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DESCRIPCION
CTGF como biomarcador, diana terapéutica y diagnostica

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se encuentra en el campo de la biologia molecular, mas particularmente la presente invencion
se refiere a secuencias de acido nucleico y a secuencias de aminoacidos de un CTGF de rata y su regulacién para
el tratamiento y uso diagnostico como biomarcador de enfermedades cardiovasculares y enfermedades
hematoldgicas en mamiferos.

Antecedentes de la invencién

Tecnologia TagMan / perfil de expresién

TagMan es una técnica desarrollada recientemente en la que la liberacién de un colorante indicador fluorescente a
partir de una sonda de hibridacién en tiempo real durante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es
proporcional a la acumulacion del producto de la PCR. La cuantificacion se basa en la parte temprana lineal de la
reaccion y mediante la determinacion del ciclo umbral (CU), al cual se detecta primero la fluorescencia por encima
del fondo.

Las tecnologias de expresién génica pueden ser Utiles en varias areas del descubrimiento y desarrollo de farmacos,
tales como la identificacién de la diana, la optimizacién lider y la identificacion de mecanismos de accion. La
tecnologia TagMan se puede usar para comparar las diferencias entre los perfiles de expresién de tejido normal y de
tejido enfermo. El perfil de expresién se ha usado en la identificacion de genes, regulados por aumento o por
disminucion en diversas enfermedades. Una aplicacion interesante del perfil de expresién es la monitorizacién
temporal de los cambios en la expresidon génica durante la progresion de la enfermedad y el tratamiento
farmacoldgico o en pacientes frente a individuos sanos. La premisa en este enfoque es que los cambios en el patron
de expresion génica en respuesta a estimulos fisiolégicos o ambientales (p. €j., farmacos) puede servir como pistas
indirectas de los genes causantes de la enfermedad o como dianas del farmaco. Ademas, los efectos de los
farmacos con una eficacia establecida sobre los patrones de la expresion génica global pueden proporcionar una
guia, o una firma genérica, frente a la que se puede comparar un nuevo candidato a farmaco.

CTGF

Se puede acceder a la secuencia de nucleétidos del CTGF mediante el nimero de registro M92934 (ser humano) y
AF120275 (rata). Las secuencias se proporcionan en la SEC ID N° 1 (ser humano) y la SEC ID N° 2 (rata). La
secuencia de aminoacidos del CTGF se representa en la SEC ID N° 3 (ser humano) y la SEC ID N° 4 (rata).

El factor de crecimiento del tejido conjuntivo (CTGF), también conocido como CCN2, es un factor de crecimiento
multifuncional de 38 kDa que es miembro de la familia de CCN ([CYR61 (rico en cisteina 61) / CTGF / NOV
(sobreexpresado en el nefroblastoma)] de proteinas secretadas que se caracterizan por ser proteinas matricelulares
ricas en cisteina cada una de las cuales contiene cuatro dominios modulares que muestran homologia con las
proteinas de unién al factor de crecimiento similar a la insulina (dominio 1), una repeticion de tipo C del factor de von
Willebran (dominio 2), una repeticion de tipo 1 de la trombospondina (dominio 3) y un dominio en nudo de cisteina
(dominio 4), respectivamente. [Bork y col. (1993)]. Un dominio en nudo de cisteina contiene sitios de unién a la
heparina que median en la unién a los proteoglicanos de heparan sulfato de la superficie celular y de la matriz
extracelular [Chen y col., (2001)]. El CTGF es un gen temprano inmediato inducido potentemente por diversos
estimulos que regulan el deposito en la matriz extracelular, la remodelacion tisular y la neovascularizacion, incluidos
el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de crecimiento transformante (TGF)-h, el facto de
crecimiento de fibroblastos basico, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la hipoxia en fibroblastos o
células endoteliales [Igarashi y col., (1993); Grotendorst y col. (1996); Shima y col. (2001); Suzuma y col., (2000)]. El
CTGF exhibe un diverso abanico de funciones celulares que incluyen la adhesién celular, la estimulacion de la
migracion celular y la potenciacion de la sintesis de ADN inducida por factor de crecimiento [Takigawa y col. (2000)].
El CTGF interacciona con los receptores de la integrina avh3, allbh3, abhl y amh2 [Chen y col., (2001); Gao y col.
(2004); Jedsadayanmata y col., (1999); Schober y col., (2002)] y se ha comunicado que es un ligando de la proteina
1 relacionada con las lipoproteinas de alta densidad (LRP-1); interacciona con LRP-5 para inhibir la sefializacion Wnt
[Gao y col., (2003)] y puede interaccionar directamente con varios factores de crecimiento que incluyen el TGF-h
[Roestenberg y col. (2004)]. En conjunto, los Ultimos estudios indican que el mecanismo de accién del CTGF se
refiere a su capacidad para modular y amplificar diversos procesos bioldgicos a través de la union directa a factores
mitogénicos, fibrogénicos y angiogénicos que son importantes en la inflamacion y la fibrosis.

El CTGF esta publicado (pero no solo) en las patentes W02004075835 y W0O02068579.

Vallon Volker y col. describen formacion de CTGF cardiaco dependiente de SGK1 y fibrosis tras tratamiento con
DOCA (JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE, vol. 84, n° 5, 2006 péaginas 396-404). Ohnishi Hiromichi y col.
describen el incremento de la expresion del factor de crecimiento del tejido conectivo en la zona del infarto de infarto
de miocardio inducido experimentalmente en ratas (JOURNAL OF MOLECULAR AND CELLULAR CAROIOLOGY,
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vol. 30, n° 11, 1998, pagina 2411). Ademas, Lee Young-Sam y col. Divulgan que la hipertensién pulmonar inducida
con monocrotalina se correlaciona con la regulacién por incremento de la expresion del factor de crecimiento del
tejido conectivo en los pulmones (EXPERIMENTAL & MOLECULAR MEDICINE, vol. 37, n° 1, 2005, pagina 27).
Rodrigue-Way y col. Describen genes sarcoméricos implicados en el remodelado inverso del corazén durante
soporte con dispositivo de ayuda al ventriculo izquierdo (JOURNAL OF HEART ANO LUNG TRANSPLANTATION,
MOSBY-YEAR BOOK, INC., ST LOUIS, MO, US, vol. 24, n° 1, 2005, paginas 73-80). En los documentos
WO003/024308, W02005/070446 y US2005136502 divulgan anticuerpos, cebadores y sondas para detector la
proteina o el polinucleétido del CTGF.

Sumario de la invencion

La invencioén se refiere al uso de CTGF como biomarcador de enfermedad, eficacia o criterio de valoracién sustituto
para una terapia de hipertension pulmonar.
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muestra la secuencia nucleotidica de un polinucleétido de CTGF humano (SEC ID N° 1).

muestra la secuencia nucleotidica de un polinucleétido de CTGF de rata (SEC ID N° 2).

muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de CTGF humano (SEC ID N° 3).

muestra la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de CTGF de rata (SEC ID N° 4).

muestra la secuencia nucleotidica de un cebador util para la invencién (SEC ID N° 5).

muestra la secuencia nucleotidica de un cebador util para la invencién (SEC ID N° 6).

muestra una secuencia nucleotidica Gtil como sonda para detectar proteinas de la invenciéon (SEC ID N° 7).
muestra la secuencia nucleotidica de un cebador Util para la invencion (SEC ID N° 8).

muestra la secuencia nucleotidica de un cebador Util para la invencion (SEC ID N° 9).

muestra una secuencia nucleotidica Gtil como sonda para detectar proteinas de la invencion (SEC ID N°
10).

muestra los resultados de un analisis de expresion en tiempo real de CTGF en corazones de rata (DOCA).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; S: control; B: control/placebo; C1: compuesto P/concentracion
1; C2: compuesto P/concentracion 2; C3: compuesto P / concentracién. La expresion de CTGF esta
regulada por el estado de la enfermedad, el tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un andlisis de expresion en tiempo real de CTGF en corazones de rata (oclusion).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C1: compuesto P/concentracion
1; C2: compuesto P/concentracion 2; C3: compuesto P / concentracion. La expresién de CTGF esta
regulada por el estado de la enfermedad, el tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un andlisis de expresion en tiempo real de CTGF en corazones de rata
(monocrotalina). Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C1: compuesto
P/concentracion 1; C2: compuesto P/concentracién 2. La expresion de CTGF esta regulada por el estado
de la enfermedad, el tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un analisis de expresién en micromatriz de CTGF en corazones de rata (DOCA).
Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto P/concentracion 1;
D: compuesto P/concentracion 2. La expresion de CTGF esta regulada por el estado de la enfermedad, el
tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un analisis de expresion en micromatriz de CTGF en corazones de rata
(oclusién). Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto
P/concentracién 1; D: compuesto P/concentracion 2. La expresion de CTGF esta regulada por el estado de
la enfermedad, el tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un andlisis de expresién en micromatriz de CTGF en corazones de rata
(monocrotalina). Eje X: tratamiento; eje Y: expresion relativa; A: control; B: control/placebo; C: compuesto
P/concentracion 1; D: compuesto P/concentracion 2. La expresion de CTGF esta regulada por el estado de
la enfermedad, el tratamiento y la dosis en el modelo animal.

muestra los resultados de un andlisis de expresiéon en micromatriz de CTGF en corazones humanos. Eje X:
estado de enfermedad; eje Y: expresion relativa; N: sin fallo; P: Pre-LVAD. La expresion de CTGF esta
regulada por el estado de enfermedad en corazén humano.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Definicion de los términos

Un “oligonucleétido” es una tira de residuos nucleotidicos que tiene un nimero suficiente de bases para usar como
oligbmero, amplimero o sonda en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos se preparan
a partir de una secuencia gendémica o de ADNc y se usan para amplificar, revelar o confirmar la presencia de un
ADN o ARN similar en una célula o tejido concretos. Los oligonucle6tidos u oligdmeros comprenden porciones de
una secuencia de ADN que tiene al menos unos 10 nucledtidos y tantos como aproximadamente 35 nucleétidos,
preferentemente unos 25 nucleétidos.

Las “sondas” pueden derivar de acidos nucleicos mono o bicatenarios naturales o recombinantes o pueden
sintetizarse quimicamente. Son Utiles en la deteccion de la presencia de secuencias idénticas o similares. Dichas
sondas pueden marcarse con moléculas indicadoras utilizando traduccién de mella ambulante, reaccion de relleno
con Klenow, PCR u otros procedimientos bien conocidos en la técnica. Las sondas de acido nucleico pueden usarse
en hibridaciones de tipo Southern, Northern o in situ para determinar si el ADN o ARN que codifica una determinada
proteina esta presente en un tipo de célula, tejido u érgano.

Un “fragmento de un polinucleétido” es un acido nucleico que comprende toda o cualquier parte de una molécula de
nucleétido dada, en la que el fragmento tiene menos nucledtidos que aproximadamente 6 kb, preferentemente
menos que aproximadamente 1 kb;

Las “moléculas indicadoras” son radiondclidos, enzimas, agentes fluorescentes, quimioluminiscentes o
cromogénicos que se asocian con una secuencia nucleotidica o aminoacidica concreta, de modo que se establece la
presencia de una secuencia determinada o se permite la cuantificacién de una secuencia determinada.

Las moléculas “quiméricas” se pueden construir mediante la introduccion de toda o parte de la secuencia de
nucleétidos de la presente invencién en un vector que contiene una secuencia adicional de acido nucleico que
podria esperarse que cambie una cualquiera o varias de las siguientes caracteristicas de CTGF: localizacion celular,
distribucion, afinidades de unién a ligando, afinidades entre cadenas, indice de degradacién/recambio, sefializacion,
etc.

“Activo” con respecto a un polipéptido de CTGF, se refiere a las formas, fragmentos o dominios de un polipéptido de
CTGF que conserva la actividad bioldgica y/o antigénica de un polipéptido de CTGF.

“Polipéptido de CTGF natural” se refiere a un polipéptido producido por células no sometidas a ingenieria genética y,
especificamente, contempla varios polipéptidos que surgen a partir de modificaciones postraduccionales del
polipéptido, incluidas, entre otras, acetilacion, carboxilacién, glicosilacién, fosforilacion, lipidacion y acilacion.

“Derivado” se refiere a polipéptidos que se han modificado quimicamente mediante técnicas tales como
ubiquitinacién, marcaje (véase en lo que antecede), pegilacidon (derivacion con polietilenglicol) e insercion o
sustitucion quimica de aminoacidos tales como ornitina que normalmente no estan en las proteinas humanas.

“Sustituciones conservadoras de aminoacidos” son el resultado de la sustitucién de un aminoacido por otro de
propiedades estructurales y/o quimicas similares, tales como la sustitucion de una leucina por una isoleucina o
valina, un aspartato por un glutamato o una treonina por una serina.

Normalmente las “inserciones” o las “deleciones” se encuentran en el intervalo de aproximadamente 1 a 5
aminoacidos. La variacién permitida puede determinarse experimentalmente produciendo el péptido de forma
sintética mientras que se efectlian sistematicamente inserciones, deleciones o sustituciones de nucleétidos en la
secuencia mediante técnicas de ADN recombinante.

Una “secuencia sefial” o “secuencia lider” se puede usar, cuando se desee, para dirigir al polipéptido a través de una
membrana de una célula. Tal secuencia puede estar presente de forma natural en los polipéptidos de la presente
invencién o puede proporcionarse a partir de fuentes heter6logas mediante técnicas de ADN recombinante.

Un “oligopéptido” es una tira breve de residuos de aminoacidos y puede expresarse a partir de un oligonucleétido.
Los oligopéptidos comprenden una tira de residuos de aminoacidos de al menos 3, 5, 10 aminoacidos y, como
maximo, 10, 15, 25 aminoacidos, normalmente de al menos 9 a 13 aminoacidos y de suficiente longitud para mostrar
actividad bioldgica y/o antigénica.

“Inhibidor” es cualquier sustancia que retrasa 0 evita una reaccion o respuesta quimica o fisiolégica. Los inhibidores
frecuentes incluyen, entre otros, moléculas antisentido, anticuerpos y antagonistas.

“Biomarcadores” son parametros mensurables y cuantificables (p. e€j., concentracion enzimatica especifica,
concentracion hormonal especifica, distribucion del fenotipo génico especifico en una poblacién, presencia de
sustancias biolégicas), que sirven como indices para evaluaciones relacionadas con la salud y la fisiologia, tal como
riesgo de enfermedad, trastornos psiquiatricos, exposicion ambiental y sus efectos, diagnostico de la enfermedad,
procesos metabdlicos, abuso de sustancias, embarazo, desarrollo de linea celular, estudios epidemiolégicos etc. El
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parametro que se pueden usar para identificar un efecto téxico en un organismo individual y se puede usar en
extrapolacion entre especies. Indicador que sefializa un acontecimiento o condicion en un sistema biol6gico o
muestra y que da una medida de la exposicion, el efecto o la susceptibilidad.

Los marcadores biol6gicos pueden reflejar diversas caracteristicas de enfermedad, incluido el nivel de exposicion a
un desencadenante ambiental o genético, un elemento del propio proceso de la enfermedad, una etapa intermedia
entre la exposicion y el inicio de la enfermedad o un factor independiente asociado con el estado de la enfermedad
pero no causante de la patogenia. Dependiendo de la caracteristica especifica se pueden usar biomarcadores para
identificar el riesgo de desarrollar una enfermedad (biomarcadores de antecedentes), ayudar a la identificacion de la
enfermedad (biomarcadores diagnésticos) o predecir el curso futuro de la enfermedad, incluida la respuesta a la
terapia (biomarcadores prondsticos).

“Expresion estandar” es una medicién cuantitativa o cualitativa para comparacion. Se basa en un numero
estadisticamente adecuado de muestras normales y se crea para usar como base de comparaciéon cuando se
realizan ensayos diagndsticos, estudios clinicos o después de realizar perfiles terapéuticos de pacientes.

“Animal" como se usa en la presente memoria descriptiva puede definirse de modo que incluya humanos, animales
domésticos (p. e., gatos, perros, etc.), agricolas (p. €j., vacas, caballos, ovejas, etc.) o especies de experimentacion
(p. €j., ratén, rata, conejo etc.).

Un “polinucleétido de CTGF”, dentro del significado de la invencion, debera entenderse como una molécula de acido
nucleico seleccionada de un grupo compuesto por

(i) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
delaSECID N°3 o0 la SEC ID N°: 4,

(i)  moléculas de acido nucleico que comprende la secuencia de SEC ID N° 1 o la SEC ID N°: 2,
(i) moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia de SEC ID N° 1 o la SEC ID N°: 2,

(iv) moléculas de acido nucleico cuya hebra complementaria hibrida en condiciones estrictas con una
molécula de acido nucleico de (i), (ii) o (iii),

(v) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de la secuencia de una molécula de acido nucleico
de (iii) debido a la degeneracion del cédigo genético,

(vi) moléculas de acido nucleico que tienen una identidad de secuencia de al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
98% 0 99%; y

(vii) en el que el polipéptido codificado por dichas moléculas de acido nucleico de (i)-(vi) tienen actividad
CTGF

Un “polinucleétido de CTGF”, dentro del significado de la invencidn, deberd entenderse como un polipéptido
seleccionado de un grupo compuesto por

(i) polipéptidos que tienen la secuencia de SEC ID N° 3 0 4,
(i)  polipéptidos que comprenden la secuencia de SEC ID N° 3 o 4,
(iii) polipéptidos que estan codificados en los polinucleétidos de CTGF; y

(iv) polipéptidos que muestran una identidad de al menos 99%, 98%, 95%, 90% u 80% con un polipéptido
de (i), (ii) o (iii);
en los que dicho polipéptido tiene una actividad de CTGF.

Las secuencias de nucleotidos que codifican un CTGF (o su complemento) tienen numerosas aplicaciones en
técnicas conocidas para los expertos en la técnica de biologia molecular. Estas técnicas incluyen el uso como
sondas de hibridacién, uso en la construccion de oligdbmeros para PCR, uso para cartografia de cromosomas y de
genes, uso en la produccién recombinante de CTGF y uso en la generacion de ADN o ARN antisentido, sus
analogos quimicos y similares. Los usos de nucleétidos que codifican un CTGF descrito en la presente memoria
descriptiva son ejemplos de técnicas conocidas y no se pretende limitar su uso en cualquier técnica conocida para
un experto ordinario en la técnica. Ademas, las secuencias de nucleétidos descritas en la presente memoria
descriptiva pueden usarse en técnicas de biologia molecular que todavia no se han desarrollado, con la condicién de
gue las técnicas nuevas dependan de propiedades de secuencias nucleotidicas actualmente conocidas, por ejemplo
el codigo genético en tripletes, las interacciones especificas entre los pares de bases, etc.

