actual. Su edad era de aproximadamente 60 afios y su
distribucién de género coincidié con los dos subgrupos DANRISK (grupo 1 y grupo 2). Se defini6 NSTEMI si se
demostré un aumento y/o descenso tipico de los niveles de Tnl por encima de 0,03 pg/l en asociaciéon con la
presencia de sintomas clinicos tipicos. La angina de pecho inestable se definié como la presencia de dolor toracico
tipico durante el reposo o el esfuerzo fisico minimo junto con la depresion del segmento ST o las fluctuaciones de la
onda T, pero con niveles normales de Tnl (por debajo de 0,03 pg/l). Todos los pacientes con angina de pecho
inestable también tuvieron que demostrar al menos una estenosis arterial coronaria significativa (>50% de diametro
estenosis). Por lo tanto, en este estudio, los pacientes con ACS incluian pacientes con NSTEMI y angina de pecho
inestable. Los pacientes con infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (STEMI) no se incluyeron, ya que
en estos pacientes no seria posible obtener muestras de sangre en serie suficientes antes de que se administrara la
medicacion con heparina y PCl aguda. Ambas intervenciones podrian interferir en los ensayos bioquimicos. El nivel
medio de Tnl en los 30 pacientes con ACS (grupo 4) era de 0,62 pg/l (intervalo de 0,01-5,23 ug/l).

En todos los pacientes, grupo 1-4 (n = 120), se considerd la hipertension si el paciente usaba tratamiento médico
antihipertensivo y se definié la diabetes si se prescribié un medicamento antidiabético. La presién arterial sistélica y
diastdlica se midié el mismo dia que la muestra de sangre. La puntuacion de Agatston se calculé en el grupo 1y 2
pacientes. Tnl en el grupo ACS se midié inmediatamente en el ingreso hospitalario, antes de toma de la muestra de
sangre actual. El colesterol total, LDL, HDL vy los triglicéridos también se midieron antes de la toma de muestra de
sangre para el presente estudio. Las muestras de sangre se extrajeron en tubos con EDTA y se centrifugaron a 200g
durante 10 min. El plasma se almacen6 a -80°C hasta el analisis bioquimico.

Los protocolos de estudio para los estudios DANRISK, DEFAMI y Odense Artery Biobank se aprobaron por el
Regional Ethics Committee antes del inicio de los estudios. El consentimiento informado se obtuvo de todos los
pacientes participantes.

Tabla 50. Demografia de cada grupo incluido en el estudio con valores medios y desviaciéon estandar en [].
crnotan | CTPleCan | acsn=30 | HDn=30 | Yaordep
Edad (afios) 60,50[,5;?,8; 60,20[%(]),0- 64,5;*;%']6,0; 59,g2[‘5é?,8; 0,0001
Triglicéridos* (mmol/l) 1’527,55%]85? 1'429;1’]00; 1'33, 1[%’]78; 1’4%%']92; 0,52
Colesterol HDL* (mmon) | 201085 | 130098 TRi3 085 | T 090 [T,
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CT-noCan CT-plus Can _ _ Valor de p
- 30 - 30 ACSn =30 IHD n =30 ANOVA
Cotesterol LOL (mmom) | 314213 | 328R2 | Z98[LTE | Z4TIA | o
5,25 [4,06; 5,47 [4,29; 4,74 [3,44; 4,45* [3,20;
Colesterol total (mmol/l) 6,43] 6.64] 6,04] 5.71] 0,007
Presion arterial sistélica 145 [131; . 159* [132; 145 [123;
(mMmHg) 159] 147[128; 167] 187] 168] 0,04
Presion arterial diastolica | gg 176, o5 85 [75; 96] 88[72;103] | 83[74;92] 0,56
(mmHg)
Puntuacion Agatston® 0 12335[;]17; - - -
6,33 [2,23; 8,30 [3,10;
# - -
HeartScore 8,92] 12,42] 0,3

CT-noCa: Individuos asintomaticos sin calcio coronario detectable;
CT-plusCa: CVD asintomatica con alto calcio coronario; ACS (Sindrome coronario agudo);
IHD: Pacientes con cardiopatia isquémica estable. Valores medios [+/- EST.)];
# Valores medios geométricos [+/- EST.)], y valor de p de una forma de analisis de varianza (ANOVA). El nivel de
significancia de los valores de p de la comparaciéon de cada grupo contra el grupo de control "CT-noCa" se ajusto
para comparaciones multiples mediante el método de Dunnet (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

Tabla 51. Los resultados de las curvas ROC en el grupo de calcio coronario alto (CT-plus Ca), de sindrome
coronario agudo (ACS) y de cardiopatia isquémica (IHD) en comparacién con el grupo control sin calcio coronario
detectable (CT-no Ca). AUC se da con error estandar y valores de p.

