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DESCRIPCION

Método de el uso de una proteina de epirregulina y un a cido nucleico codificando la misma en condiciones
inflamatorias

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a unas secuencias de nucledtido y proteina de epirregulina y métodos de
emplearlas como un marcador de respuesta a farmacos en condiciones inflamatorias. La invencion también
proporciona una proteina de epirregulina para el uso en el tratamiento de artritis reumatoide o artritis reumatoide
juvenil.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La epirregulina es un miembro de la familia de factores de crecimiento epidérmicos (EGF) de los factores de
crecimiento, que incluye, entre otros, el EGF, el factor de crecimiento transformante alfa (TGF), la anfiregulina, la
heparina que enlaza con el EGF, la betacelulina, y las varias heregulinas. Fue primero identificada en el medio
condicionado por la célula NIH 3T3 y es uno de los siete ligandos conocidos para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) (Ver Yarden y otros, Nat. REv. Mol. Cell Biol., 2001, 2:127-137). La secuencia de
codificacion del ADNc de la epirregulina humano predice un polipéptido de cadena Unica de 46 aminoacidos,
exhibiendo un 24-50% de homologia con las secuencias de otros ligandos EGFR.

[0003] La epirregulina es sintetizada como un precursor de la transmembrana antes de ser escindida
proteoliticamente para liberar una proteina activa de 46 aminoacidos. El modo de accion de la epirregulina es similar
al de otros miembros de la familia de EGF en que enlaza y activa la tirosina-quinasa, los receptores de la familia
ErbB (ErbB1 a B4). A diferencia de otros ligandos de la EGFR, la epirregulina muestra una actividad biolégica dual;
estimula la proliferaciéon de fibroblastos, hepatocitos, células del musculo liso, y queratinocitos pero inhibe el
crecimiento de varias lineas celulares epiteliales derivadas de tumores (Ver Toyoda y otros, Biochem. J., 1997,
326:69-75). La epirregulina también muestra mas bioactividad potente in vitro que otros factores de crecimiento
similares del EGF. Los miembros de la familia EGF, incluyendo la epirregulina, juegan un papel fundamental en los
tejidos epiteliales y los queratinocitos humanos de una forma autocrina; sin embargo, sus papeles en las respuestas
inmunes y el papel fisioldgico de la epirregulina aun no se ha dilucidado.

[0004] La epirregulina es uno de los ligandos para el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La
super familia de los EGF vy la familia de los EGFR, incluyendo el EGFR (ErbB1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HERS3), y
ErbB4 (HER4) (Ver Riese & Stern, BioEssays 1998, 20: 41-48), juegan un papel fundamental en los tejidos
epiteliales. Los miembros de la familia de EGF, incluyendo el EGF, el factor de crecimiento transformante a, la
anfiregulina, la heparina que enlaza con el EGF (HB-EGF), la epirregulina, y otros miembros, regulan estos
receptores induciendo el homo- y hetero- oligomerizacion. (Ver Yarden & Sliwkowski, Nat. REv. Mol. Cell biol., 2001,
2:127-137). Los miembros de la familia del EGF varian en su capacidad para activar distintos heterodimeros ErbB, y
este mecanismo puede, en parte, explicar las diferencias en sus bioactiviades (Ver Jackson y otros, EMBO J., 2003,
22:2704-2716).

[0005] EI precursor anclado a la membrana de la familia de los EGF estd enzimaticamente procesado
externamente para liberar una forma soluble madura que actia como factor de crecimiento autocrino y/o paracrinoa,
mientras que algunos miembros de la familia de los EGF actdan en la forma anclada a la membrana. Se sugirié que
un precursor de la membrana bioactivo , pro-HB-EGF, inducia la inhibicién o la apoptosis del crecimiento en lugar de
la respuesta proliferativa inducida por el HB-EGF soluble. La epirregulina actia como un factor de crecimiento
autocrino en los queratinocitos humanos normales in vitro, la diferenciacion de las células del musculo liso vascular y
como uno de los mediadores paracrinos que propagan las sefales de hormonas luteinizantes en el foliculo ovarico;
sin embargo, su papel fisioldgico in vivo todavia no es conocido.