Los expertos en la técnica apreciaran que, como resultado de la degeneracion del cédigo genético, se pueden
producir una multitud de secuencias nucleotidicas que codifican CTGF. Algunas de ellas soélo llevaran una
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homologia minima con la secuencia de nucledtidos del CTGF conocido y natural. La invenciéon ha contemplado
especificamente todas y cada una de las posibles variaciones de la secuencia nucleotidica que podrian hacerse
mediante la seleccion de combinaciones basadas en la elecciéon de los posibles codones. Estas combinaciones se
efectian de acuerdo con el codigo genético en tripletes estandar segin se aplica a la secuencia nucleotidica del
CTGF natural y todas estas variaciones se deben considerar como descritas especificamente.

Aunque las secuencias de nucleétidos que codifican un CTGF, sus derivados o sus variantes pueden,
preferentemente, hibridar con la secuencia de nucleétidos del polinucleétido de CTGF natural en condiciones
estrictas, puede ser ventajoso producir secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos de CTGF o sus
derivados que poseen un uso de codones considerablemente diferente. Los codones se pueden seleccionar para
incrementar el indice al que se produce la expresion del péptido en un huésped de expresion procariética o
eucaridtica concreto de acuerdo con la frecuencia con la que el huésped utiliza determinados codones. Otras
razones pata alterar considerablemente la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de CTGF y/o sus
derivados sin alterar la secuencia de aminoacidos codificada incluyen la produccion de transcritos de ARN que
tengan propiedades mas deseables, como una mayor semivida, que los transcritos producidos a partir de la
secuencia natural.

Las secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido de CTGF pueden unirse a otras diversas secuencias
nucleotidicas por medio de técnicas bien establecidas de ADN recombinante. Secuencias de nucleétidos utiles para
unir a los poli nucleétidos de CTGF incluyen una serie de vectores de clonacion, tales como plasmidos, césmicos,
derivados del fago lambda, fagemidos y similares. Entre los vectores de interés se incluyen vectores de expresion,
vectores de replicacion, vectores de generacion de sondas, vectores de secuenciacion etc. En general, los vectores
de interés pueden contener un origen de replicacion funcional en al menos un organismo, sitios sensibles a
endonucleasas de restriccion convenientes y marcadores seleccionables para uno o mas sistemas de células
huésped.

Otro aspecto de la presente divulgacién es proporcionar sondas de hibridacion especificas de CTGF capaces de
hibridar con las secuencias de nucleétidos naturales que codifican CTGF. Tales sondas también se pueden usar
para la deteccién de secuencias que codifican proteinas similares y, preferentemente, deben mostrar una identidad
nucleotidica con los polinucleétidos de CTGF de al menos un 40%. Las sondas de hibridacion de la invencion sujeto
pueden derivar de la secuencia nucleotidica presentada como SEC ID N° 1 o de secuencias gendémicas que incluyen
promotor, potenciadores o intrones del gen nativo. Las sondas de hibridacién pueden marcarse con diversas
moléculas indicadoras usando técnicas bien conocidas en la técnica.

Debe reconocerse que muchos analogos delecionales o mutacionales de los polinucleétidos de CTGF seran
eficaces sondas de hibridacién para polinucleétidos de CTGF. En consecuencia, la invencién se refiere a secuencias
de acido nucleico que hibrida con tales secuencias de acido nucleico que codifica CTGF en condiciones estrictas.

“Condiciones estrictas” se refiere a condiciones que permiten la hibridacion de secuencias de acido nucleico
considerablemente relacionadas. Por ejemplo, tales condiciones permitiran, generalmente, la hibridacion de la
secuencia con una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 85%, preferentemente con una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 90%, mas preferentemente con una identidad de
secuencia de al menos aproximadamente un 95%. Las condiciones y sondas de hibridacion se pueden ajustar de
modos bien caracterizados para alcanzar una hibridacion selectiva de sondas derivadas de seres humanos. Las
condiciones estrictas, dentro del significado de la invencién, son 68 °C en un tampdén que contiene 0,2 x SSC (1 x
solucion salina-citrato estandar = NaCl 150 mM, Trinatriumcitrat 15 mM) [Sambrook y col., (1989)].

Las moléculas de acido nucleico que hibridaran con los polinucleétidos de CTGF en condiciones estrictas se pueden
identificar funcionalmente. Sin limitaciones, entre los ejemplos de los usos de las sondas de hibridacion se incluyen:
usos histoquimicos tales como identificacion de tejidos que expresan CTGF; medicion de niveles de ARNm, por
ejemplo para identificar el tipo de tejido de una muestra o para identificar células que expresan niveles anémalos de
CTGF; y deteccion de polimorfismos de CTGF.

La PCR proporciona usos adicionales para oligonucleétidos basados en la secuencia de nucleétidos que codifica
CTGF. Dichas sondas usadas en la PCR pueden ser de origen recombinante, sintetizado quimicamente o una
mezcla de ambos. Los oligdbmeros pueden comprender pequefias secuencias de nucleétidos empleadas en
condiciones optimizadas para la identificaciéon de CTGF en tejidos especificos o uso diagnostico. Los mismos dos
oligébmeros, un grupo anidado de oligdbmeros, o incluso un grupo degenerado de oligbmeros, pueden emplearse en
condiciones menos estrictas para la identificacién de ADN o ARN estrechamente relacionados.

Ahora estan establecidas las normas para el disefio de cebadores para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), segun lo revisado en los protocolos de PCR. Los cebadores degenerados, es decir las preparaciones de
cebadores que son heterogéneos en localizaciones de secuencias dadas, se pueden disefiar para amplificar
secuencias de acido nucleico que son altamente homoélogas, pero no idénticas, al CTGF. En la actualidad se
dispone de estrategias que permiten requerir sélo uno de los cebadores para hibridar especificamente con una
secuencia conocida. Por ejemplo, cebadores adecuados de acido nucleico se pueden unir al &cido nucleico que se
busca amplificar para proporcionar el socio de hibridacion para uno de los cebadores. De este modo, sélo uno de los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383235713

cebadores tiene que estar basado en la secuencia del acido nucleico que se busca amplificar.

Los métodos de PCR para amplificar el &cido nucleico usaran al menos dos cebadores. Uno de estos cebadores
podréa hibridar con una primera hebra del acido nucleico que se va a amplificar y cebar en una primera direccion la
sintesis de acido nucleico dirigida por enzimas. El otro podra hibridar con la secuencia reciproca de la primera hebra
(si la secuencia a amplificar es monocatenaria, esta secuencia sera, inicialmente, hipotética pero se sintetizara en el
primer ciclo de amplificacién) y cebar la sintesis del acido nucleico a partir de dicha hebra en la direccién opuesta a
la primera direccion y hacia el punto de la hibridacion del primer cebador. Las condiciones para realizar dicha
amplificacién, en particular en las condiciones estrictas de hibridacién preferidas, son bien conocidas.

Otros medios de producir sondas especificas de hibridacion para CTGF incluyen la clonacién de secuencias de
acido nucleico que codifican CTFG o derivados de CTGF en vectores para la producciéon de sondas de ARNm. Tales
vectores se conocen en la técnica, estan disponibles comercialmente y pueden usarse para sintetizar sondas de
ARN in Vitro por medio de la adicién de la ARN polimerasa adecuada, como la ARN polimerasa T7 o SP6 y las
moléculas indicadoras adecuadas.

Es posible producir una secuencia de ADN, o porciones de la misma, completamente mediante quimica sintética.
Tras la sintesis, la secuencia de acido nucleico puede insertarse en cualquiera de los muchos vectores de ADN
disponibles y sus respectivas células huésped usando técnicas bien conocidas en la técnica. Ademas, la quimica
sintética se puede usar para introducir mutaciones en la secuencia de nucleétidos. Como alternativa, una porcion de
la secuencia en la que se desea una mutacion se puede sintetizar y recombinar con una porciéon mas larga de una
secuencia gendémica o recombinante existente.

Los polinucledtidos de CTGF se pueden usar para producir un oligo o polipéptido purificado mediante métodos bien
conocidos de tecnologia de ADN recombinante. El oligopéptido puede expresarse en diversas células huésped, bien
procaridticas o eucariéticas. Las células huésped pueden ser de la misma especie de la derivd la secuencia
nucleotidica o de una especie diferente. Las ventajas de producir un oligonucleétido mediante tecnologia de ADN
recombinante incluyen obtener cantidades adecuadas de la proteina para purificar y la disponibilidad de
procedimientos de purificacion simplificados.

Determinaciones cuantitativas de acidos nucleicos

Una importante etapa en el andlisis genético molecular de la enfermedad humana es a menudo la enumeracion del
namero de copias de un acido nucleico o de la expresion relativa de un gen en tejidos concretos.

En la actualidad se dispone de varios enfoques diferentes para realizar determinaciones cuantitativas de acidos
nucleicos. Técnicas basadas en cromosomas, tales como la hibridacion genémica comparativa (HGC) y la
hibridaciéon in situ fluorescente (HISF) facilitan los esfuerzos para localizar citogenéticamente regiones genoémicas
que estan alteradas en las células tumorales. Las regiones de alteracién gendémica se pueden estrechar mas usando
el andlisis de pérdida de heterocigosidad (LOH), en el que el ADN se analiza y se compara con el ADN normal
segun la pérdida de marcador polimdrfico heterocigoto. Los primeros experimentos usaron polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (RFLP) [Johnson, (1989)], o ADN minisatélite hipervariable [Barnes, 2000]. En los
Ultimos afios el LOH se ha realizado, principalmente, usando amplificacion por PCR de los marcadores
microsatélites y electroforesis de los productos de PCR radiomarcados [Jeffreys, (1985)] o marcados con
fluorescencia [Weber, (1990)] y se ha comparado entre los ADN pareados normales y de enfermedad.

También se ha desarrollado una serie de otros procedimientos para cuantificar acidos nucleicos [Gergen, (1992)].
Mas recientemente se han desarrollado los procedimientos de PCR y RT-PCR, que pueden medir la cantidad de un
acido nucleico en una muestra. Por ejemplo, un enfoque mide la cantidad del producto de PCR en la fase log de la
reaccion antes de la formacion de los equilibrios de los productos de reaccién [Thomas, (1980)].

Normalmente se utiliza una secuencia génica contenida en todas las muestras a una cantidad relativamente
constante para la normalizacion de la eficacia de la amplificacion de la muestra. No obstante, este enfoque sufre
varios inconvenientes. El procedimiento requiere que cada muestra tenga cantidades iguales del acido nucleico y
que la eficacia de amplificacion entre las muestras es idéntica hasta el momento del andlisis. Ademas, es dificil usar
los procedimientos convencionales de cuantificacion por PCR, tal como electroforesis en gel o hibridacion por
captura en placa, para determinar que todas las muestras de hecho se analizan durante la fase log de la reaccion tal
y como requiere el procedimiento.

Otro procedimiento denominado PCR competitiva cuantitativa (QC)-PCR, como el nombre indica, implica la inclusién
de un competido control interno en cada reaccion [Piatak, (1993), BioTechniques]. La eficacia de cada reaccion se
normaliza con el competidor interno. Normalmente, a cada muestra se afiade una cantidad conocida del competidor
interno. El producto de PCR diana desconocido se compara con el producto de PCR competidor conocido para
obtener una cuantificacion relativa. Una dificultad con este enfoque general reside en el desarrollo de un control
interno que amplifica con la misma eficacia que la molécula diana.
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Ensayos con nucleasa 5' fluorogénica

Los ensayos con nucleasa fluorogénica son un procedimiento de cuantificaciéon en tiempo real que usa una sonda
para monitorizar la formacion de un producto de amplificacion. La base de este procedimiento de monitorizaciéon de
la formacién del producto de amplificacion es medir continuamente la acumulacion del producto de PCR usando una
sonda oligonucleotidica fluorogénica con doble marcaje, un enfoque con frecuencia denominado en la literatura
simplemente como el “procedimiento TagMan” [Piatak, (1993), Science; Heid, (1996); Gibson, (1996); Holland.
(1991)].

La sonda usada en estos analisis normalmente es un oligonucle6tido corto (de aproximadamente 20-25 bases) que
estd marcado con dos colorantes fluorescentes diferentes. El extremo 5’ de la sonda estd unido a un colorante
indicador y el extremo 3’ esta unido a un colorante inactivador, aunque los colorantes también podrian estar unidos
en otras localizaciones de la sonda. La sonda esta disefiada para tener al menos una complementariedad sustancial
de secuencia con el sitio de union de la sonda. A la mezcla de reaccion se afiaden los cebadores de PCR en 5’y en
3’ que se unen a las regiones adyacentes del locus. Cuando la sonda esta intacta se produce transferencia de
energia entre los dos fluor6foros y el inactivador inactiva la emisién desde el indicador. Durante la fase de extensién
de la PCR, la sonda se escinde mediante la actividad 5’ nucleasa de una polimerasa de acido nucleico tal como la
Taq polimerasa, de modo que se libera el indicador del oligonucleétido-inactivador y se produce un incremento de la
intensidad de la emision del indicador, que se puede medir mediante un detector adecuado.

Un detector que esta especificamente adaptado para medir las emisiones de fluorescencia tales como los creados
durante un ensayo fluorogénico es ABI 7700 o 4700 HT fabricado por Applied Biosystems, Inc. en Foster City, Calif.
El ABI 7700 usa fibra 6ptica conectada con cada pocillo en una disposicién de tubos de PCR de 96 o 384 pocillos. El
instrumento incluye un laser para excitar los marcajes y es capaz de medir la intensidad de los espectros de
fluorescencia de cada tubo con monitorizacion continua durante la amplificacion por PCR. Cada tubo se reanaliza
cada 8,5 segundos.

El software informatico proporcionado con el instrumento es capaz de registrar la intensidad de la fluorescencia de
un indicador e inactivador durante la amplificacién. Los valores registrados se usaran después para calcular el
incremento de la intensidad de la emision normalizada del indicador de un modo continuo. El incremento de la
intensidad de la emision se representa frente al tiempo, es decir el nimero de ciclos de amplificacion, para producir
una medida continua de la amplificacién. Para cuantificar el locus en cada reaccién de amplificacion, el grafico de
amplificacion se examina en un punto durante la fase log de la acumulacion del producto. Esto se consigue mediante
a asignacion de un umbral de la intensidad de la fluorescencia por encima del fondo y determinando el punto en el
cual cada grafico de amplificacion cruza el umbral (definido como el nimero de ciclo umbral o Ct). Las diferencias en
el numero de ciclo umbral se usan para cuantificar la cantidad relativa de la diana de PCR contenida en cada tubo.
Suponiendo que cada reaccién funciona con una eficacia de PCR del 100%, una diferencia de una Ct representa
una diferencia del doble en la cantidad del molde de partida. El valor de fluorescencia se puede usar junto con una
curva estandar para determinar la cantidad de producto de amplificacion presente.

Procedimientos de deteccién no basados en sondas

Se dispone de diversas opciones para medir los productos de amplificacién tal como se han formado. Un
procedimiento usa marcadores, tales como colorantes, que so6lo se unen a ADN bicatenario. En este tipo de
enfoque, el producto de amplificacion (que es bicatenario) se une a las moléculas colorantes en solucién para formar
un complejo. Con los colorantes adecuados, es posible distinguir ente moléculas colorantes libres en solucién y
moléculas colorantes unidas al producto de amplificacion. Por ejemplo, ciertos colorantes sélo emiten fluorescencia
cuando estan unidos al producto de amplificacién. Ejemplos de colorantes que se pueden usar en procedimientos de
este tipo general incluyen, entre otros, Syber Green.TM. y Pico Green de Molecular Probes, Inc. de Eugene, Oreg.,
bromuro de etidio, yoduro de propicio, cromomicina, naranja acridina, Hoechst 33258, Toto-1, Yoyo-1, DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol clorhidrato).

Otra técnica de deteccion en tiempo real mide la alteracion en la transferencia de energia de fluorescencia entre los
fluoréforos conjugados con los cebadores de PCR [Livak, (1995)].

Procedimientos de deteccién basados en sondas

Estos procedimientos de deteccién implican alguna alteracién de la estructura o conformacion de una sonda
hibridada con el locus entre el par cebador de amplificacion. En algunos casos, la alteracion se debe a la extension
dependiente de molde catalizada por una polimerasa de acido nucleico durante el proceso de amplificacion. La
alteracion genera una sefial detectable que es una medida indirecta de la cantidad de producto de amplificacién
formado.

Por ejemplo, algunos procedimientos implican la degradaciéon o digestion de la sonda durante la reaccion de
extension. Estos procedimientos son una consecuencia de la actividad 5'-3' nucleasa asociada con algunas
polimerasas de acido nucleico. Las polimerasas que tienen esta actividad escinden mononucleétidos o pequefios
oligonucleétidos a partir de una sonda oligonucleotidica hibridada con su secuencia complementaria localizada
dentro del locus.
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El extremo 3’ del cebador anterior proporciona el sitio de unién inicial para la polimerasa de acido nucleico. Dado
que la polimerasa cataliza la extension del cebador anterior y se encuentra con la sonda unida, la polimerasa de
acido nucleico desplaza una porcion del extremo 5’ de la sonda y, mediante su actividad nucleasa, escinde los
mononucleétidos u oligonucleétidos de la sonda.