Curva ROC; Valor de p de AUC [error est.]

Parametro | CT-plus Ca frente a CT-no Ca | ACS frente a CT-no Ca | IHD frente a CT-no Ca
VCAN-3306 0,748 0,775 0,669

[0,068] [0,062] [0,077]

0,0003 <0,0001 0,03

Tabla 52. Los coeficientes de correlacion de Spearman de VCAN-3306 y los parametros medidos estandar se
presentan con valores de r y valores de p.

Coeficientes de correlacion de Valor dery valor de p de todos los CT-plus
ACS IHD

Spearman grupos Ca
Edad 0,1675 -0,0147 - 0,0769
0,4038 0,9386 0,1387 | 0,7027

0,4647

Triglicéridos -0,1011 0,3281 0,1409 0,0806
0,6160 0,0767 0,4577 | 0,6895
LDL -0,2291 0,4665 0,3186 0,1394
0,2503 0,0094** 0,0862 | 0,4880
HDL -0,0501 0,1945 0,0309 | 0,2688
0,8041 0,3030 0,8714 | 0,1752
Total -0,2062 0,5993 0,3187 | 0,0504
Colesterol 0,3022 0,0005*** | 0,0860 | 0,8028
PA sistélica 0,2745 0,0982 0,1953 0,0527
0,1659 0,6057 0,3011 | 0,8304
PA diastdlica 0,0266 0,2060 0,0720 | 0,0330
0,8952 0,2747 0,7053 | 0,8933

La Figura 9 muestra los resultados de una prueba de especificidad de anticuerpos hacia su epitopo. Las muestras
10 afiadidas y ensayadas en un entorno ELISA competitivo fueron: péptido alargado (20 ng/ml), versicano no escindido
(VCAN), versicano escindido por MMP-8 (VCAN + MMP8), versicano escindido por MMP-12 (VCAN + MMP12) y
versicano escindido por catepsina K (VCAN + CatK).
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La Figura 10 muestra los niveles plasmaticos de VCAN-3306 medidos en pacientes diagnosticados con sindrome
coronario agudo (ACS), depdsitos elevados de calcio coronario (CT-plus Ca), cardiopatia isquémica estable (IHD) y
comparados con controles emparejados por edad que comprendian individuos sin depdsitos de calcio coronario
detectables (CT-no Ca). * = p <0,05; *** = p <0,0005; se muestran valores individuales y la media del grupo y SEM
como barras de linea y error.

La Figura 11 muestra curvas ROC para a) VCAN-3306 combinado con LDL y b) VCAN-3306 combinado con
colesterol en el grupo de pacientes asintomaticos con altos depositos de calcio coronario (CT-plus Ca).

Ejemplo 8 Ensayo de tipo V de NB185: C5M .HMGREGREGE (SEQ ID NO 93)

La inflamacion cronica de la espondilitis anquilosante (AS) de la columna vertebral puede conducir a una
cementacion completa de las vértebras, un proceso que incluye la renovacion de varios colagenos encontrados en la
articulacién. La evaluacion diagnostica y la caracterizacion del paciente pueden mejorarse mediante la medicion de
los marcadores de renovacion del tejido conectivo. La degradacion proteolitica de los colagenos desempefia un
papel importante en la remodelacién de la matriz extracelular y, por lo tanto, en la patogénesis de la AS. Esta
degradacion crea pequefios fragmentos peptidicos llamados neo-epitopos, que pueden resultar ser una nueva clase
de biomarcadores de eventos fibréticos. Los objetivos de este estudio fueron desarrollar un ELISA competitivo capaz
de detectar un fragmento de colageno de tipo V generado por MMP-2 y MMP-9 y evaluar el uso de este ensayo
como biomarcador para AS.