[0006] Tanto la forma enlazada a la membrana con ola secretada de la epirregulina estan identificas, Sirawasa y
otros (Ver PNAS, 2004, 101:13921) han informado que la deficiencia de epirregulina causa dermatitis crénica en
ratones.

[0007] La respuesta inflamatoria representa la respuesta del cuerpo a una lesién que puede surgir de una variedad
de agentes como organismos infecciosos, toxinas incluyendo el alcohol, alergias, respuestas autoinmunes, traumas,
laceraciones, quemaduras, oclusiones circulatorias y otros factores que incluyan dafios en el tejido. Actualmente, la
proteina C-reactiva se usa extensivamente como marcador del estado inflamatorio. Sin embargo, es un marcador no
especifico que no puede diagnosticar una enfermedad particular pero se usa para ganar comprension de las
condiciones de la inflamacién. Se necesitan marcadores mas sensibles ya sean marcadores individuales o usados
en combinacién con la proteina C-reactiva para un valor prondstico mayor (Philips y otros, J. of Endocrinology, 1999;
161,195-198).
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[0008] El curado de heridas es el proceso de reparar que sigue a la lesién a la piel y otros tejidos lisos. El proceso
de curar heridas implica dos componentes esenciales — regeneracion y reparacion. En la regeneracion, un tejido
especializado es reemplazado por la proliferacion de células especializadas no dafiadas circundantes. En la
reparacion, el tejido perdido es reemplazado por tejido de granulacion para formar tejido de cicatrizacién.

[0009] La psoriasis (PS) es una enfermedad de la piel comun caracterizada por la inflamacion de la piel y la
hiperproliferacion de los queratinocitos epidérmicos que puede ser provocada tanto por factores de riesgo genéticos
como medioambientales. Afecta aproximadamente a un 2% de individuos de la poblacion del norte de Europa. Las
tres caracteristicas cardinales de las lesiones psoriasicas son eritema, endurecimiento y escamacion. Se ve una
asociacion en la artritis psoriasica en un 6-10% de los casos. En los pacientes jévenes es frecuentemente provocada
por la infeccion con el estreptococo del grupo A, y puede también aparecer con la infeccion del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (ver Duvic y otros, J. Invest. Dermatol. 1990, 95:38S-40S). La patogénesis de la
psoriasis todavia no es conocida.

[0010] La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad sistémica con manifestaciones clinicas altamente variables.
La artritis reumatoide generalmente afecta a las articulaciones de las extremidades e implica las articulaciones
sinoviales entre dos huesos. Es una enfermedad inflamatoria crénica que pasa a través de varias etapas y
finalmente resulta en una destruccién masiva de las articulaciones o inflamaciones en el area del tendén. DE
acuerdo al estado reciente del conocimiento, se considera que las células T inician y mantienen la inflamacion. En
este proceso, las citocinas asi como las células mesenquimales (macréfagos vy fibroblastos sinoviales) estan activas.
Es muy probable que la TNF-a citocina sea uno de los mediadores de la inflamacion. Promueve la formacién del
pannus, que es tipico de la RA, y promueve la destruccion del cartilago. La TNF-a aumenta el numero de moléculas
de adhesion para los leucocitos en la superficie de las células endoteliales y la penetraciéon de la capa endotelial
capilar. Esto resulta en una afluencia masiva de leucocitos en la sinovia. La citocina promueve la secrecion de
metaloproteinasas de la matriz por los sinoviocitos. Estos enzimas estan directamente implicados en la destruccion
de los huesos y el cartilago. La TNF-a también sintetiza receptores de dolor, lo que esta asociado con la induccion
de sensaciones de dolor. La TNF-a juega un papel critico en la iniciacion y el mantenimiento de la RA.