El cebador anterior y la sonda se pueden disefiar de un modo tal que se hibriden con la hebra complementaria en
proximidad estrecha entre si. De hecho, el extremo 3’ del cebador anterior y el extremo 5’ de la sonda pueden estar
colindantes uno del otro. En esta situacién, no es necesaria la extension del cebador anterior para que la polimerasa
de acido nucleico comience a escindir la sonda. En el caso en el que los nucleétidos intermedios separen el cebador
anterior y la sonda, es necesaria la extension del cebador antes de que la polimerasa de acido nucleico se encuentre
con el extremo 5’ de la sonda. Una vez que se produce el contacto y la polimerizacion continla, la actividad 5'—3’
exonucleasa de la polimerasa de acido nucleico comienza a escindir los mononucleétidos u oligonucleétidos desde
el extremo 5’ de la sonda. La digestion de la sonda continua hasta que la porcién restante de la sonda se disocia de
la hebra complementaria.

En solucién, las dos secciones terminales pueden hibridar entre si para formar un bucle en horquilla. En esta
conformacion, el colorante indicador y el inactivador estan en una proximidad suficiente como para que la
fluorescencia del colorante indicador es inactivada de forma eficaz por el colorante inactivador. En contraste con ello,
la sonda hibridada resulta en una conformacion linealizada en la que la extension de la inactivacion disminuye. Por
tanto, mediante la monitorizacion de los cambios de emisién para los dos colorantes, es posible monitorizar de forma
indirecta la formacion del producto de amplificacién.

Sondas

La sonda marcada se selecciona de modo que su secuencia sea considerablemente complementaria a un segmento
del locus de prueba o de un locus de referencia. Como se ha indicado antes el sitio del acido nucleico al que la
sonda se une debera localizarse entre los sitios de unidn del dejador pata los cebadores de amplificacion anterior y
posterior.

Cebadores

Los cebadores usados en la amplificacion se seleccionan de modo que sean capaces de hibridar con las secuencias
en regiones flanqueantes del locus que es estan amplificando. Los cebadores se escogen de modo que tengan una
complementariedad considerable con las diferentes hebras del acido nucleico que se esta amplificando. Cuando se
usa una sonda para detectar la formacién de productos de amplificacion, los cebadores se seleccionan de modo que
flanqueen a la sonda, es decir estan localizados en 5’y 3’ de la sonda.

El cebador debe tener una longitud suficiente para que sea capaz de cebar la sintesis de los productos de extension
en presencia de un agente de polimerizacién. La longitud y composicion del cebador depende de muchos
parametros, incluidos, por ejemplo, la temperatura a la que se lleva a cabo la reaccién de hibridacién, la proximidad
del sitio de union de la sonda al del cebador, las concentraciones relativas del cebador y la sonda y la composicién
concreta del acido nucleico de la sonda. Normalmente, el cebador incluye 15-30 nucleétidos. No obstante, la longitud
del cebador puede depender mas o menos de la complejidad del punto de unién del cebador y los factores indicados
anteriormente.

Marcadores para sondas y cebadores

Los marcadores usados para marcar las sondas o cebadores de la presente divulgaciéon y que pueden proporcionar
la sefial correspondiente a la cantidad de producto de amplificacion pueden tomar varias formas. Como se ha
indicado antes en relacion con el procedimiento de nucleasa 5’ flurogénica, una sefial fluorescente es una sefial que
se puede medir. No obstante, también se pueden realizar mediciones, por ejemplo mediante monitorizacién de la
radiactividad, colorimetria, absorcion, parametros magnéticos o actividad enzimatica. Por tanto, los marcadores que
se pueden emplear incluyen, entre otros, fluoréforos, croméforos, isotopos radiactivos, reactivos electréndensos,
enzimas y ligandos que tienen socios de unién especificos (p. €j., biotina-avidina).

La monitorizacién de los cambios en la fluorescencia es un modo particularmente Gtil para monitorizar la
acumulacion de los productos de amplificacién. Un nimero de marcadores Utiles para la union a sondas o cebadores
estan disponibles comercialmente, incluida fluoresceina y varios derivados de fluoresceina tales como HEX, TET y
JOE (todos los cuales estan disponibles en Applied Biosystems, Foster City, Calif.); amarillo lucifer y derivados de
cumarina.

Los marcadores pueden unirse a la sonda o al cebador usando varias técnicas y se pueden fijar al extremo 5’ y/o al
extremo 3’ y/o en un nucleétido interno. EI marcador también se puede fijar a brazos espaciadores de varios
tamafios que estan unidos a la sonda o al cebador. Estos brazos espaciadores son Utiles para obtener una distancia
deseada entre los multiples marcadores unidos a la sonda o al cebador.

En algunos casos se puede utilizar un solo marcador; mientas que en otros casos, tales como los ensayos de
nucleasa 5’ fluorogénica, por ejemplo, se unen a la sonda dos 0 mas marcadores. En los casos en los que la sonda
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incluye multiples marcadores, normalmente es aconsejable mantener un espacio entre los marcadores que sea
suficiente para permitir la separacion de los marcadores durante la digestion de la sonda mediante la actividad 5’-3’
nucleasa de la polimerasa de acido nucleico.

Micromatriz

En la presente invencién se han usado las matrices de acido nucleico son aquéllas que estan disponibles
comercialmente en Affymetrix (Santa Clara, Calif.) con la marca GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array.® o
Rat Genome U230 plus 2.0 Array, respectivamente, que representa la cobertura completa de los conjuntos de
sondas Human Genome U133 Set plus 9921 que representan aproximadamente 6.500 nuevos genes (con un total
de aproximadamente 56.000 transcritos) o el Rat Genome respectivamente. La plataforma de tecnologia GeneChip
de Affymetrix (Santa Clara, Calif.), que consiste en micromatrices de alta densidad y herramientas que ayudan a
procesar y analizar dichas matrices, incluidos ensayos y reactivos estandarizados, instrumentacién y herramientas
de andlisis y gestion de datos.

Las micromatrices de GeneChip consisten en pequefios fragmentos de ADN (denominados sondas) sintetizados
guimicamente en localizaciones especificas sobre una superficie de cuarzo recubierta. Extrayendo y marcando
acidos nucleicos de muestras experimentales e hibridando después las muestras preparadas con la matriz, se puede
monitorizar la cantidad de marcador, lo que permite una medicion de la regulacién génica.

Las matrices de genoma humano de GeneChip incluyen un conjunto de genes de mantenimiento humanos que
facilitan la normalizacién y escalado de experimentos de matrices y realizan comparacién de datos. Este conjunto de
genes de normalizacion muestra niveles consistentes de expresién sobre un conjunto diverso de tejidos.

Pacientes gue exhiben sintomas de enfermedad

Una serie de enfermedades se asocian con cambios en el nimero de copias de un gen determinado. Para los
pacientes que presentan sintomas de una enfermedad se puede usar el procedimiento de PCR en tiempo real para
determinar si el paciente tiene alteraciones en el niumero de copias que se sepa que estan relacionadas con
enfermedades asociadas con los sintomas que experimenta el paciente.

Expresién de CTGF

Proteinas de fusién de CTGF

Las proteinas de fusién son Utiles para generar anticuerpos contra los polipéptidos de CTGF y para usar en varios
sistemas de ensayo. Por ejemplo, las proteinas de fusion se pueden usar para identificar proteinas que
interaccionan con porciones de polipéptidos de CTGF. Para este proposito de pueden usar cromatografia de afinidad
proteica o los ensayos basados en bibliotecas para las interacciones proteina-proteina, tales como el hibrido de dos
levaduras o los sistemas de expresién en fagos. Tales procedimientos son bien conocidos en la técnica y también se
pueden usar como filtros de farmacos.

Una proteina de fusion de CTGF comprende dos segmentos polipeptidicos fusionados por medio de un enlace
peptidico. El primer segmento polipeptidico puede comprender al menos 54, 75, 100, 125, 139, 150, 175, 200, 225,
250, 275, 300, 325 o 350 aminoacidos contiguos de SEC ID N° 3 o de una variante, como los descritos
anteriormente. El primer segmento polipeptidico también puede comprender el CTGF de longitud completa.

El segundo segmento polipeptidico puede ser una proteina de longitud completa o un fragmento de la proteina. Las
proteinas usadas habitualmente en la construccion de proteinas de fusién incluyen, entre otras, [3-galactosidasa, -
glucuronidasa, proteina fluorescente verde (PFV), proteinas autofluorescentes, incluida la proteina fluorescente azul
(PFA), glutation-S-transferasa (GST), luciferasa, peroxidasa de rabano (HRP) y cloranfenicol acetiltransferasa (CAT).
Ademas, en las construcciones de proteinas de fusion se utilizan colas de epitopo, incluidas colas de histidina (His),
colas de FLAG, colas de hemaglutinina de influenza (HA), colas Myc, colas VSV-G y colas de tioredoxina (Trx).
Otras construcciones de fusién pueden incluir proteina de unién a maltosa (MBP), cola-S, proteinas de fusion con
dominio de unién de ADN a Lex a (DBD), proteinas de fusién del dominio de unién a ADN GAL4, proteinas de fusién
BP16 del virus del herpes simple (VHS). También se puede realizar ingenieria de una proteina de fusion para que
contenga un punto de escision adyacente al CTGF.

Preparacion de polinucle6tidos

Un polinucleétido de CTGF natural se puede aislar libre de otros componentes celulares tales como componentes de
membrana, proteinas y lipidos. Los polinucleotidos se pueden preparar mediante una célula y aislar usando técnicas
estandar de purificacion de acido nucleico, o sintetizarse usando una técnica de amplificacion, tal como la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) o mediante el uso de un sintetizador automatico. Los procedimientos para aislar
polinucleétidos son rutinarios y se conocen en la técnica. Se puede usar cualquiera de dichas técnicas para obtener
un polinucleétido para obtener polinucleétidos de CTGF aislados. Por ejemplo se pueden usar enzimas de
restriccion y sondas para aislar fragmentos polinucleotidicos que comprenden secuencias nucleotidicas de CTGF.
Los polinucledtidos aislados se encuentran en preparaciones que estan libres o al menos un 70, 80, o 90% libres de
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otras moléculas.

Se pueden preparar moléculas de ADNc de CTGF con técnicas estandar de biologia molecular, usando ARNm de
CTGF como molde. A continuacion se pueden replicar las moléculas de ADNc de CTGF usando técnicas de biologia
molecular conocidas en la técnica, Una técnica de amplificacion, como la PCR, se puede usar para obtener copias
adicionales de polinucleétido usado en la invencién, usando ADN genémico o ADNc humanos como molde.

Como alternativa se pueden usar técnicas de quimica sintética para sintetizar polinucledtidos de CTGF. La
degeneracion del cédigo genético permite sintetizar secuencias nucleotidicas alternativas, que codificaran CTGF
con, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 2 o una variante biolégicamente
activa de la misma.

Extensién de polinucleétidos

Se pueden usar varios procedimientos basados en PCR para ampliar las secuencias de acido nucleico que codifican
el CTGF humano, por ejemplo para detectar secuencias anteriores del gen de CTGF, tales como promotores y
elementos reguladores. Por ejemplo, la PCR de restriccion-sitio usa cebadores universales para recuperar la
secuencia desconocida adyacente a un locus conocido. EI ADN gendmico se amplifica primero en presencia de un
cebador hasta una secuencia de unién y un cebador especifico de la regién conocida. Las secuencias amplificadas
se someten a una segunda ronda de PCR con el mismo cebador de unién y otro cebador especifico interno con
respecto al primero. Los productos de cada ronda de PCR se transcriben con una ARN polimerasa adecuada y se
secuencias usando la transcriptasa inversa.

La PCR inversa también se puede usar para amplificar o extender las secuencies usando cebadores divergentes
basados en una regién conocida. Los cebadores se pueden disefiar usando software disponible comercialmente,
como OLIGO 4.06 Primer Analysis software (National Biosciences Inc., Plymouth, Minn.), de modo que tengan una
longitud de 22-30 nucleodtidos, un contenido de GC del 50% o mas y que hibriden con la secuencia diana a
temperaturas de aproximadamente 68-72°C. El procedimiento usa varias enzimas de restriccion para generar un
fragmento adecuado en la regién conocida de un gen. A continuacion, el fragmento se circulariza mediante ligadura
intramolecular y se usa como molde para la PCR.

Otro procedimiento que se puede usar es la PCR de captura, que implica la amplificaciéon por PCR de fragmentos de
ADN adyacentes a una secuencia conocida en ADN cromosomico artificial humano y de levadura. En este
procedimiento, también se pueden usar multiples digestiones y ligaduras con enzimas de restriccion para introducir
una secuencia bicatenaria sometida a ingenieria en un fragmento desconocido de la molécula de ADN antes de
realizar la PCR.

Cuando se realiza la deteccion selectiva de los Hank de longitud completa, es preferible usar bibliotecas que se han
seleccionado segun el tamafio de modo que incluyan ADNc de mayor tamafio. Son preferibles las bibliotecas
cebadas al azar porque contienen mas secuencias que las que contienen en las regiones 5’ de los genes. El uso de
una biblioteca cebada al azar puede ser especialmente preferible para situaciones en las que una biblioteca de oligo
d(T) no da ADNc de longitud completa. Las bibliotecas genémicas pueden ser Utiles para la extension de la
secuencia en regiones reguladoras no transcritas en 5'.

Se pueden usar sistemas de electroforesis capilar disponibles comercialmente para analizar el tamafio o confirmar la
secuencia de nuclettidos de la PCR o secuenciar los productos. Por ejemplo, la secuenciacion capilar puede
emplear polimeros circulables para la separacion electroforética, cuatro colorantes fluorescentes diferentes (uno
para cada nucleétido) que se activan por laser y deteccién de las longitudes de onda emitidas por una camara
dispositivo acoplada a carga. El gasto/intensidad de la luz se puede convertir en sefial eléctrica usando un equipo y
software adecuados (p. ej., GENOTYPER y Sequence NAVIGATOR, Perkin Elmer), y todo el procedimiento desde la
carga de las muestras al andlisis por ordenador y exposicién de los datos electronicos se puede controlar por
ordenador. La electroforesis capilar es especialmente preferible para la secuenciaciéon de pequefias piezas de ADN
gue podrian estar presentes en cantidades limitadas en una muestra concreta.

Obtencién de polipéptidos

El CTGF se puede obtener, por ejemplo, mediante purificaciéon a partir de células humanas, mediante expresion de
polinucleétidos de CTGF o mediante sintesis quimica directa.

Purificacion de proteinas

El CTGF se puede purificar a partir de cualquier célula humana que exprese la enzima, incluidas aquéllas
transfeccionadas con construcciones de expresién que expresan CTGF. Un CTGF purificado se separa de los otros
compuestos que normalmente estan asociados con CTGF en la célula, tal como ciertas proteinas, hidratos de
carbono o lipidos, usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Tales procedimientos incluyen, entre otros,
cromatografia por exclusion de tamafio, fraccionamiento con sulfato aménico, cromatografia de intercambio iénico,
cromatografia de afinidad y electroforesis en gel preparativa.
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Expresion de polinucleétidos de CTGF

Para expresar CTGF, los polinucleétidos de CTGF se pueden insertar en un vector de expresion que contenga los
elementos necesarios para las transcripcion y traduccion de la secuencia de codificacion insertada. Se pueden usar
procedimientos bien conocidos para los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contengan
secuencias que codifican CTGF y los elementos adecuados de control de la transcripcion y la traduccion. Estos
procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in Vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo.

Se pueden utilizar varios sistemas de expresion en vector/huésped para contener y expresar secuencias que
codifiqguen CTGF. Estos incluyen, ente otros, microorganismos, tales como bacterias transformadas con vectores de
expresion con ADN recombinante de bacteriéfago, plasmido o cdésmico, levaduras transformadas con vectores de
expresion de levaduras, sistemas de células de insectos infectadas con vectores de expresion en virus (p. €j., virus
del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion bacteriana (p. €j.,
plasmidos Ti o pBR322) sistemas de células animales.

Los elementos control o secuencias reguladoras son las regiones no traducidas del vector, potenciadores,
promotores, regiones no traducidas en 5'y 3', que interaccionan con las proteinas de las células huésped para llevar
a cabo la transcripcion y la traduccion. Tales elementos pueden variar en su concentracién y especificidad.
Dependiendo del sistema de vector y del huésped utilizados, se puede usar cualquier nUmero de elementos de
transcripcion y de traduccion adecuados, incluidos los promotores constitutivos e inducibles. Por ejemplo, al clonar
en sistemas bacterianos, se pueden usar promotores inducibles como el promotor hibrido LacZ del fagemido
BLUESCRIPT (Stratagene, LaJolla, Calif.) o el plasmido pSPORT1 (Life Technologies) y similares. En células de
insectos se puede usar el promotor de la polihidrina del baculovirus. En el vector se pueden clonar promotores o
potenciadores derivados de los genomas de células vegetales (p. €j., genes de las proteinas del shock térmico,
RUBISCO y de almacenamiento) o de virus vegetales (p. €j., promotores viricos o secuencias lider). En los sistemas
de células de mamiferos se prefieren los promotores de genes de mamiferos o de virus de mamiferos, Es necesario
generar una linea celular que contenga multiples copias de una secuencia de nucleétidos que codifique el CTGF, los
vectores basados en los virus SV40 o EBV se pueden usar con un marcador seleccionable adecuado.

Sistemas de expresién en bacterias y en levaduras

En los sistemas bacterianos se pueden seleccionar numerosos vectores de expresiéon. Por ejemplo, cuando se
necesita una gran cantidad de CTGF para la induccién de anticuerpos se pueden usar vectores que dirijan la
expresion de altos niveles de proteinas de fusion que se purifican con facilidad. Tales vectores incluyen, entre otros,
vectores de clonacion y expresién en E. coli, tal como BLUESCRIPT (Stratagene). En un vector BLUESCRIPT, una
secuencia que codifique CTGF se puede ligar en el vector en el marco con secuencias para el aminoacido terminal
Met y los siguientes 7 residuos de B-galactosidasa, de modo que se produce una proteina hibrida, Los vectores pIN
0 pGEX (Promega, Madison, Wis.) también se pueden usar para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de
fusion con glutatién-S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusion son solubles y pueden purificarse con
facilidad a partir de células lisadas mediante adsorcion en perlas de glutatién-agarosa, seguida por eluciéon en
presencia de glutation libre. Las proteinas hechas en tales sistemas se pueden disefiar para que incluyan heparina,
trombina o puntos de escisién por la proteasa del factor Xa de modo que el polipéptido clonado de interés se puede
liberar de la fraccion GST a voluntad.