Materiales y métodos: El analisis espectrométrico de masas del colageno de tipo V degradado por MMP-2 y MMP-9
reveld6 un gran numero de neo-epitopos generados por proteasas. A partir de estos datos, se selecciond un
fragmento Unico para el colageno de tipo V y generado por MMP-2 y MMP-9 como objetivo para el desarrollo de
ELISA. Se genero un anticuerpo monoclonal contra este neo-epitopo, que detecto el fragmento de colageno de tipo
V en la posicion de aminoacido 1317 (CO5-MMP). El ensayo se utilizé para evaluar el contenido del neo-epitopo
CO5-MMP en suero de 40 pacientes con AS y 40 controles emparejados por edad.

Resultados: Se demostré que el ELISA detecta el fragmento de neo-epitopo CO5-MMP de la degradacién de MMP-2
y MMP-9 exclusivamente con variaciones inter e intraensayos del 9,13% y del 4,38% respectivamente. El nivel de
CO5-MMP fue significativamente mayor en los pacientes con AS, con un aumento del 229% (P <0,0001). El AUC era
del 83%.

Conclusiones: Este nuevo ELISA es el primer ensayo desarrollado para evaluar los neo-epitopos de colageno de
tipo V. La alta renovacion del coldgeno de tipo V sugiere un papel fisiopatolégico. CO5-MMP es un marcador
candidato de la fibrogénesis en curso.

Métodos
Sujetos sanos y pacientes con AS

Los marcadores bioquimicos se evaluaron en suero de pacientes diagnosticados con espondilitis anquilosante (AS,
de acuerdo con los criterios de Nueva York modificados) y se compararon con muestras de suero sin enfermedad
del mismo sexo y edad del Department of Medicine 3 de la University of Erlangen-Nuremberg. EI grupo sin
enfermedad consistié en 21 mujeres sanas y 19 hombres sanos con una edad media de 43,0 afios, rango de 18 a
66. El grupo de AS consistié en 19 mujeres y 21 hombres con una edad media de 42,5 afios, rango 29 a 63 afos.
(Tabla 53)

Metodologia ELISA CO5-MMP

En experimentos preliminares, se optimizaron los reactivos, sus concentraciones y los periodos de incubacion
realizando varios andlisis de tablero de ajedrez. La ELISA CO5-MMP se desarrolld de la siguiente manera: Una
placa de estreptavidina de 96 pocillos se recubrid con 5 ng/ml de péptido sintético biotinlado HMGREGREGE-K-
Biotina (SEQ ID NO 307) disuelta en tampon de ensayo (Tris 25 mM, BSA al 1%, Tween-20 al 1%, pH 7,4) y se
incubaron 30 minutos a 20°C agitando constantemente a 300 rpm. Se anadieron veinte ul de calibrador de péptidos
o0 muestra disuelta en el tampén de ensayo a los pocillos apropiados, seguido de 100 ul de anticuerpo monoclonal
conjugado (125 ng/ml) y se incubaron durante 1 hora a 4°C con agitacién constante a 300 rpm. Finalmente, se
afadieron 100 pl de tetrametilbencinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat. n.° 4380H) y la placa se incubé durante 15
minutos a 20°C en la oscuridad y se agité a 300 rpm. Después de cada etapa de incubacion, la placa se lavé cinco
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veces en tampodn de lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2). La reaccion de TMB se detuvo afiadieron 100 pl de
solucion de parada (HCI al 1%) y se midié espectrofotométricamente a 450 nm con 650 nm como referencia. Se
realizé6 una curva estandar mediante dilucion en serie del péptido CO5-MMP (HMGREGREGE) y se represento
mediante un modelo de ajuste matematico de 4 parametros. Las concentraciones estandar fueron 0, 15,625, 31,25,
62,5, 125, 250, 500, 1000 ng/ml.

Tabla 53. Descripcién del estudio

Controles AS
N (Mujeres/Hombres) 40 (21/19) 40 (19/21)
Edad (rango) 43,0 afos (18-66) 42,5 afos (29-63)
CRP [95% de CI] 3016 ng/ml [1595, 4438] | 4061 ng/ml [2426, 5696]
BASDAI 3,79 0,01, 0,45]
mSASSS 5,08 [0,04, 1,14]

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos en una caracterizacion del ELISA de CO5-MMP que muestra el
porcentaje de inhibicion de la sefial de: A) Péptido libre (HMGREGREGE), colageno de tipo V intacto, colageno de
tipo V escindido por MMP-9, colageno de tipo V escindido por MMP-2; B) Péptido libre (HMGREGREGE), colageno
de tipo V escindido por MMP-13, colageno de tipo | escindido por MMP-9, péptido alargado (GHMGREGREG).