[0011] Los cambios en la expresidon del gen y/o proteina se han descrito anteriormente en la psoriasis y otras
enfermedades inflamatorias. La IL-1 y la TNF-a estan reguladas por aumento la psoriasis y activan varias vias de
sefializacion celular incluyendo la via NF-kB. Se ha informado de la expi@sidel gen diferencial de mucho s
transcritos en la piel psoriasica en comparacion con la piel normal (Ver Bowcock y otros, Human Molecular Genetics,
2001, 10:1793). La modificacion puede ser por regulacion por aumento (por ejemplo: IL-8R) o por regulacion por
disminucion (por ejemplo proteina 1 rica en cisteina.

[0012] Draper Bradley K. y otros “la epirregulina mejora la reparacion de las heridas por escisiéon del murino”,
Wound Repair and Regeneration: Publicacion Oficial de la Wound Healing Society [y] la European Tissue Repair
Society, 2003 Mayo-Junio, volume 11, N° 3, Mayo 2003 (2003-05), paginas 188-197, revela que la epirregulina
tépica mejora la reparacion de las heridas por escision del murino, en particular la proliferacién y engrosamiento
epidérmico y dérmico.

[0013] Paniccia Christina y otros, “La epirregulina mejora la severidad de la colitis con predisposicion al cancer en
el modelo de raton IL10”, Proceedings of the American Association for Cancer Research Annual Meeting, vol. 46,
Abril 2005 (2005-04), pagina 462, XP001525106, revela que un modelo quimico de sulfato de sodio de dextrano de
la colitis en ratones deficientes en interleucina-10 muestra la epirregulina requerida para la homeostasis y la
proteccién intestinal normal de la colitis inducida quimicamente, mientras que el doble de los ratones mutantes
deficientes para la epirregulina y la interleucina-10 muestran severidad reducida del dafio intestinal relacionado con
la inflamacién.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencion se refiere a las secuencias de nucleétidos y proteinas de la epirregulina y su uso
como un marcador de respuesta al farmaco en condiciones inflamatorias. Ademas la invencién se refiere a la
proteina de la epirregulina para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis reumatoide juvenil.

[0015] En un aspecto la invencién proporciona un método para predecir la respuesta de un paciente a un farmaco
empleado en el tratamiento de una condicion inflamatoria en el paciente, el método comprende: determinar el nivel
de la expresion del gen de epirregulina en la muestra de sangre del paciente; y predecir la respuesta del paciente al
farmaco empleado en el tratamiento de la condicion inflamatoria.

[0016] En otro aspecto, la invencion proporciona un método para monitorizar la respuesta al farmaco en un
paciente que recibe tratamiento para una condicién inflamatoria, el método comprende: determinar el nivel de
proteina de epirregulina en la muestra de suero del paciente; y monitorizar la respuesta al farmaco en el paciente
que recibe tratamiento para una condicion inflamatoria.
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[0017] En todavia otro aspecto, la invencién proporciona un método para determinar la probabilidad de que un
sujeto desarrolle una condicién inflamatoria, el método comprendiendo: determinar el nivel de la expresion del gen
de epirregulina en la muestra de sangre del sujeto.

[0018] En otro aspecto la invencidn proporciona un método para monitorizar la respuesta al farmaco en un
paciente que recibe tratamiento para una condicién inflamatoria con un compuesto antiinflamatorio, el método
comprende: medir la expresiéon del gen de epirregulina en la muestra de sangre o suero del paciente para niveles
elevados de la expresion del gen de epirregulina; y monitorizar la respuesta al farmaco en el paciente que recibe el
tratamiento para la condicién inflamatoria con un compuesto antiinflamatorio.