Sistemas de expresién en plantas e insectos

Si se usan vectores de expresion en plantas, la expresion de las secuencias que codifican CTGF puede estar
dirigida por cualquiera de una serie de promotores. Por ejemplo, los promotores vitales tales como los promotores
35S y 19S del CaMV pueden usarse solos o en combinacion con la secuencia lider omega del TMV. Como
alternativa se pueden usar promotores vegetales, como los promotores de la subunidad pequefia de RIBISCO o del
shock térmico. Estos construcciones se pueden introducir en células vegetales mediante transformacion directa de
ADN o mediante transfeccion mediada por patdgenos.

También se puede usar un sistema de insectos para expresar CTGF. Por ejemplo, en uno de estos sistemas se usa
el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar genes extrafios en
células de Spodoptera frugiperda o de Trichoplusia larvae. Las secuencias que codifican CTGF se pueden clonar en
una region no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y se colocara bajo el control del promotor de la
polihedrina. La insercion satisfactoria de CTGF inactivara el gen de polihidrina y producira virus recombinante que
carece de la proteina de recubrimiento. Los virus recombinantes se pueden usar para infectar células de S.
frugiperda o Trichoplusia larvae en las que se puede expresar CTGF.

Sistemas de expresién en mamiferos

Para expresar el CTGF en las células huésped de mamiferos se puede usar una serie de sistemas de expresion
basados en virus. Por ejemplo, si como vector de expresion se usa un adenovirus, las secuencias que codifican el
CTGF se pueden ligar en un complejo de transcripcién/traducciéon del adenovirus que comprenda el promotor tardio
y la secuencia lider tripartita. La insercion en una region E1 o E3 no esencial del genoma viral puede usarse para
obtener un virus viable que sea capaz de expresar CTGF en células huésped infectadas [Engelhard, 1994)]. Si se
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desea, se pueden usar potenciadores de la transcripcion, como el potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV)
para incrementar la expresion en células huésped de mamifero.

También se pueden usar cromosomas humanos artificiales (CHA) pata liberar fragmentos de ADN mas grandes de
lo que se puede contener y expresar en un plasmido. Los CHA de 6M y 10M se construyen y liberan en células a
través de procedimientos de liberacion convencionales (p. e€j., liposomas, polimeros amino policatibnicos o
vesiculas). También se pueden usar sefiales de iniciacién especificas para conseguir una traduccién mas eficaz de
secuencias que codifican CTGF. Tales sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y las secuencias adyacentes. En
los casos en las que las secuencias codificadoras de CTGF, su codon de iniciacion y sus secuencias anteriores se
insertan en el vector de expresién adecuado, pueden no ser necesarias las sefiales adicionales de control de la
transcripcion o de la traduccion. No obstante, en los casos en los que s6lo se inserta la secuencia codificadora, o un
fragmento de la misma, se deberan proporcionar sefiales exégenas de control traduccional (incluido el codén de
iniciacion ATG). El codoén de iniciacién debera estar en el correcto marco de lectura para garantizar la traduccion de
todo el inserto. Los elementos exdgenos traduccionales y los codones de iniciacion pueden tener varios origenes,
tanto naturales como sintéticos.

Células huésped

Una cepa de célula huésped se puede escoger por su capacidad para modular la expresién de las secuencias
insertadas o para procesar el CTGF expresado del modo deseado. Tales modificaciones del polipéptido incluyen,
entre otras, acetilacion, carboxilacion, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion. El procesamiento
postraduccional que escinde una forma "prepro” del polipéptido también se puede usar para facilitar la insercién,
plegamiento y/o funcion correctas. En la Coleccion Americana de cultivos Tipo ATCC; 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209) se dispone de diferentes células huésped que tiene magquinaria células especifica y
mecanismos caracteristicos para las actividades postraduccionales (p. ej., CHO, HeLa, MDCK, HEK293, y WI38) y
se pueden escoger para garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de la proteina extrafa.

Para la expresion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes se prefiere una expresion estable.
Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable CTGF se pueden transformar usando vectores de
expresion que pueden contener varios origenes de replicacién virales y/o elementos de expresion enddgena y un
gen de un marcador seleccionable en el mismo vector o en otro diferente. Tras la introduccion del vector, se puede
dejar que las células crezcan durante 1-2 dias en medio enriquecido antes de cambiarlas a un medio selectivo. El
propésito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion y su presencia permite el crecimiento y
recuperacion de células que expresan satisfactoriamente las secuencias de CTGF introducidas. La proliferacion de
clones de células transformadas de forma estable se puede realizar usando técnicas de cultivo tisular adecuadas al
tipo de célula. Para recuperar las lineas celulares transformadas se puede usar cualquier nimero de sistemas de
selecciéon. Entre estos se incluyen los genes de la timidina cinasa [Logan, (1984)] y de la adenina
fosforibosiltransferasa [Wigler, (1977)] del virus del herpes simple, que se pueden emplear en células tk- o aprt- ,
respectivamente. Asimismo se pueden usar la resistencia antimetabolitos, a antibiéticos 0 a herbicidas como base
de la seleccion. Por ejemplo, dhfr confiere resistencia a metotrexato [Lowy, (1980)], npt confiere resistencia a los
aminoglucésidos, neomicina y G-418 [Wigler, (1980)], y als y pat confieren resistencia a clorosulfurén y fosfinotricina
acetiltransferasa, respectivamente [Colbere-Garapin, 1981]. Se han descrito genes seleccionables adicionales. Por
ejemplo, trpB permite a las células utilizar indol en lugar de triptéfano, o hisD, que permite a las células utilizar
histinol en lugar de histidina. Se pueden usar marcadores visibles tales como antocianinas, B-glucuronidasa y su
sustrato GUS, vy luciferasa y su sustrato luciferina, para identificar los transformantes y cuantificar la cantidad de
expresion de proteina transitoria o estable atribuible a un sistema de vector especifico.

Deteccion de la expresion de polipéptido

Aungue la presencia de expresion de un gen marcador sugiere que también esta presente un polinucleétido de
CTGF, puede ser necesario confirmar su presencia y expresion. Por ejemplo, si una secuencia que codifica CTGF
se inserta dentro de una secuencia del gen marcador, las células transformadas que contienen secuencias que
codifican CTGF se pueden identificar por la ausencia de la funciéon del gen marcador. Como alternativa, se puede
introducir un gen marcador en tandem con una secuencia que codifique CTGF bajo el control de un promotor
sencillo. La expresion del gen marcador como respuesta a la induccion o seleccion normalmente indica la expresion
del polinucleétido CTGF.

Como alternativa se pueden identificar células huésped que contienen un polinucleétido de CTGF y que expresan
CTGF mediante diversos procedimientos conocidos para los expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen,
entre otros, hibridaciones ADN-ADN o ADN-ARN vy técnicas de bioensayos proteico o de inmunoensayo, que
incluyen tecnologias de membrana, solucidon o basadas en chip para la deteccion y/o cuantificacion de acido
nucleico o proteina. Por ejemplo, la presencia de una secuencia polinucleotidica que codifica CTGF se puede
detectar mediante hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN o amplificaciéon usando sondas o fragmentos o fragmentos de
de polinucleétidos que codifican CTGF. Los ensayos basados en amplificacion de acido nucleico implican el uso de
oligonucleétidos seleccionados a partir de secuencias que codifican CTGF para detectar transformantes que
contienen un polinucleétido de CTGF.
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En la técnica se conocen diversos protocolos para detectar y medir la expresién de CTGF usando anticuerpos
policlonales o monoclonales especificos para el polipéptido. Ejemplos incluyen ensayo de inmunosorcion ligado a
enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Se puede
usar un inmunoensayo de dos puntos basado en anticuerpos monoclonales usando anticuerpos monoclonales
reactivos a dos epitopos no interferentes sobre el CTGF o un ensayo de union competitiva.

Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion, y se pueden usar
en varios ensayos con acido nucleico y aminodacidos. Entre los medios para producir sondas de hibridaciéon
marcadas o de PCR para detectar secuencias relacionadas con polinucleétidos que codifican CTGF se incluyen
oligomarcaje, traduccion en mella ambulante, marcaje terminal o amplificacion por PCR usando un nucleétido
marcado. Como alternativa se pueden clonar en un vector secuencias que codifican CTGF para la produccién de
una sonda de ARNm. Dichos vectores se conocen en la técnica y estan disponibles comercialmente, y se pueden
usar para sintetizar sondas de —RN in Vitro mediante la adicién de nucleétidos marcados y una ARN polimerasa
adecuada, tal como T7, T3 o SP6. Estos procedimientos se pueden realizar usando diversos kit disponibles
comercialmente (Amersham Pharmacia Biotech, Promega y US Biochemical). Entre las moléculas indicadoras o
marcadores que se pueden usar para una facil deteccion se incluyen radiondclidos, enzimas y agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares.

Expresion y purificacién de polipéptidos

Las células huésped transformadas con polinucleétidos de CTGF se pueden cultivar en condiciones adecuadas para
la expresion y recuperacion de la proteina a partir del cultivo celular. El polipéptido producido mediante una célula
transformada puede secretarse o estar contenido en el interior de la célula dependiendo de la secuencia y/o el vector
usado. Como entenderan los expertos en la técnica, se pueden disefiar vectores de expresion que contienen
polinucleétidos de CTGF de modo que contengan secuencias sefial que dirigen la secrecién de CTGF soluble
mediante una membrana células procaridtica o eucaridtica o que dirigen la inserciéon en la membrana de CTGF unido
a la membrana.

Como se ha tratado anteriormente se pueden usar otras construcciones para unir una secuencia que codifica CTGF
a una secuencia nucleotidica que codifica un dominio polipéptidos que facilitara la purificacion de las proteinas
solubles. Tales dominios que facilitan purificacion incluyen, entre otros, péptidos quelantes de metales tales como
médulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion en metales inmovilizados, dominios de proteina A que
permiten la purificacion en inmunoglobulina inmovilizada y el dominio usado en el sistema de purificacion de
extension/afinidad FLAGS (Immunex Corp., Seattle, Wash.). La inclusién de secuencias gigantes escindibles tales
como las especificas del Factor XA o enterocinasa (Invitrogen, San Diego, CA) entre el dominio de purificacion y
CTGF también se puede usar para facilitar la purificacion. Uno de estos vectores de expresion proporciona la
expresion de una proteina de fusion que contiene CTGF y 6 residuos de histidina que preceden la tioredoxina o un
punto de escisién para enterocinasa. Los residuos de histidina facilitan la purificacion mediante IMAC (cromatografia
de afinidad por iones metalicos inmovilizados) Maddox, (1983)], mientras que el punto de escisién de enterocinasa
proporciona un medio de purificacion de CTGF a partir de la proteina de fusion [Porath, (1992)].

Sintesis quimica

Las secuencias que codifican CTGF se pueden sintetizar, por completo o en parte, usando procedimientos quimicos
bien conocidos en la técnica. Como alternativa, el propio CTGF puede producirse usando procedimientos quimicos
para sintetizar su secuencia de aminoacidos, tales como mediante sintesis peptidica directa usando técnicas de fase
sélida. La sintesis de proteinas puede realizarse usando técnicas manuales o mediante automatizacién. La sintesis
automatica se puede conseguir, por ejemplo, usando el Sintetizador Peptidico 431A de Applied Biosystems (Perkin
Elmer). Opcionalmente se pueden sintetizar por separado fragmentos de CTGF y combinarse usando
procedimientos quimicos para producir una molécula de longitud completa.

El péptido recién sintetizado se puede purificar sustancialmente mediante cromatografia preparativa liquida de alto
rendimiento. La composicion de un CTGF sintético se puede confirmar mediante analisis o secuenciacion de los
aminoacidos. Ademas, durante la sintesis directa cualquier porcion de la secuencia de aminoacidos de CTGF se
puede alterar y/o combinar, mediante procedimientos quimicos, con secuencias de otras proteinas, para producir
una variante del polipéptido o una proteina de fusién.

Produccioén de polipéptidos alterados

Como los expertos en la técnica entendera, puede ser ventajoso producir polinucleétidos de CTGF que poseen
codones no naturales. Por ejemplo, se pueden seleccionar codones preferidos por un huésped procariética o
eucaridtica concreto para incrementar el indice de expresion de proteinas o producir un trascrito de ARN que posee
propiedades deseables tales como una semivida mayor que la de un transcrito generado a partir de la secuencia
natural.

Las secuencias nucleotidicas a las que se hace referencia en la presente memoria descriptiva se pueden someter a
ingenieria usando procedimientos generalmente conocidos en la técnica para alterar los polinucleétidos de CTGF
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por diversas razones, incluidas, entre otras, alteraciones que modifican la clonacion, procesamiento y/o expresion
del polipéptido o del producto del ARNm. Para realizar ingenieria de las secuencias nucleotidicas se puede usar
arrastre de ADN mediante fragmentacion aleatoria y reensamblaje por PCR de los fragmentos génicos y
oligonucledtidos sintéticos. Por ejemplo se puede usar mutagénesis dirigida por sitio para insertar nuevos puntos de
restriccion, alterar patrones de glucosilacion, cambiar la preferencia de codones, producir variantes de corte y
empalme, introducir mutaciones, etc.

Analogos de CTGF

Una clase general de analogos de CTGF son variantes que tienen una secuencia de aminoacidos que es una
mutacion de la secuencia de aminoécidos divulgada en el presente documento. Otra Una clase general de analogos
de CTGF se proporciona mediante anticuerpos anti-idiotipo, y fragmentos de los mismos, como se describe mas
adelante. Ademas, los anticuerpos recombinantes que comprenden dominios variables anti-idiotipo se pueden usar
como analogos (véase, por ejemplo, [Monfardini y col., (1996)]). Dado que los dominios variables de los anticuerpos
frente a CTGF anti-idiotipo imitan al CTGF, estos dominios pueden proporcionar actividad de CTGF. Los expertos en
la técnica conocen procedimientos para producir anticuerpos cataliticos antiidiotipo [Joron ycol., (1992), Friboulet y
col. (1994), Avalle y col., (1998)].

Otra estrategia para identificar analogos de CTGF se proporciona mediante el uso de bibliotecas combinatorias. Se
proporcionan procedimientos para construir y realizar deteccion selectiva de expresion en fagos y otras bibliotecas
combinatorias en, por ejemplo, Kay y col., Phage Display of Peptides and Proteins (Academic Press 1996), ), los
documentos U.S. 5,783,384, U.S. 5,747,334 y U.S. 5,723,323.

Anticuerpos

De puede generar cualquier tipo de anticuerpo conocido en la técnica de modo que se una especificamente a un
epitopo de CTGF.

“Anticuerpo” como se usa en la presente memoria descriptiva incluye moléculas de inmunoglobulina intactas, asi
como fragmentos de la misma, tales como Fab, F(ab’)2 y Fv, que son capaces de unirese a un epitopo de CTGF.
Normalmente se requieran al menos 6, 8, 10 6 12 contiguos para formar un epitopo. No obstante, los epitopos que
implican aminoacidos no contiguos pueden requerir mas, por ejemplo al menos 15, 25 6 50, aminoacidos. Un
anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de CTGF se puede usar terapéuticamente, asi como en
ensayos inmunoquimicos, tales como transferencias de tipo Western, ELISA, radioinmunoensayos, ensayos
inmunohistoquimicos, inmunoprecipitaciones, u otros ensayos inmunoquimicos conocidos en la técnica. Se pueden
usar varios inmunoensayos para identificar anticuerpos que tengan la especificidad deseada. En la técnica se
conocen bien numerosos protocolos para ensayos de union competitiva o inmunoradiométricos. Tales
inmunoensayos normalmente implican la medicién de la formacion de complejo entre un inmundgeno y un
anticuerpo que se une especificamente al inmunogéno de CTGF.

Normalmente, un anticuerpo que se une especificamente al CTGF proporciona una sefial de deteccién al menos 5,
10 6 20 veces mayor que una sefial de deteccién proporcionada con otras proteinas cuando se usa en un ensayo
inmunoquimico. Preferentemente, los anticuerpos que se unen especificamente a CTGF no detectan otras proteinas
en los ensayos inmunoquimicos y pueden inmumoprecipitar CTGF a partir de la solucién.

El CTGF se puede usar para inmunizar un mamifero, como un ratén, una rata, un conejo, una cobaya, un mono o un
ser humano, para producir anticuerpos policlonales. Si se desea, el CTGF se puede conjugar con una proteina
transportadora, como seroalbumina bovina, tiroglobulina y hemocianina de lapa californiana. Dependiendo de la
especie huésped se puede usar varios adyuvantes para incrementar la respuesta inmunolégica. Entre dichos
adyuvantes se incluyen adyuvante de Freund, geles minerales (p. €j., hidréoxido de aluminio) y sustancias de
superficie activa (p. €j., lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones en aceite, hemocianina de
lapa californiana y dinitrofenol). Entre los adyuvantes usados en seres humanos, el BCG (bacilo de Calmette-
Guerin) y Corynebacterium parvum son especialmente utiles.

Los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a CTGF se pueden preparar usando cualquier técnica
gue proporcione la produccién de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas en cultivo. Estas
técnicas incluyen, entre otras, la técnica del hibridoma, la técnica del hibridoma con células B humanas y la técnica
del hibridoma-EBV [Roberge, (1995)].

Ademas se pueden usar técnicas desarrolladas para la produccion de “anticuerpos quiméricos”, el corte y empalme
de genes de anticuerpos de ratdn a genes de anticuerpos humanos para obtener una molécula con la especificidad
antigénica y la actividad biolégica adecuadas. Anticuerpos monoclonales y otros se pueden también "humanizar"
para prevenir que un paciente monte una respuesta inmunitaria frente al anticuerpo cuando éste se usa
terapéuticamente. Dichos anticuerpos pueden tener una secuencia suficientemente similar a la de los anticuerpos
humanos de modo que se usen directamente en terapia o puedan requerir la alteracion de pocos residuos clave. Las
diferencias en la secuencia entre anticuerpos de roedores y secuencias humanas se pueden minimizar sustituyendo
los residuos que difieren de los de las secuencias humanas mediante mutagénesis dirigida por sitio de residuos
individuales o mediante el injerto de todas las regiones determinantes de la complementariedad. Los anticuerpos
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que se unen especificamente a CTGF pueden contener sitios de union al antigeno, que se humanizan parcial o
completamente, tal y como se describe en el documento U.S. 5.565.332.