La Figura 13 muestra los resultados de la medicion de CO5-MMP en sujetos no enfermos (ND, n = 40) y en
pacientes con espondilitis anquilosante (AS, n = 40). Las barras indican niveles medios * error estdndar de la media
(SEM). Los grupos se compararon por Mann-Whitney.

Ejemplo 9 - Elastina ELN-552 (ELM-2) GVAPGIGPGG. (SEQ ID NO 308)

Materiales y Métodos

Tabla 54. Descripcién del programa de neo-epitopo de elastina. Una flecha apuntando hacia abajo indica el sitio
de escision, y el aminoacido alargado para el péptido alargado esta subrayado.

Programa Secuencia Péptidos de seleccion
. diana Descripcion de diana Homologia ID i
Numero y deseleccion.
(humana)
GIGPGG| Aa Elastinas escindida por - . gvapGIGPGG
547-552 Ser Escisiones in
NB244 MMP9/12 como un . A
Ensayo ELN- marcador de dearadacion humano vitro e in vivo gvapGIGPGGVA
552 9 SEQ ID NO 309
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Procedimiento ELISA ELN-552 (ELM2)

El tampdn de ensayo y las placas se equilibraron a temperatura ambiente. Se usaron 100 pl de péptido biotinilado
(biotina-CGG-GVAPGIGPGG SEQ ID NO 287) diluido a 2,5 ng/ml en tampon de ensayo (PBS 50 mM, BSA al 1%,
Tween-20 al 0,1%, pH 7,40) para recubrir placas recubiertas con estreptavidina de 96 pocillos. Las placas se
incubaron durante 30 minutos a 20°C, con agitacion a 300 rpm, y se lavaron cinco veces en tampon de lavado (tris
20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2). Cada muestra de suero se diluyd 2 veces en tampoén de ensayo y se afiadieron a cada
pocillo 20 pl de dilucion de suero o calibrador peptidico (comenzando en 250 ng/ml). Se afadieron 100 pl de
anticuerpo NB244-2B4 marcado con HRP a una concentracién de 65 ng/ml a cada pocillo y la placa se dejo incubar
durante 1 hora a 20°C, agitando a 300 rpm. Las placas se lavaron cinco veces en tampoén de lavado, se afiadieron
100 ul de TMB, y la placa se incub6 durante 15 minutos a 20°C en la oscuridad. Se afiadieron 100 pl de solucion de
parada (H2SO4 al 1%) y la placa se ley6 en un lector ELISA a 450 nm con 650 nm como referencia. Se ajustd una
curva de calibracion utilizando un modelo de ajuste matemético de 4 parametros.

Validacion clinica del ensayo ELN-552

El ensayo ELN-552 se ensay6 en la cohorte BioCore, que es una cohorte de aterosclerosis. La cohorte se realizé sin
diluir en el ensayo. Los pacientes de la cohorte de BioCore se dividen en cuatro grupos de acuerdo con los sintomas
clinicos: el grupo con AMI, que son pacientes con infarto agudo de miocardio confirmado, el grupo sin AMI, que son
pacientes con sospecha de AMI, pero sin diagndstico basado en los niveles de troponina-T, el grupo de calcio
coronario alto, que son pacientes que presentan calcio coronario alto basado en una puntuacién agatston pero sin
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sintomas clinicos, y el grupo sin calcio coronario, que es el grupo de control negativo. Los pacientes en el grupo sin
calcio coronario fueron elegidos al azar en funcién de su numero de CRP y no tienen sintomas clinicos o indicacion
de biomarcadores de aterosclerosis. Todos estan emparejados por sexo y edad con el resto de la cohorte. En cada
grupo hay 30 pacientes, por lo que es un estudio de 120 pacientes. Una tabla demografica de algunos de los datos

de BioCore se observa en la Tabla 55.
Tabla 55. Los datos demograficos sobre la cohorte BioCore.
Gruno Edad PA sist. PA diast. Colesterol HDL LDL Puntuacién Heart
P (afios) (mmHg) (mmHg)  total (mmol/l)  (mmol/l)  (mmol/l) de Agatston score*
AMI (n = 30) 64’95 * 159 + 28 88+ 16 4,7+13 1,2+03 29+1,2 95741
NoAMI (n= 60,2+ o 8,7+
30) 8 143 + 26 81+14 49+0,9 1,6+0,7 2,7+0,7 498 57
Ca coronario 60,3 + 8,3+
alto (n=30) 0.3 147 £ 20 86+ 11 55%+1,2 1,4+0,5 3,3+1 1509 + 1070 6.2
Sin Ca.
coronario(n~ 993%  145+14 86:10  52+12  13+04 31+1 0,00 6.3+
= 30) 0,4 4,5

Los valores son la media + desviacion estandar.