[0019] Otro aspecto de la invencién proporciona una proteina de epirregulina, sola o en combinacién con al menos
otro compuesto antiinflamatorio, para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis reumatoide juvenil.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0020] Se describe un método para detectar un aumento en la expresién del gen de epirregulina tras la
administracion de un agente antiinflamatorio. También se describe el uso de la epirregulina como un marcador de
respuesta al farmaco para las condiciones inflamatorias, y el uso de los niveles de la proteina de epirregulina para
diagnosticar una condicién inflamatoria en un sujeto. Se describe en la presente que el factor de crecimiento similar
al mitégeno de epirregulina reacciona con la EGFR y esta implicado en la proliferacién celular epitelial y otros
procesos bioldgicos. Ademas, los estudios del inventor muestran que la epirregulina secretada es regulada por
aumento selectivamente en respuesta a un agente antiinflamatorio, lo que indica claramente su uso como un
marcador de respuesta al farmaco. Ademas, la epirregulina regula la curaciéon de la herida por regulacion por
disminucion de los procesos inflamatorios y la proliferacion celular epitelial en los queratinocitos, lo que es indicativo
de su potencial terapéutico para las condiciones inflamatorias como la psoriasis.

[0021] La longitud del polinucleétido de la epirregulina es de 506 bp, el N° de entrada es el NM_001432, y la
longitud de la secuencia de la proteina es de 169 aminoacidos. El gen de la epirregulina de la presente invencion
tiene una secuencia de ADN, codificada por polinucleétidos como se muestra en la Tabla 1 y la secuencia de
proteina en la Tabla 2.

Tabla 1 Nucleotido de Epirregulina (SEQ ID NO:1)

AgccccagcegeccgceteccatcgecgATGACCGCGGGGAGGAGGATGGAGATGCTCTGTGCCGG
CAGGGTCCCTGCGCTGCTGCTCTGCCTGGGTTTCCATCTTCTACAGGCAGTCCTCAGTACAACT
GTGATTCCATCATGTATCCCAGGAGAGTCCAGTGATAACTGCACAGCTTTAGTTCAGACAGAAG
ACAATCCACGTGTGGCTCAAGTGTCAATAACAAAGTGTAGCTCTGACATGAATGGCTATTGTTT
GCATGGACAGTGCATCTATCTGGTGGACATGAGTCAAAACTACTGCAGGTGTGAAGTGGGTTAT
ACTGGTGTCCGATGTGAACACTTCTTTTTAACCGTCCACCAACCTTTAAGCAAAGAGTATGTGG
CTTTGACCGTGATTCTTATTATTTTGTTTCTTATCACAGTCGTCGGTTCCACATATTATTTCTG
CAGATGGTACAGAAATCGAAARAGTAAAGAACCAAAGAAGGAATATGAGAGAGTTACCTCAGGG
GATCCAGAGTTGCCGCAAGTCTGAatggcgccatcaaacttatgggea
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EDHNPRVAQVS

[TECSSOMNGYCLHGOC I Y LVDMSONYCRCEVEY TGVRCEHFEFLTVHOPLEKEYVALTVILIIL

FLITVVGSTYYFCRWYRNRESKEPKKEY ERVTSGDPELPOV

dos

NO 2

Tabla 2 Proteina de Epirregulina (SEQ ID
MTRGERMEMLCAGRVEALLLCLGFHLLOAVLETTVIFPSCIPGESSOHCTALVD

Secuencia de la Proteina de Epirmegulinag Humana (NP_001422, HUMAN _EREG) 189 a

[0022] Los estudios del inventor emplearon un método de aislar primero el ARN de los leucocitos de la sangre
periférica humana normal tratados con farmacos antiinflamatorios (como los revelados en la solicitud de patente de
PCT publicada WO2006051477) y con Rolipram. (El Rolipram es usado como un farmaco de control positivo para
identificar agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento de desordenes inflamatorios crénicos como la artritis
reumatoide). Los leucocitos aislados fueron activados con lipopolisacaridos bacterianos. La calidad y cantidad del
ARN fue medida por espectrometria y electroforesis en gel. El perfil de la expresion del gen fue realizado por el
proceso de micromatriz como es conocido en la técnica.
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[0023] La expresién aumentada de la epirregulina en respuesta al compuesto antiinflamatorio indica que los
polinucledtidos y los polipéptidos de la presente invencion son Utiles como marcadores de respuesta a farmacos. EL
marcador puede ser empleado para la identificacion diferencial de los respondedores contra los no respondedores
para el tratamiento de, por ejemplo, la inflamacion o los desordenes inflamatorios. La epirregulina, que es una
proteina secretada, puede ser detectada en la muestra de sangre del sujeto en cantidades medibles. Niveles
elevados de epirregulina en la muestra son indicativos de una respuesta positiva a los compuestos antiinflamatorios.