Como alternativa, las técnicas descritas pata la produccién de anticuerpos de cadena sencilla se pueden adaptar
usando procedimientos conocidos en la técnica para producir anticuerpos de cadena sencilla que se unen
especificamente a CTGF. Los anticuerpos con especificidad relacionada, pero de distinta composicién idiotipica, se
pueden generar mediante arrastre de cadena a partir de las bibliotecas aleatorias combinatorias de inmunoglobulina.
Los anticuerpos de cadena sencilla también se pueden construir usando un procedimiento de amplificacion de ADN,
tal como PCR, usando el ADNc del hibridoma como molde. Los anticuerpos de cadena sencilla pueden ser mono o
biespecificos y pueden ser bivalentes o tetravalentes. Se ensefia la construccidon de anticuerpos de cadena sencilla
biespecificos y tetravalentes- Se puede construir una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo de cadena
sencilla usando sintesis de nucledtidos manual o automatica, clonacién en una construcciéon de expresion usando
procedimientos estandar de ADN recombinante e introducciébn en una célula para expresar la secuencia
codificadora, tal y como se describe mas adelante. Como alternativa se pueden producir anticuerpos de cadena
sencilla directamente usando, por ejemplo tecnologia de fago filamentoso.

También se pueden producir anticuerpos que se unen especificamente a CTGF mediante induccion de la produccion
in vivo de la poblacion de linfocitos o mediante la deteccion selectiva de bibliotecas de inmunoglobulinas o paneles
de reactivos de unién altamente especificos. En los procedimientos de la invencidon se pueden construir y usar
terapéuticamente otros tipos de anticuerpos. Por ejemplo, se pueden construir anticuerpos quiméricos tal y como se
ha descrito en el documento WO 93/03151. También se pueden preparar proteinas de unién derivadas de
inmunoglobulinas y que son multivalentes y multiespecificas, tales como los “diacuerpos” descritos en el documento
WO 94/13804.

Los anticuerpos de acuerdo con la invenciéon se pueden purificar mediante procedimientos bien conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden purificar por afinidad mediante pase por una columna a la que esta
unido el CTGF. Después, los anticuerpos unidos se pueden eluir de la columna usando un tampdén con una
concentracion de sal elevada.

Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucledtidos antisentido son secuencias de nucleétidos que son complementarias de una secuencia
especifica de ADN o ARN. Una vez que se han introducid en una célula, los nucleétidos complementarios se
combinan con las secuencias naturales producidas por la célula, para formar complejos y bloquear la transcripcion o
la traduccion. Preferentemente, un oligonucleétido antisentido tiene una longitud de al menos 11 nucleétidos, pero
puede tener una longitud de al menos 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 o mas. También se pueden usar
secuencias mas largas. Las moléculas de oligonucleétidos antisentido se pueden proporcionar en un constructo de
ADN e introducir en una célula tal y como se ha descrito antes, para disminuir el nivele de los productos del gen de
CTGF en la célula.

Los oligonucleétidos antisentido pueden ser desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos o una combinaciéon de ambos.
Los oligonucledtidos se pueden sintetizar manualmente o a través de un sintetizador automatico mediante la union
covalente del extremo 5’ de un nucleétido con el extremo n3’ de otro nucleétido con enlaces internucleotidicos que
no son fosfodiéster tales como alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos, alquilfosfonotioatos, alquilfosfonatos,
fosforoamidatos, ésteres fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres carboximetilicos, carbonatos y triésteres de
fosfato.

Se pueden obtener modificaciones de la expresion génica de CRFG mediante el disefio de oligonucleétidos
antisentido que formaran diplex del control, 5 o regiones reguladoras del gen CTFG. Se prefieren los
oligonucleétidos derivados del sitio de iniciacion de la transcripcién, por ejemplo entre las posiciones -10 y +10
desde el sitio de inicio. De igual forma se puede conseguir la inhibicion usando metodologia de apareamiento de
bases en “triple hélice”. El apareamiento en triple hélice es util porque causa inhibicion de la capacidad de la doble
hélice para abrir suficientemente para la union de las polimerasas, factores de transcripcion o chaperones. En la
literatura se han descrito avances terapéuticos usando ADN de triple hélice [Nicholls, (1993)]. También se puede
disefiar un oligonucleétido antisentido para bloguear la traduccién del ARNm mediante la prevencion de la unién del
transcrito a los ribosomas.

No se necesita una complementariedad precisa para la formacion con éxito del complejo entre un oligonucleétido
antisentido y la secuencia complementaria de un polinucleétido de CTGF. Los oligonucleétidos antisentido que
comprenden, por ejemplo, 2, 3, 4, 6 5 0 mas tiras de nucledtidos contiguos que son exactamente complementarios a
un polinucledtido de CTGF, cada uno separado por una tira de nucleétidos contiguos que no son complementarios a
los nucledtidos de CTGF adyacentes, puede proporcionar suficiente especificidad diana para ARNm de CTGF.
Preferentemente, cada tira de nucle6tidos contiguos complementarios tiene una longitud de al menos 4,5, 6,7 6 8 0
mas nucledtidos. Las secuencias intermedias no complementarias tienen una longitud de, preferentemente, 1, 2, 3 6
4 nucledtidos. Un experto en la técnica puede usar facilmente el punto de fusién calculado de una par antisentido-
sentido para determinar el grado de falta de coincidencia que sera tolerado entre un oligonucleétido antisentido
concreto y una secuencia polinucleotidica de CTGF concreta. Los oligonucleétidos antisentido se pueden modificar
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sin que ello afecte a su capacidad para hibridar a un polinucleétido de CTGF. Estas modificaciones pueden ser
internas o0 en uno o0 ambos extremos de la molécula antisentido. Por ejemplo, los enlaces fosfato entre nucledsidos
se pueden modificar mediante la adicion de restos colesterilo o diamina con un namero variable de residuos de
carbono entre los grupos amino y la ribosa terminal. Las bases y/o azlicares modificados, como arabinosa en lugar
de ribosa, o un oligonucleétido sustituido en 3’, 5’ en el que el grupo 3’hidroxilo o el grupo 5'fosfato estan sustituidos,
también se pueden emplear en un oligonucledtido antisentido modificado. Estos oligonucleétidos modificados se
pueden preparar mediante procedimientos bien conocidos en la técnica.

Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN con actividad catalitica [Uhlmann, (1987)]. Las ribozimas se pueden usar para
inhibir la funcién génica mediante la escision de una secuencia de ARN tal y como se conoce en la técnica. El
mecanismo de la accién de las ribozimas implica la hibridacién especifica de secuencia de la molécula de ribozima
al ARN diana complementario, seguida por escisién endonucleolitica. Entre los ejemplos se incluyen moléculas de
ribozima con motivo en cabeza de martillo sometidas a ingenieria, que se pueden catalizar especifica y eficazmente
la escision endonucleolitica de secuencias nucleotidicas especificas. La secuencia codificadora de un polinucleétido
de DRD3 se puede usar para generar ribozimas que se unirdn especificamente al ARNm transcrito a partir de un
polinucleétido de CTGF. En la técnica se han desarrollado y descrito procedimientos para disefiar u construir
ribozimas que pueden escindir otras moléculas de ARN en trans de un modo altamente especifico de secuencia. Por
ejemplo la actividad de escision de las ribozimas puede dirigirse a ARN especificos mediante ingenieria de una
pequefia region de “hibridacion” en la ribozima. La regién de hibridacion contiene una secuencia complementaria al
ARN diana y, por tanto, hibrida especificamente con el ARN diana.

Se pueden identificar sitios especificos de escision por ribozima dentro de un ARN de CTGF diana mediante barrido
de la molécula diana para buscar sitios de escision por ribozimas que incluyan las secuencias siguientes: GUA, GUU
y GUC. Una vez identificadas, las cortas secuencias de ARN de entre 15 y 20 ribonucle6tidos correspondientes a la
region de ARN diana que contiene el sitio de escision se pueden evaluar para determinar caracteristicas
estructurales secundarias que pueden convertir la diana en inoperable. La idoneidad de los ARN de CTGF diana
también se puede evaluar mediante el andlisis de accesibilidad a la hibridacion con oligonucleétidos
complementarios usando ensayos de proteccion de ribonucleasa. Las secuencias nucleotidicas que se muestran en
la SEC ID N° 1 y su complementaria proporcionan fuentes de secuencias con regiones de hibridacién adecuadas.
Las secuencias de complementariedad mas largas se pueden usar para incrementar la afinidad de la secuencia de
hibridaciéon para la diana. Las regiones de hibridacion y de escision de la ribozima pueden estar integramente
relacionadas de modo que, tras la hibridacién al ARN diana mediante las regiones complementarias, la region
catalitica de la ribozima puede escindir la diana.

Las ribozimas se pueden introducir en células como parte de una construccion de ADN. Los procedimientos
mecanicos, como microinyeccion, transfeccion mediada por liposomas, electroporacidn o precipitacién con fosfato
célcico, se pueden usar para introducir una construccién de ADN que contenga ribozima en las células en las que se
desea disminuir la expresion de CTGF. Como alternativa, si se desea que las células conserven de forma estable la
construccion de ADN, la construccion se puede suministrar en un plasmido y mantener como elemento separado o
integrado en el genoma de las células, como se conoce en la técnica. Una construccién de ADN codificador de
ribozima puede incluir elementos reguladores de la transcripcién, como un elemento promotor, un potenciador o
elemento UAS y una sefial de terminacion de la transcripcion, para controlar la transcripcion de ribozimas en las
células (documento U.S. 5.641.673). Las ribozimas también se pueden someter a ingenieria para proporcionar un
nivel adicional de regulacion, de modo que la destruccion de ARNm sélo se produzca cuando en las células se
induzcan el gen de una ribozima como de una diana.

Ensayos para CTGF y bioactividad de CTGF

La presencia de ARN/ARN/proteina de CTGF en tejido y liquidos corporales se determina mediante tecnologias de
inmunoensayo convencionales como ELISA, RIA etc. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT PCR).

CTGF ELISA: : Niveles de CTGF en sobrenadantes en cultivo, plasma sanguineo y orina se miden usando un ELISA
de tipo sandwich que detecta CTGF entero y el fragmento terminal de NH2 del CTGF que persiste en los fluidos
corporales y los sobrenadantes de los cultivos celulares tras la escisién proteolitica del dominio bisagra.

PCR en tiempo real de CTGF: Para la confirmacion de la expresion del ARNm del CTGF se usa qRT-PCR. EI ADNc
obtenido mediante transcripcion inversa del ARN total tratado con ADNasa de cada muestra usando cebado de
hexameros aleatorio en reacciones de 50 microlitros de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (kit de
reactivo de transcripcion inversa TagMan; Applied Biosystems, Foster City, CA). La gRT-PCR procede usando el
sistema de deteccion Prism 7900HT de Applied Biosystems. Los valores de expresion se normalizan con la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa humana. Los cebadores para la qRT-PCR se disefian usando Primer
Express version 2.0.0 (Applied Biosystems) y se analizan para confirmar el tamafio adecuado del producto y las
concentraciones éptimas.
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Unién de CTGF a alfa frente a beta 3: Las plaquetas se diluyen en tampén de unién (consistente en HEPES 0,05M,
pH 7,4 y MnCl; 5 mM) a una concentracién de 1,5 x 10° plaquetas humanas 0 5 x 10 Elaquetas de rata/100 pl. Las
plaguetas (100 pl) se incuban con concentraciones crecientes de CTGF marcado con 123 en un volumen total de 250
ul de tampon de unién. Tras una incubacién de 90 minutos a temperatura ambiente, las muestras se filtran en 34
papel de fibra de vidrio (Schleicher & Schuell, Keene, NH), después se lavan tres veces con 3 ml de Tris-HCI 0,05M,
pH 7,4 y NaCl 0,154M en un cosechador celular Brandel de 30 pocillos (Gaithersburg, MD). Los filtros se empapan
previamente durante 1 hora en tampon de lavado que contiene leche desgrasada seca al 5 % (Carnation, Nestlé,
Don Mills, Ontario, Canada) para reducir la adsorcién inespecifica. La radioactividad se cuenta en un contador
gamma con una eficiencia del 80 %. Las curvas de competicién se analizan mediante la ecuacién de Hill. En estas
condiciones se obtiene de forma consistente una sefial de 5.000 a 15.000 cpm para la unién especifica. La unién
inespecifica se mide en presencia de EDTA 10Mm y fue menos del 0,4 % de la radiactividad total.

Unién de CTGF a LPR: Una preparaciéon de membranas celulares en bruto-células BMS2 se cultivan hasta la
confluencia en frascos rotatorios y después se disocian con EDTA 5 mM en PBS de Dulbecco sin calcio y magnesio.
Los precipitados celulares se recogen mediante centrifugacién y se lavan. Las células se suspenden en tampon
fosfato hipoténico (NaP04 7,5 Mm, a pH 7,2) y se incuban 10 minutos en hielo. Las membranas se rompen mediante
sonicacion y los nucleos se estabilizaron en tampoén que contiene NaPO4 10 mM, a pH 7,2, NaCl 10 mM y MgCl, 3
mM. Los nucleos y las células enteras se eliminan mediante centrifugacion durante 5 minutos a 800 x g y se recogio
el sobrenadante. El sobrenadante se centrifuga sobre un cojin de sacarosa al 45 % en PBS de Dulbecco, a pH 7,2,
durante 1 hora a 24.000 x g. La fraccibn de membrana localizada en la interfaz de sacarosa/PBS se recoge
cuidadosamente, se diluye y se concentra mediante centrifugacion a 100.000 x g durante 15 minutos. El precipitado
en la membrana se resuspende en PBS de Dulbecco y el contenido proteico se estima con el reactivo de Pierce
BCA contra un patrén de albumina (Pierce Chemical Co.). A partir de una preparacion de 109 células estimadas, con
frecuencia se obtienen 10-20 mg de proteina de membrana en bruto.

Las preparaciones de proteina de membrana (5 pg cada una) se solubilizan en TritonTM X-100 al 0,2 %, glicerol al
20 % en PBS de Dulbecco (Tampén A) y el material insoluble se elimina mediante centrifugacion (14.0000 x g)
durante 10 minutos a 4 °C. Las fracciones de la columna de afinidad se usan directamente en el ensayo de unioén en
solucién (10 pl/fraccion). Las muestras se incuban con 128 _thCTGF 0,2 nM durante 3-4 horas. El reticulador, BS3, se
afiade hasta una concentracién final de 0,5 mM y la reaccién procedié a temperatura ambiente durante 15 minutos.
El tampdn de muestra en gel se afiade a cada muestra, después, las muestras se calientan durante 2 minutos a 100
°C y se aplica a SDS-PAGE al 5 %. Tras la electroforesis, los geles se secan y analizan mediante autorradiografia.

Indicaciones terapéuticas y procedimientos

El presente solicitante ha descubierto que el CTGF se expresa en diversos tejidos humanos.
Enfermedades cardiovasculares

El CTGF humano o de rata tiene una expresion elevada en los siguientes tejidos cardiovasculares relacionados: La
expresion en los tejidos mencionados anteriormente demuestra que el CTGF humano o el ARNm se pueden usar
para diagnostica enfermedades cardiovasculares. Ademas, la actividad del CTGF humano se puede modular para
tratar las enfermedades cardiovasculares.

Insuficiencia cardiaca se define como un estado fisiopatolégico en el que una anomalia de la funcién cardiaca es
responsable del fallo de bombeo de sangre del corazén a una velocidad proporcionar a lo que requiere el tejido
metabolizante. Incluye todas las formas de fallos de bombeo, tales como gasto cardiaco elevado y gasto cardiaco
bajo, agudo y cronico, lateral derecho o lateral izquierdo, sistolico o diastélico, independiente de la causa
subyacente.

Generalmente, el infarto de miocardio (IM) esta causado por una brusca disminucién del flujo de sangre coronaria
que sigue a una oclusién tromboética de una arteria coronaria previamente estrechada por arterioesclerosis. Se
incluye la profilaxis de IM (prevencion primaria y secundaria), asi como el tratamiento agudo del IM y la prevencion
de complicaciones.

Las enfermedades isquémicas son afecciones en las que el flujo coronario esta restringido, lo que tiene como
resultado una perfusién inadecuada para cumplir el requisito miocardico de oxigeno. Este grupo de enfermedades
incluye angina estable, angina inestable e isquemia asintomatica.

En arritmias se incluyen todas las formas de taquiarritmias auriculares y ventriculares, taquicardia auricular, aleteo
auricular, fibrilacion auricular, taquicardia de reentrada auriculoventricular, sindrome de preexcitacion, taquicardia
ventricular, aleteo ventricular, fibrilacion ventricular, asi como formas bradicardicas de arritmias.

Las enfermedades vasculares de hipertension incluyen hipertension arterial primaria, asi como todos los tipos de
hipertensién arterial secundaria, renales, endocrinas, neurogénicas, o de otro tipo. Los genes se pueden usar como
dianas farmacolégicas para el tratamiento de la hipertension, asi como para la prevencion de todas las
complicaciones que surgen por enfermedades cardiovasculares.
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Las enfermedades vasculares periféricas se definen como enfermedades vasculares en las que el flujo arterial y/o
venoso se reduce, lo que tiene como resultado un desequilibrio entre el suministro de sangre y la demanda de
oxigeno del tejido. Incluye enfermedad oclusiva arterial periférica cronica (EOAP), trombosis arterial aguda y
embolia, trastornos vasculares inflamatorias, fenémeno de Raynaud y trastornos venosos.

La aterosclerosis es una enfermedad cardiovascular en la que la pared vascular se remodela, lo que compromente
la luz del vaso. El proceso de remodelado aterosclerético implica la acumulaciéon de células, tanto células de
musculo liso como células inflamatorias monocitos/macréfagos, en la intima de la pared vascular. Estas células
captan liquido, probablemente de la circulacion, para formar una lesién aterosclerética madura. Aunque la formacién
de estas lesiones es un proceso crénico que se produce durante décadas de la vida de un dulto humano, la mayoria
de la morbididad asociada con la aterosclerosis se produce cuando una lesibn se rompe y libera residuos
trombogénicos que ocluye rapidamente la arteria. Cuando se produce dicho acontecimiento agudo en la arteria
coronaria se puede provocar infarto de miocardio y, en el peor caso, puede dar lugar a la muerte del paciente.