Ca coronario alto: el grupo de calcio coronario alto,

Sin Ca coronario: el grupo sin calcio coronario.

PA: Presion arterial

*Heart score es una evaluacion del riesgo de enfermedad cardiovascular de acuerdo con la edad, la presion arterial
sistolica, el colesterol total en mmol/L, y el estado de fumador.

**Puntuacion de Agatston de un solo paciente.
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Estadistica

Después de ensayar las dos cohortes en el ensayo ELN-552, los datos se verificaron para determinar la distribucion
gaussiana utilizando una prueba de omnibus D'Agostino-Pearson y comprobando visualmente la distribucion
mediante la creacion de un histograma. Los diferentes grupos se ensayaron entonces para determinar la diferencia
utilizando una prueba t no paramétrica.

Resultados
ELN-552 esté elevado en pacientes con infarto de miocardio agudo

El ELN-552 se ensayé en la cohorte de aterosclerosis BioCore. Los niveles de ELN-552 fueron significativamente
mas altos en el suero de pacientes con AMI en comparacion con los no AMI (p <0,01). Los pacientes se dividen en
grupos de acuerdo con los sintomas clinicos y los marcadores de imagen. La barra que cubre los grupos AMI y no
AMI indica una diferencia significativa entre estos grupos calculada por una prueba t no paramétrica. ** indica un
valor de p inferior a 0,01. Para comparacion, el eje y tiene el mismo valor que en. Al usar una prueba t no
paramétrica, es evidente que la mayor diferencia entre los grupos se encuentra entre los grupos AMI 'y no AMI. Entre
el grupo AMI y el grupo sin calcio coronario hubo una diferencia casi significativa de p = 0,07 y entre los grupos no
AMI y de calcio coronario alto hubo un valor de p de 0,08, lo que sugiere que los grupos de pacientes mas grandes
y, por lo tanto, de mas potencia, podrian confirmar estas diferencias y caracterizar adicionalmente el ensayo.

En esta memoria descriptiva, a menos que se indique expresamente otra cosa, la palabra "0" se usa en el sentido de
un operador que devuelve un valor verdadero cuando se cumple una o las dos condiciones establecidas, a
diferencia del operador "exclusivo 0" lo que requiere que solo se cumpla una de las condiciones. La palabra "que
comprende” se usa en el sentido de "incluir" en lugar de significar "que consiste en". No debe considerarse ningun
conocimiento de ningun documento publicado anteriormente en el presente documento como una admisién o
representacion de que la ensefianza del mismo era de conocimiento general en Australia o en otro lugar en la fecha
de la presente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de bioensayo que comprende realizar un inmunoensayo para medir los fragmentos de
proteinas que contienen neo-epitopos presentes de forma natural en una muestra de biofluido, en el que dicho
inmunoensayo se realiza mediante un método que comprende:

poner en contacto los fragmentos de proteinas presentes de forma natural en dicha muestra con una pareja de union
inmunoldgica especificamente reactiva con un neo-epitopo formado por escisién de una proteina por una proteinasa
y medir la extensiéon de la unién de fragmentos peptidicos a dicha pareja de unién inmunolégica para medir en la
misma fragmentos de proteina que comprenden dicho neo-epitopo, en el que dicha pareja de unién inmunolégica es
especificamente reactiva con la siguiente secuencia en el terminal N de un péptido: KTFGKM

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha deteccion de unién es cuantitativa.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la cantidad de unién se compara con los
valores de control establecidos para poblaciones de individuos sanos y de individuos caracterizados por una
enfermedad fibrética o por una afeccion inflamatoria.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, realizado como un ensayo de competicion de tal

manera que los péptidos en dicha muestra compiten por la unién al anticuerpo o fragmento de anticuerpo con una
concentracion conocida de un agente de union que se une a dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
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