[0024] Los polinucledtidos y polipéptidos de la invenciéon son también utiles como marcadores diagnoésticos para la
identificacion de la condicién de enfermedad en una muestra biolégica dad en condiciones que incluyen, pero no
estan limitadas a, inflamacion y desordenes inflamatorios. La epirregulina puede ser detectada en la muestra de
sangre o suero del sujeto en cantidades medibles. Niveles de epirregulina modificados en la muestra del sujeto son
indicativos de susceptibilidad a la inflamacién o desordenes inflamatorios.

[0025] La presente invencion incluye la proteina de epirregulina, sola o en combinacién con al menos un
compuesto antiinflamatorio, para el uso en el tratamiento de artritis reumatoide o artritis reumatoide juvenil. Los
compuestos antiinflamatorios conocidos como la ciclofosfamida y la azatiorina, la dexametasona y la hidrocortisona,
pueden ser usados en combinacion con la proteina de epirregulina. Los dos compuestos, la epirregulina y el agente
antiinflamatorio, pueden ser administrados una vez o dos veces al dia como se requiera. Los compuestos pueden
ser administrados simultaneamente o secuencialmente. La epirregulina puede ser formulada con un compuesto
antiinflamatorio y administrada al paciente que necesita el tratamiento para la condicién inflamatoria. Se cree que el
administrar la epirregulina como un tratamiento para la psoriasis se puede basar en la proliferacion celular epitelial
inducida por la epirregulina y la regulacion por disminucién de los procesos inflamatorios en la piel. Estas dos
caracteristicas promueven la curacion de heridas.

[0026] Por el uso de los métodos de la invencion, alguien con conocimientos de la técnica gendémica puede
identificar multiples grupos de genes relacionados, muchos representando procesos con relaciones previamente no
reconocidas a las condiciones inflamatorias o inmunolégicamente relacionadas. Las composiciones de los conjuntos
que comprende la materia, polinucleétidos, polipéptidos codificados en los mencionados polinucleétidos, pueden ser
identificadas como estando involucradas en el tratamiento de enfermedades de la piel, cancer y condiciones
inflamatorias, en particular, el conjunto de genes se puede usar para el tratamiento de condiciones inflamatorias
como la psoriasis y la artritis.

Definiciones

[0027] EI biomarcador es un concepto bien conocido y util en la técnica gendémica y biofarmacéutica. El
“biomarcador” como se hace referencia en la presente, es una manifestacién biolégica medible que es una
indicacion cuantitativas de la presencia y grado de un proceso bioldgico subyacente de interés, por ejemplo,
respuesta del farmaco al diagnostico.

[0028] Como se usa en la presente, un “polinucleétido” se refiere a una molécula que tienen una secuencia de
acido nucleico contenida den la SEQ ID NO:1. Por ejemplo, el polinucledtido puede contener la secuencia de
nucledtido de la secuencia del ADNc de longitud total, incluyendo las secuencias no traducidas 5’ y 3’, la region
codificante, con o sin la secuencia de sefal, la regiéon que codifica la secuencia, asi como fragmentos, epitopos,
dominios, y variantes de la secuencia de acido nucleico.

[0029] Ademas, como se usa en la presente, un “polipéptido” se refiere a una molécula que tiene la secuencia de
aminoacido traducida generada del polinucleétido como se define en general. El polipéptido usado en la presente
invencion esta ejemplificado por la SEQ ID NO:2.