Se puede considerar que la formacion de la lesion aterosclerética se produce en cinco etapas solapantes, tales
como migracion, acumulacioén de lipidos, reclutamiento de células inflamatorias, proliferacion de células de misculo
liso vascular y depésito de matriz extracelular. Se puede demostrar que cada uno de estos procesos se produce en
modelos de ser humano y animales de aterosclerosis, pero la contribucion relativa de cada uno a la patologia y el
significado clinico de la lesién no estan claros.

Por tanto, existe la necesidad de procedimientos y agentes terapéuticos para tratar las patologias cardiovasculares,
tales como aterosclerosis y otras afecciones relacionadas con la enfermedad de las arterias coronarias.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen, entre otras, trastornos del corazén y del sistema vascular, como
insuficiencia congestiva cardiaca, infarto de miocardio, enfermedades isquémicas del corazén, todos los tipos de
arritmias auriculares y ventriculares, enfermedades vasculares de hipertension, enfermedades vasculares periféricas
y aterosclerosis.

Niveles demasiado altos o demasiado bajos de grasas en la circulacion sanguinea, especialmente colesterol,
pueden producir problemas a largo plazo. El riesgo de desarrollar aterosclerosis y enfermedad de las arterias
coronarias o de las arterias carétidas (y, por tanto, el riesgo de tener un ataque cardiaco o ictus) aumenta cuando lo
hace el nivel de colesterol total. No obstante, los niveles extremadamente bajos de colesterol pueden no ser sanos.
Ejemplos de trastornos del metabolismo de los lipidos son hiperlipidemia (niveles anormalmente altos de grasas
(colesterol, triglicéridos o0 ambos) en sangre, se pueden deber a antecedentes familiares de hiperlipidemia, obesidad,
una dieta rica en grasa, falta de ejercicio, consumo de alcohol moderado o alto, tabaquismo, diabetes mal controlada
y glandula tiroides hipoactiva), hiperlipidemias hereditarias (hiperlipoproteinemia de tipo | (hiperquilomicronemia
familiar), hiperlipoproteinemia de tipo Il (hipercolesterolemia familiar), hiperlipoproteinemia de tipo |lll,
hiperlipoproteinemia de tipo IV o hiperlipoproteinemia de tipo V), hipolipoproteinemia, lipidosis (producida por
anomalias en las enzimas que metabolizan las grasas), enfermedad de Gaucher, enfermedad de Niemann Pick,
enfermedad de Fabry, enfermedad de Wolman, xantomatosis cerebrotendinosa, sitosterolemia, enfermedad de
Refsum o enfermedad de Tay Sachs.

Los trastornos renales pueden producir hiper o hipotension. Ejemplos de problemas renales que posiblemente
conducen a hipertensién son estenosis de las arterias renales, pielonefritis, glomerulonefritis, tumores renales,
enfermedad renal poliquistica, lesién en el rifion o radioterapia que afecta al rifion. Una micciéon excesiva puede
conducir a hipotensién.

Aplicaciones

La presente invencién proporciona CTGF para procedimiento diagnésticos de hipertension pulmonar.

Diagndsticos

Un ejemplo describe el CTGF como biomarcador para uso diagnoéstico de la hipertensién pulmonar. El uso de CTGF
como biomarcador en diagndsticos se basa en la comparacién de los niveles de CTGF en una muestra biologica de
un mamifero enfermo con el nivel de CTGF en una muestra control de un mamifero sano o normal. Si el nivel de
CTGF en el mamifero enfermo difiere el nivel de CTGF en un mamifero normal o sano, se diagnostica al mamifero
enfermo una enfermedad asociada con un nivel de CTGF alterado. Ademas, la comparacion de los niveles de CTGF
de una muestra biolégica de un mamifero enfermo con los niveles de CTGF de las muestras control de mamiferos
con una enfermedad asociada con CTGF diagnosticado diferentes etapas o gravedad de dicha enfermedad permite
el diagnéstico de una enfermedad asociada con CTGF de dicho primer mamifero enfermo y especificando la
gravedad de la enfermedad asociada con CTGF. La muestra biolégica se toma del tejido analogo o fluido corporal
que la muestra control.

Los valores normales o estandar de la expresion de CTGF se establecen usando muestras control de sujetos
mamifero sanos o enfermos. Se puede obtener una muestra control recogiendo fluidos corporales separados o
combinados o extractos celulares tomados de sujetos mamifero sanos, preferentemente seres humanos, y se
alcanzan cifras estadisticas relevantes. Para obtener el nivel de CTGF normal o estandar de las muestras control,
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las muestras se sometieron a procedimientos de deteccidon adecuados para detectar polipéptido, polinucleétido o
actividad de CTGF. La determinacion de los niveles de CTGF en un mamifero sometido a diagnostico se realiza de
forma andloga recogiendo una muestra biolégica de dicho mamifero. Las cantidades de niveles de CTGF en
muestras biolégicas de un mamifero sometido a diagnéstico se comparan con los valores normales o estandar
medidos de una muestra control. La desviacién entre el valor estandar (determinado de la muestra control) y el valor
sujeto (determinado de la muestra biologica) establece los parametros para diagnosticar la enfermedad. La
cuantificacion absoluta de los niveles de CTGF medidos de muestras biolégicas o control se puede realizar
comparando dichos valores con los valores obtenidos de un experimento en el que se usa una cantidad conocida de
un polipéptido sustancialmente purificado.

Los anticuerpos que se unen especificamente a CTGF se pueden usar para el diagndstico d etrastornos
caracterizados por la expresion del biomarcador CTGF, o en ensayos diagndsticos para monitorizar los pacientes en
tratamiento que alcanzan guia para terapia por dicha enfermedad. Tal tratamiento incluye medicacion adecuada
para tratar dicha enfermedad y el tratamiento con polipéptidos o polinucleétidos de CTGF o agonistas, antagonistas
e inhibidores de CTGF. Los anticuerpos Utiles para fines diagnosticos se pueden preparar del mismo modo que el
descrito anteriormente para terapéutica. Entre los ensayos diagnosticos para CTGF se incluyen procedimientos que
usan el anticuerpo y un marcador para detectar CTGF en fluidos del cuerpo humano o extractos de células o tejidos.
Los anticuerpos se pueden usar con o sin modificaciones y se pueden marcar mediante unién covalente o no
covalente con una molécula indicadora. En la técnica se conocen una amplia diversidad de moléculas indicadoras,
alguna de las cuales ya se han descrito anteriormente, y se pueden usar.

En la técnica se conocen varios protocolos para medir CTGF, incluidos ELISA, RIA, tecnologia de guia de onda
planar y FACS, y proporcionan la base del diagnostico de niveles alterados o andmalos de expresion de CTGF. Los
bioensayos de tecnologia de guia de onda planar estan disefiados para realizar ensayos de hibridaciéon de acido
nucleico multiplexados, reacciones de inmunoafinidad y ensayos basados en receptores de membrana con elevada
sensibilidad y selectividad. Los elementos de reconocimiento especifico para los analitos de interés estan unidos
sobre la superficie en pequefias manchas discretas; la transferencia de los elementos de reconocimiento sobre la
superficie se realiza usando una tecnologia de aplicacion puntual adecuada, que solo requiere cantidades minimas
de elementos de reconocimiento. Dicha disposicién de diferentes elementos de reconocimiento en un formato de
matriz permite la deteccién y la cuantificacion simultdneas de cientos a miles de diferentes analitos por muestra,
incluidos duplicados.

Las reacciones en micromatrices normalmente siguen un esquema tipico:

Los elementos de reconocimiento (p. €j., oligonucleétidos, ADN o anticuerpos) se aplican sobre la superficie de guia
planar quimicamente modificada con didmetros de aplicacion tipicas de 100-200 pum. Los sitios de union libres
restantes sobre la superficie estan siendo bloqueados para reducir o eliminar la unién inespecifica. En una etapa
siguiente, la muestra (p. €j., complejo ADNc marcado con fluorescencia o analito preincubado/anticuerpo marcado
con fluorescencia) se transfiere a la superficie para incubacion. El tiempo de incubacion en el que se produce un
reconocimiento selectivo y la unién entre elementos de reconocimiento y las correspondientes moléculas diana (p.
ej., hibridacion ADN-ADN o interaccion antigeno-anticuerpo) depende de la afinidad entre los analitos y los
elementos de reconocimiento inmovilizados. Los puntos fluorescentes resultantes se pueden detectar después
durante la lectura.

Debido a las imagenes resueltas lateralmente de las sefiales de fluorescencia de los puntos individuales tomadas
con una camara CCD se puede cuantificar simultdneamente una gran variedad de diferentes analitos, que
normalmente requiere volimenes de muestras en el intervalo de 15 pl. Los puntos de calibracion y de referencia
permiten la cuantificacion precisa de analitos usando solo un chip y permiten el establecimiento de respuestas a la
dosis y perfiles de actividad dependientes del tiempo [Pawlak (2002), Duveneck (2002)].

Los valores normales o estandar de la expresion de CTGF se establecen usando muestras control de sujetos
mamifero sanos o enfermos. Se puede obtener una muestra control recogiendo fluidos corporales separados o
combinados o extractos celulares tomados de sujetos mamifero sanos, preferentemente seres humanos, y se
alcanzan cifras estadisticas relevantes. Para obtener valores normales o estandar, las muestras control se combinan
con un anticuerpo frente a CTGF en condiciones adecuadas para la formacion del complejo. La cantidad de
formacion de complejo estandar se puede cuantificar mediante diversos procedimientos, preferentemente por
medios fotométricos. La determinacion de los niveles de CTGF en un mamifero sometido a diagndstico se realiza de
forma anéaloga recogiendo una muestra biol6gica de dicho mamifero, combinando dicha muestra con un anticuerpo
frente a CTGF y la determinacion de la formacién del complejo. Las cantidades de CTGF expresados en muestras
bioldgicas de un mamifero sometido a diagnéstico se comparan con los valores normales o estandar medidos de
una muestra control. La desviacion entre el valor estandar (determinado de la muestra control) y el valor sujeto
(determinado de la muestra bioldgica) establece los parametros para diagnosticar la enfermedad. La cuantificacion
absoluta de los niveles de CTGF medidos de muestras bioldgicas o control se puede realizar comparando dichos
valores con los valores obtenidos de un experimento en el que se usa una cantidad conocida de un polipéptido
sustancialmente purificado.
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En otro ejemplo, los polinucleétidos que codifican CTGF pueden usarse con fines diagnésticos. Los polinucledétidos
que pueden usarse incluyen secuencias oligonucleotidicos, moléculas complementarias de ARN y ADN y PNA. Los
polinucleétidos pueden usarse para detectar y cuantificar la expresién génica en muestras control y biolégicas en las
gue la expresién de CTGF puede correlacionarse con la enfermedad. El ensayo diagnéstico puede usarse para
distinguir entre ausencia, presencia y exceso de expresion de CTGF y para monitorizar la regulacion de los niveles
de CTGF durante la intervencion terapéutica.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican CTGF pueden usarse para el diagnéstico de enfermedades
cardiovasculares y enfermedades hematoldgicas, asociadas con la expresién de CTGF. Las secuencias
polinucleotidicas que codifican CTGF pueden usarse en analisis tipo Southern, Northern o de transferencia puntual u
otras tecnologias basadas en membrana; en tecnologias de PCR; en ensayos con tira reactiva, aguja y ELISA;
tecnologia de ADNb (tecnologia de ADN ramificado) y de guia de onda planar; y en microensayos que usan una
muestra bioldgica de mamiferos enfermos fluidos para detectar alteracion de la expresion de CTGF. Tales
procedimientos cualitativos o cuantitativos son bien conocidos en la técnica.

En un aspecto concreto, las secuencias polinucleotidicas que codifican CTGF pueden ser Utiles en ensayos que
detectan la presencia de trastornos asociados, particularmente los mencionados en lo que antecede. Las secuencias
polinucleotidicas que codifican CTGF pueden marcarse mediante procedimientos convencionales y afiadirse a una
muestra biolégica de mamiferos enfermos en condiciones adecuadas para la formacion de complejos de hibridacion.
Tras un periodo de incubacion adecuado, la muestra se lava y la sefial se cuantifica y compara con un valor
estandar. Si la cantidad de sefial en la muestra del paciente esta alterada de la de una muestra control comparable,
las secuencias nucleotidicas han hibridado con las Isecuencias nucleotidicas de la muestra y la presencia de niveles
alterados de las las secuencias nucleotidicas que codifican CTGF en la muestra indica la presencia del trastorno
asociado. Dichos ensayos también se pueden usar para evaluar la eficacia de un régimen terapéutico concreto en
estudios con animales, en ensayos clinicos o en la monitorizacién del tratamiento de un paciente individual.

Con el fin de proporcionar una base para el diagndstico de las enfermedades cardiovasculares y enfermedades
hematoldgicas asociadas con la expresién de CTGF, se establece un perfil de expresion normal o estandar. Esto se
puede conseguir combinando fluidos corporales o extractos celulares tomados de sujetos normales, animales o
humanos, con una secuencia, 0o un fragmento de la misma, que codifica CTGF, en condiciones adecuadas para la
hibridaciéon o amplificacién. La cuantificacion de los niveles de CTGF medidos de muestras biolégicas o control se
puede realizar comparando dichos valores con los valores obtenidos de un experimento en el que se usa una
cantidad conocida de un polinucleétido sustancialmente purificado. Los valores obtenidos de muestras normales
pueden compararse con los valores obtenidos de muestras de pacientes sintomaticos para un trastorno. La
desviacion de los valores estandar se usa para establecer la presencia de un trastorno.

Biomarcador
Uso de CTGF como biomarcador

Un experto en la técnica conoce varios procedimientos y dispositivos para la deteccién y analisis de los marcadores
de la presente invencion. Con respecto a los polipéptidos o las proteinas en muestras de ensayo de pacientes a
menudo se usan dispositivos y procedimientos de inmunoensayo. Estos dispositivos y procedimientos pueden usar
moléculas marcadas en varios formatos de ensayo de tipo sandwich, competitivo 0 no competitivo, para generar una
sefial que estad relacionada con la presencia o la cantidad de un analito de interés. Adicionalmente, ciertos
dispositivos y procedimientos, tales como biosensores e inmunoensayos Opticos, se pueden usar para determinar la
presencia o la cantidad de analitos sin la necesidad de una molécula marcada.

Preferentemente, los marcadores se analizan usando un inmunoensayo, aunque los expertos en la técnica conocen
bien otros procedimientos (por ejemplo, la medicién de los niveles de ARN marcador). La presencia o cantidad de un
marcador se determina, en general, usando anticuerpos especificos de cada marcador y detectando la union
especifica. Se puede usar cualquier inmunoensayo adecuado, por ejemplo inmunoensayos ligados a enzimas
(ELISA), radioinmunoensayo (RIA), ensayos de unién competitiva, tecnologia de guia de onda planar y similares. La
unién inmunolégica especifica del anticuerpo al marcador se puede detectar directa o indirectamente. Los
marcadores directos incluyen marcas fluorescentes o luminiscentes, metales, pigmentos, radiontclidos y similares,
unidas al anticuerpo. Los marcadores indirectos incluyen diversas enzimas bien conocidas en la técnica, tales como
fosfatasa alcalina, peroxidada de rabano y similares. Para un ejemplo de como se lleva a cabo este procedimiento
en una maquina, se puede usar el dispositivo biomédico RAMP, denominado Clinical Reader sup™, que usa el
procedimiento de la marca fluorescente, aunque el experto en la técnica conocerd muchas maquinas y protocolos
manuales diferentes para realizar el mismo ensayo. En el pocillo de muestras se aplica sangre entera diluida. Los
glébulos rojos se retienen en elemento de la muestra y el plasma separado migra a lo largo de la tira. Las particulas
de latex pigmentadas fluorescentes se unen al analito y se inmovilizan en la zona de deteccion. Particulas
adicionales se inmovilizan en la zona de control interno. La fluorescencia de las zonas de deteccion y de control
interno se miden en el RAMP Clinical Reader sup™ vy se calcula la proporcién entre estos valores. Esta proporcion
se usa para determinar la concentracién de analitos mediante interpolacion a partir de una curva estandar especifica
de lote suministrada por el fabricante en cada kit de prueba para cada ensayo.
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El uso de anticuerpos inmovilizados especificos para los marcadores también se contempla en la presente invencion
y es bien conocido por un experto en la técnica. Los anticuerpos podrian inmovilizarse sobre diversos soportes
sélidos, tales como particulas de matrices magnéticas o cromatograficas, la superficie de un lugar de ensayo (tal
como pocillos de microtitulacién), piezas de un material sustrato sélido (tal como plastico, nylon, papel) y similares.
Se podria preparar una tira de ensayo recubriendo el anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos en una matriz sobre
soporte solido. Esta tira podria sumergirse después en la muestra de ensayo y después procesarse rapidamente a
través de etapas de lavado y deteccion para generar una sefial mensurable, tal como un punto coloreado.

El andlisis de una pluralidad de marcadores se puede llevar a cabo por separado o simultaineamente con una
muestra de ensayo.

Varios marcadores se pueden combinar en una prueba para un procesamiento eficiente de mdltiples muestras.
Ademas, un experto en la técnica reconoceria el valor de analizar multiples muestras (por ejemplo, a puntos de
tiempo sucesivos) del mismo individuo. Dichas pruebas de muestras en serie permitiran la identificacion de cambios
en los niveles del marcador en el tiempo. Incrementos o disminuciones de los niveles del marcador, asi como la
ausencia de cambios en los niveles del marcador, proporcionarian informacién Util sobre el estado de enfermedad
que incluye, entre otros, identificar el tiempo aproximado desde el inicio del acontecimiento, la presencia y la
cantidad de tejido que se puede salvar, la idoneidad de las terapias farmacoldgicas, la eficacia de varias terapias, la
identificacion de la gravedad de la enfermedad y la identificacion del resultado del paciente, incluido el riesgo de
futuros acontecimientos.