[0030] Como se usa en la presente, una proteina “secretada” se refiere a aquellas proteinas capaces de ser
dirigidas al reticulo endoplasmico, las vesiculas secretoras, o al espacio extracelular como resultado de una
secuencia de sefal, asi como a aquellas proteinas liberadas en el espacio extracelular sin contener necesariamente
la secuencia de sefial. Si la proteina secretada es liberada en el espacio extracelular, la proteina secretada puede
experimentar un proceso extracelular para producir una proteina “madura. La liberacion en el espacio extracelular
puede tener lugar por muchos mecanismos, incluyendo la exocitosis y la escision proteolitica.

[0031] Un polipéptido que tiene actividad “biolégica” se refiere a polipéptidos que muestran actividad similar, pero
no necesariamente idéntica, a una actividad de un polipéptido de la presente invencién, incluyendo las formas
maduras, como se mide en un ensayo bioldgico particular, con o sin dependencia de la dosis. En el caso donde
existe dependencia de la dosis, no necesita ser idéntica a la del polipéptido, si no sustancialmente similar a la
dependencia de la dosis en una actividad dada en comparacién con el polipéptido de la presente invencioén, por
ejemplo, el polipéptido candidato puede mostrar mayor actividad o no mas que alrededor de 25 veces menos v,
preferiblemente, no mas que diez veces menos de actividad, y mas preferiblemente, no mas que alrededor de tres
veces menos actividad en relacion con el polipéptido de la presente invencién.

[0032] La invencion esta adicionalmente ilustrada en los siguientes ejemplos no limitativos
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Ejemplos:

[0033] EI compuesto P979 fue sintetizado de acuerdo a los procesos descritos en la solicitud de patente PCT
publicada W02006051477. EL P979 es un compuesto antiinflamatorio que se ha demostrado que tiene un ICsg
menor de 1uM como se ah informado en el Ejemplo 43, Tabal 2 de la solicitud de PCT WO2006051477.

Ejemplo 1: Expresion de epirregulina en monocitos de la sangre periférica (PBMNCs) tras la exposiciéon a un
agente antiinflamatorio y su estudio por micromatriz en base al perfil de expresién

Método:

[0034] Exposicion de los PBMCs al P979 y al Rolipram: Se obtuvieron leucocitos de sangre periférica humana de
donantes de sangre normales por separacion por gradiente de densidad, se lavaron (salino regulado con fosfato), y
se colocaron en placas de petri usando el medio RPMI. Las células fueron tratadas durante 30 minutos con
compuestos de prueba a concentraciones de 0,3, 1,0 y 3,0 pM y con Rolipram a 300 yM como un control como se
muestra en la seccion de resultados y posteriormente activadas con lipopolisacarido bacteriano (LPS). Tras 2 horas,
las células fueron recogidas y se preparé el ARN.

[0035] Preparacion del ARN: El ARN fue preparado afiadiendo 1 ml del reactivo trizol (sigma) posteriormente
purificado usando el kit Qiagen-RNAEasy, usando las instrucciones del protocolo del fabricante. La calidad y la
cantidad de ARN fueron medidas por espectrometria y electroforesis en gel.

[0036] Perfil de la expresidn del gen por micromatriz: Se usé un total de 10 ug de ARN para generar ARNc, que es
posteriormente etiquetado con colorantes fluorescentes Cy3 y Cy5. Los ARNcs de control y prueba etiquetados con
Cy3 y Cy5 respectivamente fueron combinados e hibridizados en un chip de ADN. Los chips de ADN fueron
sintetizados en la casa y contienen 23, 290 oligémeros (oligonucleétidos 70-mer, obtenidos de lllumina, U.S.A.) que
representan la lista de genes de referencia bien anotada del genoma humano. Se uso el kit de micromatriz Pronto
plus de Promega durante el procedimiento de micromatriz de acuerdo al protocolo del fabricante. Los chips de ADN
hibridizado fueron escaneados y se generaron las imagenes. Tras el analisis de imagen, la intensidad de imagen
para cada uno de los puntos 23, 290 se midi6 para los portaobjetos de prueba y control.

Resultados:

[0037] La expresion del gen fue expresada como una proporcion de la intensidad de imagen entre los portaobjetos
de prueba y control para un gen dado (Tabla 3). La proporcién de la intensidad entre una normal del portaobjetos y la
de prueba fue considerada como normal, mientras que la proporcién de 0,5 y menos fue considerada como
expresion regulada por disminucion. Una proporcion de 1,5 o mayor fue considerada como regulacion por aumento
del gen.

Tabla 3: expresion ERG en PBMCs tras la exposicion a un agente antiinflamatorio como se estudié por el
perfil de expresion basado en micromatriz

P979 Rolipram
Concentracion de farmaco 0,3 mM 1,0 mM 3,0 mM 300 mM
Intensidad de la proporcion 1,42 2,63 2,95 1,03

Como se muestra en los datos anteriores, la expresion del gen de epirregulina esta regulada por aumento
selectivamente por agentes antiinflamatorios de una manera dependiente de la concentracion, pero no por el
compuesto de control Rolipram.

Confirmacion de los datos obtenidos de la Micromatriz:

[0038] Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR): Para confirmar los datos obtenidos de la
micromatriz, realizamos una RT-PCR usando cebadores especificos para el gen de la epirregulina.

[0039] La expresién EREG en los PBMCs tras la exposicién al agente antiinflamatorio fue confirmada por la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). El perfil de la expresion del gen basada en
micromatriz estudio la expresion del gen a gran escala. La RT PCR enfocada en el gen/genes de interés y el analisis
de expresion fueron llevados a cabo bajo condiciones experimentales similares.

Cebador Izquierda CGTGTGGCTCAAGTGTCAAT;
Cebador Derecha TGGAACCGACGACTGTGATA;
Tamafio del producto: 235 pares de base.
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Tabla 4: Las secuencias de ADN para los cebadores estan expresadas en negrita, cursiva y subrayadas en la
secuencia de ADN de la epirregulina. Secuencia del ADN de la Epirregulina Humana (NM_001432, HUMAN_EREG)

1 agccccagegeccgeteccatcgeccgATGACCGCGGGGAGGAGGATGGAGATGCTCTGTG
61 CCGGCAGGGTCCCTGCGCTGCTGCTCTGCCTGGGTTTCCATCTTCTACAGGCAGTCCTCA
121 GTACAACTGTGATTCCATCATGTATCCCAGGAGAGTCCAGTGATAACTGCACAGCTTTAG
181 TTCAGACAGAAGACAATCCACGTGTGGCTCAAGTGTCAATAACAAAGTGTAGCTCTGACA
241 TGAATGGCTATTGTTTGCATGGACAGTGCATCTATCTGGTGGACATGAGTCAAAACTACT
301 GCAGGTGTGAAGTGGGTTATACTGGTGTCCGATGTGAACACTTCTTTTTAACCGTCCACC
361 AACCTTTAAGCAAAGAGTATGTGGCTTTGACCGTGATTCTTATTATTTTGTTTCT TATCA
421 CAGTCGTCGGTTCCACATATTATTTCTGCAGATGGTACAGAAATCGAAAAAGTAAAGAAC
481 CAAAGAAGGAATATGAGAGAGTTACCTCAGGGGATCCAGAGTTGCCGCAAGTCTGAatgg
541

cgccatcaaacttatgggca

[0040] La alicuota de las muestras de ARN como se usa en el estudio de micromatriz fue usada para el analisis
RT-PCR. EIl experimento fue llevado a cabo usando un kit cMaster™ RTplusPCR System de Eppendorf usando el
protocolo como se proporciona en el kit. Brevemente, el ADNc fue sintetizado usando ARN de varias fuentes como
se muestra en los resultados y posteriormente cuantificado durante el paso de amplificacién por la incorporacion del
colorante verde Syber en los amplicones.