Se puede construir un ensayo que consiste en una combinacion de los marcadores a los que se hace referencia en
la presente invencién para proporcionar informacion relevante relacionada con el diagnéstico diferencial. Tal panel
se puede construir usando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 0 mas de los marcadores individuales. El analisis de un
Unico marcador o subpoblaciones de marcadores que comprenden un panel de marcadores mas grande se podria
llevar a cabo con procedimientos descritos en la presente invencion para optimizar la sensibilidad o especificidad
clinicas en varios contextos clinicos.

El andlisis de los marcadores podria llevarse a cabo también en diversos formatos fisicos. Por ejemplo, el uso de
placas de microtitulacion o automatizacion se podria emplear para facilitar el procesamiento de un niumero grande
de muestras de ensayo. Como alternativa, se podrian desarrollar formatos sencillos para muestras, para facilitar el
tratamiento y diagnéstico inmediatos de forma rapida, por ejemplo en situaciones de transporte ambulatorio o en
urgencias. Formatos fisicos particularmente (tiles comprenden superficies que tienen una pluralidad de
localizaciones abordables pequefias para la deteccion de una pluralidad de diferentes analitos. Dichos formatos
incluyen micromatrices de proteinas o “circuitos de proteinas” y dispositivos capilares.

Los marcadores cardiacos desempefian un papel importante en la deteccion precoz y monitorizacién de enfermedad
cardiovascular. Normalmente, los marcadores de enfermedad son sustancias que se encuentran en una muestra
corporal que se pueden medir facilmente. La cantidad medida puede correlacionar con la fisiopatologia de la
enfermedad subyacente, la presencia 0 ausencia de un acontecimiento cardiaco actual o inminente, la probabilidad
de un acontecimiento cardiaco en el futuro. En pacientes que reciben tratamiento para su afeccién, la cantidad
medida también se correlacionara con la capacidad de respuesta a la terapia. Los marcadores pueden incluir niveles
elevados de presion arterial, colesterol, azlcar en sangre, homocisteina y proteina C reactiva (CRP). No obstante,
los marcadores actuales, incluso en combinacién con otras mediciones o factores de riesgo, no identifican
adecuadamente pacientes e riesgo, detectan con precision acontecimientos (es decir, ataques cardiacos) o se
correlacionan con terapia. Por ejemplo, la mitad de los pacientes no tienen niveles elevados de colesterol en suero u
otros factores de riesgo tradicionales.

El uso de marcadores en diagnostico de afecciones cardiacas se describe en, por ejemplo, Alpert y col. (2000);
Newby y col. (2001); de Lemos y col. (2002); Boersma y col. (2002); Christenson y col. (2001).

Biomarcador cardiovascular

BNP (como ejemplo para biomarcadores cardiovasculares)

El péptido natriurético de tipo B (BNP), también denominado péptido natriurético de tipo cerebral, es un péptido de 4
kDa de 32 aminoéacidos que esta implicado en el sistema de natriuresis para regular la presion arterial y el equilibrio
de los liquidos. EIl precursor del BNP se sintetiza como una molécula de 108 aminoéacidos, denominada “pre pro
BNP” que se procesa proteoliticamente en un péptido N-terminal de 76 aminoacidos (aminoacidos 1-76),
denominado "NT pro BNP” y la hormona madura de 32 aminoacidos, denominada BNP o BNP 32 (aminoéacidos 77-
108). Se ha sugerido que cada una de estas especies NT pro-BNP, BNP-32 y el pre pro BNP pueden circular en
plasma humano. Las dos formas, pre pro BNP y NT pro BNP, y los péptidos que derivan de BNP, pre pro BNP y T
pro BNP y que estan presentes en la sangre como resultado de la protedlisis de BNP, NT pro BNP y pre pro BNP, se
describen, en conjunto, como marcadores relacionados o asociados con BNP. La degradacion proteolitica de BNP y
de los péptidos relacionados con BNP también se han descrito en la literatura y estos fragmentos proteoliticos
también estan dentro del término “péptidos relacionados con BNP”. BNP y péptidos relacionados con BNP se
encuentran predominantemente en los granulos secretores de los ventriculos cardiacos y se liberan desde el
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corazon en respuesta a la expansion del volumen ventricular y a la sobrecarga de presién. Las elevaciones d elos
niveles de BNP se asocian con elevacion de las presiones auriculares y de enclavamiento pulmonar, funcién
diastolica y sistélica ventricular reducida, hipertrofia del ventriculo izquierdo e infarto de miocardio [Sagnella, (1998)].
Ademas, hay numerosos informes de concentracién elevada de BNP asociada con insuficiencia congestiva cardiaca
e insuficiencia renal. Aunque es probable que el BNP y los péptidos relacionados con BNP no sean especificos del
SCA, pueden ser marcadores sensibles del SCA porque pueden indicar no solo dafio celular por isquemia, sino
también una perturbacién del sistema natriurético asociado con SCA. El término “BNP”, como se usa en el presente
documento, se refiere a la propioa molécula de BNP de 32 aminoacidos. No obstante, un experto en la técnica
reconocera otros marcadores relacionados con el BNP también pueden servir como indicadores diagnésticos o
pronosticos en pacientes con SCA. Por ejemplo, el BNP se sintetiza como una molécula pre pro-BNP de 108
aminoacidos que se procesa proteoliticamente y se convierte en una molécula “NT pro BNP" de 76 aminoacidos y la
molécula de BNP de 32 aminoacidos. Dada su relacion con el BNP, la concentracion de la molécula NT pro-BNP
también puede proporcionar informacion diagndstica o prondstica de los pacientes. La frase “marcador relacionado
con BNP o con el péptido relacionado con BNP” se refiere a cualquier polipéptido que se origina a partir de la
molécula pre pro-BNP, aparte de la propia molécula de BNP de 32 aminoacidos. Por tanto, un marcador relacionado
0 asociado con BNP incluye la molécula NT pro-BNP, el prodominio, un fragmento de BNP que es mas pequefio que
la totalidad de la secuencia de 32 aminoacidos, un fragmento de pre pro-BNP distinto a BNP y un fragmento del
prodominio.

Clases de biomarcadores

El CTGF podria usarse como biomarcador de enfermedades cardiovasculares y enfermedades hematologicas en
diferentes clases:

Biomarcador de enfermedad: biomarcador que hace referencia a un desenlace clinico o medida de
enfermedad.

Biomarcador de eficacia: biomarcador que refleja el efecto beneficioso de un tratamiento dado.
Biomarcador de estadificacién: biomarcador que distingue entre diferentes etapas de un trastorno crénico.

Biomarcador sustituto: biomarcador que se considera un sustituto valido de una medida de desenlaces
clinicos.

Biomarcador de toxicidad: Biomarcador que indica un efecto toxicolégico de un farmaco en un sistema in vitro
0 in vivo.

Biomarcador de mecanismo: biomarcador que indica un efecto posterior de un farmaco.
Biomarcador diana: biomarcador que indica interaccién del farmaco con su diana.
Se divulga un procedimiento de uso del CTGF como biomarcador de una enfermedad, que comprende:
(a) obtencién de una muestra biolégica de un mamifero,
(b) medicion del nivel de CTGF en la muestra biolégica,
(c) obtencion de una muestra control de un mamifero,
(d) medicion del nivel de CTGF en la muestra control,
(e) comparacién del nivel de CTGF en la muestra biolégica con el nivel de CTGF en una muestra control, y

(f) diagnéstico de una enfermedad basada en el nivel de CTGF de una muestra biolégica en comparacion con
la muestra control.

La muestra bioldgica de la etapa (a) de los procedimientos es, en un ejemplo preferido, una muestra biolégica
comprendida en un grupo de muestras compuestas por una muestra de sangre, una muestra de plasma, una
muestra de suero, una muestra de tejido, una muestra de mucosa oral, una muestra de saliva, una muestra de
liquido intersticial 0 una muestra de orina. La muestra de sangre es, por ejemplo, una muestra de sangre entera, una
muestra de sangre fraccionada, una muestra de plaquetas, una muestra de neutréfilos, una muestra de leucocitos,
una muestra de glébulos blancos, una muestra de monocitos, una muestra de glébulos rojos, una muestra de
granulocitos y una muestra de eritrocitos. Una muestra de tejido es, por ejemplo, una muestra recogida de musculo,
tejido adiposo, corazén o piel.

En una divulgacion, el CTGF se usa como biomarcador de diagnéstico de una enfermedad que se asocia con
niveles alterados de CTGF. En otra divulgacion, el CTGF se usa como biomarcador para identificar un riesgo
individual de desarrollar una enfermedad o de predecir un resultado adverso en un paciente en el que se ha
diagnosticado una enfermedad.
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El uso de CTGF como bhiomarcador de enfermedad en diagnésticos se basa en la comparacién de los niveles de
CTGF en una muestra biolégica de un mamifero enfermo con el nivel de CTGF en una muestra control de un
mamifero sano o normal o un grupo de mamiferos sanos o normales. Si el nivel de CTGF en el mamifero enfermo
difiere el nivel de CTGF en un mamifero normal o sano, se diagnostica al mamifero enfermo una enfermedad
asociada con un nivel de CTGF alterado.

Ademas, usando el CTGF como biomarcador de estadificacion, los niveles de CTGF de un mamifero enfermo se
comparan con los niveles de CTGF de un mamifero con una enfermedad asociada con CTGF diagnosticado con
diferentes etapas o gravedad de dicha enfermedad, permite el diagnéstico de dicho primer mamifero enfermo
especificando la gravedad de la enfermedad asociada con CTGF.

Una muestra control puede ser una muestra tomada de un mamifero. Una muestra control puede ser una muestra
obtenida previamente de un mamifero, como un nivel de CTGF en una muestra control puede ser un nivel
predeterminado de CTGF medido en una muestra obtenida previamente. El nivel de CTGF en una muestra control o
en una muestra biolégica se puede determinar como, por ejemplo, un valor relativo y como un valor absoluto. Un
nivel de CTGF medido previamente de una muestra control puede, por ejemplo, almacenarse en una base de datos,
en una publicacién de Internet, en forma accesible por via electronica, en una publicacion. Comparando el nivel de
CTGF de una muestra biolégica con una muestra control puede realizarse comparando los valores relativos con los
valores cuantificados absolutos.

Otra realizacion es un procedimiento de uso de CTGF como biomarcador de enfermedad, eficacia o criterio de
valoracion sustituto para una terapia de hipertension pulmonar de acuerdo con la reivindicacion 1.

El uso de CTGF como biomarcador de enfermedad, de eficacia y criterio de valoracion sustituto diagndsticos se
basa en la comparacién de los niveles de CTGF en una muestra biolégica de un mamifero enfermo antes del
tratamiento (nivel en la muestra basal) con el nivel de CTGF en muestras posteriores de dicho mamifero que esta
recibiendo un tratamiento para la enfermedad. Si el nivel de CTGF en la muestra basal difiere del nivel de CTGF en
las muestras posteriores, la terapia se puede considerar un éxito. Si el nivel de CTGF en la muestra basal no difiere
o lo hace ligeramente del nivel de CTGF en las muestras posteriores, la terapia no se puede considerar un éxito. Si
la terapia no se considera un éxito, se puede considerar incrementar las dosis de la misma terapia, repetir la misma
terapia 0 administrar un tratamiento alternativo diferente de la primera terapia.

La muestra biolégica en la etapa (a) de los procedimientos se obtiene del corazén.

En una realizacion preferida, el nivel de CTGF se determina determinando el nivel del polinucleétido de CTGF.
En otra realizacion preferida, el nivel de CTGF se determina determinando el nivel del polipéptido de CTGF.
En una realizacion preferida mas, el nivel de CTGF se determina determinando el nivel de actividad de CTGF.

En una divulgacion, la enfermedad asociada con CTGF esta compuesta por un grupo de enfermedades consistentes
en enfermedades cardiovasculares, enfermedades hematoldgicas, enfermedades neuroldgicas, enfermedades
respiratorias, enfermedades gastroenteroldgicas y enfermedades uroldgicas. En un ejemplo mas preferido, la
enfermedad cardiovascular asociada con el CTGF estd comprendida en un grupo de enfermedades que consisten
en insuficiencia congestiva cardiaca, hipertensién pulmonar, disfunciéon del ventriculo izquierdo y disfuncién del
ventriculo derecho, infarto de miocardio, oclusién coronaria, enfermedad cardiaca isquémica, trastorno de hipertrofia
cardiaca, trastornos de fibrosis cardiaca.

En una realizacién preferida de la invencion, el mamifero es un ser humano.

En una realizacion preferida de la invencidn, el nivel de CTGF de la muestra biolégica es elevado en comparacion
con el de la muestra control.

Otra realizacién de la presente invencién prefiere el uso de CTGF en combinacién con el uso de uno o0 mas
biomarcadores, mas preferentemente con biomarcadores usados en el diagnéstico de enfermedades asociadas con
el CTGF.

En una realizacion preferida de la invencion, el uso de CTGF se combina con el uso de uno o mas biomarcadores
gue estan comprendidos en un grupo de biomarcadores compuestos por CRTAC, PRSS23, FN1, LTBP2, TGFB2,
NPR3, BNP, ANP, Troponina, CRP, Mioglobina, CK-MB y metabolitos.

En una realizacion preferida adicional, el uso de CTGF se combina con el uso de uno o mas biomarcadores clinicos
que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores compuestos por presion arterial, frecuencia cardiaca,
presion arterial pulmonar o resistencia vascular sistémica.

En una realizacion preferida adicional, el uso de CTGF se combina con el uso de uno o mas procedimientos de
imagen diagnosticos que estan comprendidos en un grupo de procedimientos consistentes en PET (tomografia de
emision de positrones), TAC (tomografia computerizada), ultrasonidos, EPCT (tomografia computerizada por
emisioén de un solo fotdn), ecocardiografia o cardiografia por impedancia.
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En una realizacion preferida adicional, el uso de CTGF se combina con el uso de uno o mas procedimientos de
imagen diagnosticos que estan comprendidos en un grupo de procedimientos consistentes en PET (tomografia de
emision de positrones), TAC (tomografia computerizada), ultrasonidos, EPCT (tomografia computerizada por
emisiéon de un solo fotén), ecocardiografia o cardiografia por impedancia, presion arterial, frecuencia cardiaca,
presion en la arteria pulmonar, resistencia vascular sistémica, CRTAC, PRSS23, FN1, LTBP2, TGFB2, NPR3, BNP,
ANP, Troponina CRP, Mioglobina CK-MB, y metabolitos.

También se divulga un kit para identificar un riesgo individual de desarrollar una enfermedad, para predecir una
enfermedad o un resultado adverso en un paciente con diagnostico de enfermedad o para guiar una terapia en un
paciente con una enfermedad, en el que el kit comprende uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a
CTGF, medios de deteccién, uno o mas contenedores para recoger o retener la muestra biolégica y una instruccién
para su uso.

Se divulga un kit para identificar un riesgo individual de desarrollar una enfermedad, para predecir una enfermedad o
un resultado adverso en un paciente con diagnéstico de enfermedad o para guiar una terapia en un paciente con
una enfermedad, en el que el kit comprende una o mas sondas o cebadores para detectar ARNm de CTGF, medios
de deteccion, uno o0 mas contenedores para recoger o retener la muestra biolégica y una instruccién para su uso.

Se divulga un kit para identificar un riesgo individual de desarrollar una enfermedad, para predecir una enfermedad o
un resultado adverso en un paciente con diagnéstico de enfermedad o para guiar una terapia en un paciente con
una enfermedad, en el que el kit comprende uno o mas sustratos para detectar ARNm de CTGF, medios de
deteccién, uno 0 mas contenedores para recoger o retener la muestra biol6gica y una instruccion para su uso.

Determinacién de una dosis terapéuticamente eficaz

La determinacion de una dosis terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la técnica.
Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de ingrediente activo que incrementa o disminuye la
actividad de CTGF en relacién con la actividad de CTGF que se produce en ausencia de la dosis terapéuticamente
eficaz. Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente bien en ensayos
de cultivo celular o en modelos animales, normalmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo animal también
se puede usar para determinar el intervalo de concentraciones adecuado y la via de administracion. Tal informacién
se puede usar después para determinar dosis Utiles y vias de administracion en seres humanos.

La eficacia terapéutica y la toxicidad, p. ej., DEsq (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion) y la
DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacién) se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos
estandar en cultivos celulares o animales experimentales. El cociente entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el
indice terapéutico y puede expresarse en forma del cociente DLso/DEso. Se prefieren las composiciones
farmacéuticas que exhiben indices terapéuticos grandes. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y
estudios animales se usan en la formulacion de in intervalo de dosificacion para uso humano. La dosificaciéon
contenida en dichas composiciones esta, preferentemente, dentro de in intervalo de concentraciones circulantes que
incluyen la DEsg con poca 0 ninguna toxicidad. La dosificacion varia dentro de este intervalo dependiendo de la
forma de dosificacion empleada, la sensibilidad del paciente y la via de administracion. El médico determinara la
dosificacion exacta a la luz de los factores relacionados con el sujeto que requiere el tratamiento. La dosificacion y la
administracion se ajustan para proporcionar niveles suficientes del ingrediente activo o para mantener el efecto
deseado. Entre los factores que se pueden tener en cuenta se incluyen la gravedad de la enfermedad, la salud
general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, la hora y la frecuencia de administracion, la(s)
combinaciones de farmacos, las sensibilidades de la reaccion y la tolerancia/respuesta al tratamiento. Las
composiciones farmacéuticas de accion prolongada se pueden administrar cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez
cada dos semanas dependiendo de la semivida y el indice de aclaramiento de la formulacion concreta.

Las cantidades de dosificacion normales pueden variar de 0,1 microgramos a 100.000 microgramos, hasta una dosis
total de aproximadamente 1 g, en funcién de la via de administracion. En la literatura se proporcionan guias sobre
las dosificaciones y procedimientos de liberacion concretos y, en general, estan disponibles para los facultativos en
la técnica. Los expertos en la técnica emplearan diferentes formulaciones para nucleétidos que para proteinas o sus
inhibidores. De igual forma, la liberacion de polinucleétidos o polipéptidos sera especifica de células, condiciones,
localizaciones etc. particulares. Si el reactivo es un anticuerpo de cadena sencilla, se pueden construir
polinucleétidos que codifican el anticuerpo e introducir en una célula ex vivo o in vivo usando técnicas bien
establecidas, incluidas, entre otras, transferencia de ADN mediada por transferrina-polication, transfeccion con
acidos nucleicos desnudos o encapsulados, fusion celular mediada por liposomas, transporte intracelular de perlas
de latex recubiertas por ADN, fusion de protoplastos, infeccion viral, electroporacion, “disparo de gen” y transfeccién
mediada por fosfato célcico o DEAE.