[0041] EI andlisis RT-PCR confirmé el descubrimiento de la activacion especifica del EREG en respuesta al P979
a ciertas concentraciones de farmaco (Tabla 5)

Tabla 5- Expresion EREG en el PBMC tras el tratamiento con P979 y Rolipram

Farmaco Usado Concentracion (mM) Cambio Log-fold
P979 0,3 0,93
0,3 1,3
1 3.4
3 3,2
3 2,0
Rolipram 10 1,2

[0042] Cabe sefalar que, como se usa en esta especificacion y las reivindicaciones afiadidas, las formas singulares
“‘una” y “el” incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por
ejemplo, la referencia a una composicion que contiene “un compuesto” incluye una mezcla de dos o mas

compuestos. También cabe sefialar que el término “0” es generalmente empleado en su sentido incluyendo “y/o0” a
menos que el contexto indique claramente lo contrario.

[0043] Todas las publicaciones y solicitudes de patente en esta especificacion son indicativas del nivel de
conocimiento ordinario en la técnica a las que esta invencién pertenece.

[0044] La invencion ha sido descrita con referencia a varias realizaciones y técnicas especificas y preferidas. Sin
embargo, se debe entender que se pueden hacer muchas variaciones y modificaciones que permanecen dentro del
ambito de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la respuesta de un paciente a un farmaco empleado en el tratamiento de una condicion
inflamatoria en el paciente, el método comprende: determinar el nivel de la expresiéon del gen de epirregulina en la
muestra de sangre del paciente; y predecir la respuesta del paciente al farmaco empleado en el tratamiento de la
condicion inflamatoria.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el nivel de la expresion del gen de epirregulina es elevado en la
muestra de sangre del paciente.

3. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde la condicion inflamatoria comprende artritis
reumatoide, psoriasis, dermatitis atopica, artritis psoriasica, artritis reumatoide juvenil, o una combinacién de las
mismas.

4. Un método para monitorizar la respuesta al farmaco en un paciente que esta recibiendo tratamiento para una
condicion inflamatoria, el método comprende: determinar el nivel de proteina de epirregulina en la muestra de suero
del paciente; y monitorizar la respuesta al farmaco en el paciente que esta recibiendo tratamiento para una condicién
inflamatoria.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde el nivel de proteina de epirregulina es elevado en la muestra de suero
del paciente.

6. El método de la reivindicacién 4 o la reivindicacién 5, en donde la condicion inflamatoria comprende artritis
reumatoide, psoriasis, dermatitis atdpica, artritis psoriasica, artritis reumatoide juvenil, 0 una combinacién de las
mismas.

7. Un método para determinar la probabilidad de que un sujeto desarrolle una condicién inflamatoria, el método
comprende: determinar el nivel de la expresion del gen de epirregulina en la muestra de sangre del sujeto.

8. El uso de la proteina de epirregulina sola o en combinaciéon con al menos un compuesto antiinflamatorio en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis reumatoide juvenil.

9. El uso de la reivindicacion 8, en donde la epirregulina es administrada como una formulacién oral, parenteral,
subcutanea o topica.

10. Un método para monitorizar la respuesta al farmaco en un paciente que esta recibiendo tratamiento para una
condicion inflamatoria con un compuesto antiinflamatorio, el método comprende: medir la expresién del gen de
epirregulina en la sangre del paciente o la muestra de suero para niveles elevados de la expresion del gen de
epirregulina; y monitorizar la respuesta al farmaco en el paciente que esta recibiendo el tratamiento para la condicién
inflamatoria con el compuesto antiinflamatorio.

11. La Proteina de epirregulina para el uso en el tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis reumatoide juvenil.

12. La proteina de epirregulina en combinacion con al menos un compuesto antiinflamatorio para el uso en el
tratamiento de la artritis reumatoide o la artritis reumatoide juvenil.

13. La proteina de epirregulina de la reivindicaciéon 11 o la combinaciéon de la reivindicacién 12, un una forma
adecuada para la administracion oral, parenteral, subcutanea o topica.
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