Si el producto de expresion es ARNm, el reactivo es, preferentemente un oligonucleétido antisentido o un ribozima.
Los polinucleétidos que expresan oligonucledtidos antisentido o ribozimas pueden introducirse en las células
mediante diversos procedimientos, tal y como se ha descrito en lo que antecede. Preferentemente, un reactivo
reduce la expresion del gen de CTGF o la actividad de CTGF en al menos un 10%, preferentemente
aproximadamente 50%, mas preferentemente aproximadamente 75, 90, o 100%, en relacion con la ausencia del
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reactivo. La eficacia del mecanismo escogido para disminuir el nivel de expresion del gen de CTGF o la actividad de
CTGF se puede evaluar usando procedimientos bien conocidos en la técnica, como hibridacion de sondas
nucleotidicas con ARNm especifico de CTGF, RT-PCR cuantitativa, deteccién inmunolégica de CTGF o medicion de
la actividad de CTGF.

En cualquiera de las formas de realizacion descritas en lo que antecede, cualquiera de las composiciones
farmacéuticas de la invencion se puede administrar en combinacion con otros agentes terapéuticos adecuados. Un
experto ordinario en la técnica puede realizar la seleccion de los agentes adecuados para usar en terapia de
combinacién, de acuerdo con principios farmacéuticos convencionales. La combinacién de agentes terapéuticos
puede actuar sinérgicamente para efectuar el tratamiento o la prevencion de los diversos trastornos descritos en lo
que antecede. Usando este enfoque, se puede conseguir eficacia terapéutica con dosificaciones menores de cada
agente, de modo que se reduce el potencial de efectos secundarios adversos. Cualquiera de los procedimientos
terapéuticos descritos en lo que antecede pueden aplicarse a cualquier sujeto que necesite tal terapia incluidos, por
ejemplo, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, monos y, mas preferentemente, seres
humanos.

Las moléculas de acido nucleico divulgadas en la invencidon son las moléculas de acido nucleico que estan
contenidas en un grupo de moléculas de acido nucleico que consisten en (i) moléculas de acido nucleico que
codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 3 o la SEC ID Ne°: 4, (ii)
moléculas de acido nucleico que comprende la secuencia de SEC ID N° 1 o la SEC ID Ne° 2, (iii) moléculas de acido
nucleico que tiene la secuencia de SEC ID N° | o la SEC ID N° 2, (iv) moléculas de acido nucleico cuya hebra
complementaria hibrida en condiciones rigurosas con una molécula de acido nucleico de (i), (ii) o (iii), (v) moléculas
de acido nucleico cuya secuencia difiere de la secuencia de una molécula de acido nucleico de (iii) debido a la
degeneracion del cédigo genético, (vi) moléculas de &cido nucleido que tienen una identidad de secuencia de al
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99%; e (vii) en el que el polipéptido codificado por dichas moléculas de acido
nucleico de (i)-(vi) tienen actividad CTGF.

Los polipéptidos divulgados son los polipéptidos contenidos en un grupo de polipéptidos que consiste en (i)
polipéptidos que tienen la secuencia de SEC ID N° 3 O 4, (ii) polipéptidos que comprenden la secuencia de SEC ID
N° 3 o 4, (iii) polipéptidos codificados por moléculas de acido nucleico de la invencién y (iv) polipéptidos que
muestran una identidad de al menos 99%, 98%, 95%, 90% u 80% con un polipéptido de i), (ii) o (iii).

Otra divulgacion es un procedimiento de diagnéstico de una enfermedad comprendida en un grupo de enfermedades
gue consisten en enfermedades cardiovasculares y enfermedades hematologicas en un mamifero, que comprende
las etapas de (i) determinar la cantidad de polinucleétido de CTGF en una muestra tomada de dicho mamifero, (ii)
determinar la cantidad de polinucleétido de CTGF en un mamifero sano y/o enfermo. Una enfermedad se
diagnostica, por ejemplo, si existe una similitud considerable en la cantidad de polinucleétido de CTGF en dicho
mamifero en comparacion con un mamifero enfermo.

Los usos, procedimientos o composiciones de la invencién son Utiles para cada enfermedad individual comprendida
en un grupo de enfermedades que consiste en cardiovasculares y enfermedades hematolégiocas.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion sujeto. Estos ejemplos se proporcionan a modo
de ilustracién y no estan incluidos con el fin de limitar la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Busqueda de secuencias homdlogas en las bases de datos de secuencias publicas

El grado de homologia puede calcularse facilmente mediante procedimientos conocidos. Se disefian procedimientos
preferidos para determinar la homologia para dar la mayor coincidencia entre las secuencias analizadas. Los
procedimientos para determinar la homologia se codifican en programas de ordenador publicamente disponibles
tales como BestFit, BLASTP, BLASTN, y FASTA. Los programas BLAST estan disponibles publicamente del NCBI y
otras fuentes de Internet.

Para el CTGF, se identificaron los siguientes blancos de secuencias conocidas usando el algoritmo BLAST Altschul
SF, Madden TL, Schaffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ; Nucleic Acids Res 1997 Sep 1; 25(17) 3389-
402] y el siguiente grupo de parametros: matriz= BLOSUMG6?2 y filtro de baja complejidad. Se busco en las siguientes
bases de datos: NCBI (base de datos no redundantes) y la base de datos de patentes DERWENT (Geneseq).

Se encontraron los siguientes blancos:

>dbj|DD288037.1| GENES ENDOTELIALES LINFATICOS, Longitud= 7017, Puntos = 1,391e+04 bits (7017),
Prev = 0,0 Identidades = 7017/7017 (100%)

>gb|S82451.1] proteina 2 de unién al factor beta transformante de crecimiento latente [linea de células

fibroblastos, humana CC102, ARNm, 7017, Longitud= 7017, Puntos = 1,391e+04 bits (7017), Prev = 0,0
Identidades = 7017/7017 (100%)

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2383235713

>ref[NM_000428.2| proteina 2 de unién al factor beta transformante de crecimiento (CTGF) latente de Homo
sapiens, ARNm, Longitud= 8568, Puntos = 1,384e+04 bits (6982), Prev = 0,0 Identidades = 6982/7017
(100%)

>dbj|DD018049.1] Un marcador de insuficiencia cardiaca y su uso Longitud = 8657 Puntos = 1,76e+04 bits
(6940), Prev = 0,0 Identidades = 6967/697,2 (99%), Huecos = 3/6972 (0%)

>emb|CQ874661.1| Secuencia 21 de la patente WO2004075835, Longitud = 7000 Puntos = 1,369e+04 bits
(6906), Prev = 0,0 Identidades = 6954/6966 (99%), Huecos = 3/6966 (0%)

>emb|Z37976.1]JHSCTGFMR ARNm de H.sapiens para la proteina de union al factor beta transformante de
crecimiento latente (LTBP-2). Longitud = 7000 Puntos = 1,369e+04 bits (6906), Prev = 0,0 Identidades =
6954/6966 (99%), Huecos = 3/6966 (0%)

>gb|BC078659.1] ARNm de H.sapiens para la proteina 2 de union al factor beta transformante de crecimiento
(clon de ADNc MGC: 87426 IMAGE:30343778), cds completa, Longitud = 6901 Puntos = 1,361e+04 bits
(6867), Prev = 0,0 Identidades = 6897/6905 (99%), Huecos = 4/6905 (0%)

>dbj|AB209865.1] ARNm de la variante proteica de la proteina 2 de union al factor beta transformante de
crecimiento latente de Homo sapiens, Longitud= 7803, Puntos = 1,232e+04 bits (6216), Prev = 0,0
Identidades = 6228/6232 (99%)

Ejemplo 2: Andlisis antisentido

El conocimiento de la secuencia de ADNc completa y correcta que codifica CTGF permite su uso como herramienta
para la tecnologia antisentido en la investigacion de la funcion génica. Los oligonucleétidos, ADNc o fragmentos
gendémicos que comprenden la hebra antisentido de un polinucleétido que codifica CTGF se usan in Vitro o in vivo
para inhibir la traducciéon del ARNm. Tal tecnologia es en la actualidad bien conocida en la técnica y las moléculas
antisentido se pueden disefiar en varias localizaciones a lo largo de las secuencias nucleotidicas. Mediante el
tratamiento de células o de los animales experimentales completos con tales secuencias antisentido, el gen de
interés se apaga de forma eficaz. Con frecuencia, la funcién del gen se establece mediante la observacion de la
conducta a nivel intracelular, celular, tisular o del organismo (p. e€j., letalidad, pérdida de funcién diferenciada,
cambios en la morfologia, etc.).

Ademas de usar secuencias construidas para interrumpir la transcripcion de un determinado marco de lectura
abierto, se obtienen modificaciones de la expresion génica mediante el disefio de secuencias antisentido de regiones
intrénicas, elementos promotor/potenciador o, incluso, de genes reguladores de transaccion.

Ejemplo 3: Expresién de CTGF

La expresion de CTGF se consigue mediante la subclonacién de ADNc en los adecuados vectores de expresion y la
transfeccion de los vectores en huéspedes de expresion tales como, por ejemplo, E. coli. En un caso concreto, el
vector se somete a ingenieria de modo que contiene un promotor para la B-galactosidasa, en direccién 5’ del sitio de
clonacion, seguido por la secuencia que contiene el amino terminal metionina y los posteriores siete residuos de la
B-galactosidasa. Inmediatamente después de estos ocho residuos hay un promotor del bacteriéfago sometido a
ingenieria Gtil para el cebado artificial y la transcripcién y para proporcionar una serie de sitios Unicos para las
endonucleasas de restriccion para clonacion.

La induccion de la cepa bacteriana transfeccionada aislada con isopropil-b-D-tiogalactopiranésido (IPTG) usando
procedimientos estandar produce una proteina de fusidon correspondiente a los primeros siete residuos de [3-
galactosidasa, aproximadamente 15 residuos de “ligante” y el péptido codificado en el ADNc. Dado que los insertos
de clones de ADN se generan mediante procedimientos esencialmente aleatorios, existe una probabilidad del 33%
de que el ADNc incluido se encuentre en el marco de lectura correcto para su adecuada traduccion. Si el ADNc no
estd en el marco de lectura adecuado, se obtiene mediante delecién o inserciéon del nimero adecuado de bases
usando procedimientos bien conocidos, incluidos mutagénesis in Vitro, digestion con exonucleasa lll o nucleasa
mung bean o la inclusién de un ligante de oligonucleétidos de la longitud adecuada.

El ADNc de CTGF se arrastra a los otros vectores que se sabe que son Utiles para la expresién de proteinas en
huéspedes especificos. Los cebadores de oligonucledtidos que contienen sitios de clonacién, as6 como un
segmento de ADN (aproximadamente 25 bases) suficiente para hibridar con tiras en ambos extremos del ADNc
diana se sintetizan quimicamente mediante procedimientos estandar. Estos cebadores se usan a continuacion para
amplificar el segmento génico deseado mediante PCR. El segmento génico resultante se digiere con las enzimas de
restriccion adecuadas en condiciones estandar y se aisla mediante electroforesis en gel. Como alternativa se
producen segmentos génicos similares mediante digestion del ADNc con las enzimas de restriccion adecuadas.
Usando cebadores adecuados, se ligan los segmentos de la secuencia codificadora de mas de un gen y se clonan
en vectores adecuados. Es posible optimizar la expresion mediante construccién de tales secuencias quiméricas.
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Entre los huéspedes de expresién para tales moléculas quiméricas se incluye células de mamifero como células de
ovario de hamster chino (CHO) y 293 humanas, células de insecto como las células Sf9, células de levadura como
Saccharomyces cerevisiae y células bacterianas tales como E. coli. Para cada uno de estos sistemas, un vector de
expresion util también incluye un origen de replicacion que permita su propagacion en las bacterias y un marcador
seleccionable tal como el gen de resistencia antibidtica a B-lactamasa para permitir la seleccion del plasmido en la
bacteria. Ademas, el vector puede incluir un segundo marcador seleccionable tal como el gen de neomicina
fosfotransferasa, para permitir la seleccion en células huésped eucaridticas transfeccionadas. Los vectores para usar
en huéspedes de expresion eucaridticos requieren elementos para procesar ARN, tales como secuencias de 3’
poliadenilacion, si estos no forman parte del ADNc de interés.

Ademas, el vector contiene promotores o potenciadores que incrementan la expresion génica. Tales promotores son
especificos del huésped e incluyen promotores de MMTV, SV40 y metalotionina para las células CHO; promotores
trp, lac, tac y T7 para huéspedes bacterianos; y factor alfa, alcohol oxidasa y promotores PGH para levaduras.
Potenciadores de la transcripciéon, como el potenciador del virus del sarcoma de Rous, se usan en células huésped
de mamiferos. Una vez que se han obtenido cultivos homogéneos de células recombinantes mediante
procedimientos estandar de cultivo, se recuperan cantidades granes de CTGF producido de forma recombinante a
partir del medio condicionado y se analizan usando procedimientos cromatograficos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el CTGF se puede clonar en el vector de expresion pcDNA2, como se ilustra en la presente memoria
descriptiva. Este producto se puede usar para transformar, por ejemplo, HEK293 o COS mediante metodologia
estandar en la técnica. Especificamente, por ejemplo, usando transferencia génica mediada por lipofectamina (Gibco
BRL n° de catalogo 18324-020).

Ejemplo 4: Aislamiento de CTGF recombinante

El CTGF se expresa en forma de una proteina quimérica con uno o mas dominios polipeptidicos adicionales
afnadidos para facilitar la purificacion de proteinas. Tales dominios que facilitan purificacion incluyen, entre otros,
péptidos quelantes de metales tales como médulos de histidina-triptéfano que permiten la purificacion en metales
inmovilizados [Appa Rao, (1997)] y el dominio usado en el sistema de purificacion de extension/afinidad FLAGS
(Immunex Corp., Seattle, Washington.). La inclusién de una secuencia ligante escindible tal como Factor Xa o
enteroquinasa (Invitrogen, Groningen, Paises Bajos) entre el dominio de purificacion y la secuencia de CTGF es (til
para facilitar la expresion de CTGF.

El ejemplo siguiente proporciona un procedimiento para purificar CTGF.

El CTGF se genera usando el sistema de expresion en baculovirus BAC-TO-BAC (GIBCO BRL) basado en la
infeccion por el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) de células de insecto de
Spodoptera frugiperda (células Sf9).

El ADNc que codifica proteinas clonadas en el plasmido donante pFASTBAC1 o pFASTBAC-HT que contienen un
elemento de transposicion mini-Tn7. El plasmido recombinante se transforma en células competentes DH10BAC que
contiene el bacmido parental bMON14272 (ADN infeccioso de AcNPV) y un plasmido auxiliar. El elemento mini-Tn7
del donante pFASTBAC puede transponerse al sitio de unién attTn7 en el bacmico, de modo que se introduce el
gen en el genoma viral. Las colonias que contienen los bacmidos recombinantes se identifican rompiendo el gen
lacZ. A continuacion, la construccion del bacmido puede aislarse e infectarse en células de insecto (células Sf9), lo
gue tiene como resultado la produccién de particulas de baculovirus recombinantes infecciosas y la expresion de la
enzima recombinante sin condensar (pFastbacl) o la proteina de fusion CTGF-His (pFastbacHT).

Las células se recolectaron y los extractos se prepararon 24, 48 y 72 horas después de la transfeccién. La expresion
de CTGF se confirma mediante tincidon con azul de coomassie tras electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferencia Western sobre una membrana de PVDF de una SDS-PAGE sin tefiir. La
proteina de fusién proteina-His se detecta debido a la interaccién entre el conjugado Ni-NTA HRP y la marca con His
que se fusiona con CTGF.

Ejemplo 5: Produccion de anticuerpos especificos para CTGF

Se utilizan dos enfoques para elevar el nivel de anticuerpos frente a CTGF, y cada enfoque es Alti para generar
anticuerpos policlonales o monoclonales. En un enfoque, la proteina desnaturalizada de separacion HPLC de fase
inversa se obtiene en cantidades de hasta 75 mg. Esta proteina desnaturalizada se usa para inmunizar ratones o
conejos usando protocolos estandar; unos 100 pg son adecuados para la inmunizaciéon de un ratén, mientras que
hasta 1 mg podria usarse para inmunizar un conejo. Para identificar hibridomas de raton, la proteina desnaturalizada
esta radioyodada y se usa para la deteccién selectiva de posibles hibridomas de células B murinas para los que
producen anticuerpos. Este procedimiento sélo requiere cantidades pequefias de proteina, de modo que 20 mg sea
suficiente para marcar y seleccionar varios miles de clones.

En el segundo enfoque, la secuencia de aminoacidos de un dominio de CTGF adecuado, tal y como se deduce de la
traduccion del ADNc, se analiza para determinar las regiones de alta antigenicidad. Los oligopéptidos que
comprenden regiones hidrofilicas adecuadas se sintetiza y usan en protocolos de inmunizacién adecuados para
generar anticuerpos. Las secuencias de aminoacidos oOptimas para la inmunizacién normalmente estan en el
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extremo C, el extremo N y los lugares intermedios, regiones hidrofilicas del polipéptido con una probabilidad mayor
de exponerse al ambiente externo cuando la proteina se encuentra en su conformacién natural.

Normalmente, péptidos seleccionados, de una longitud de aproximadamente 15 residuos, se sintetizan usando
Applied Biosystems Peptide Synthesizer Model 431A mediante quimica fmoc y acoplados a hemocianina de lapa
californiana (KLH; Sigma, St. Louis, MO) mediante la reaccion con éster de M-maleimiidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida, MBS. Si es necesario, se introducird una cisteina en el extremo N del péptido para permitir el
coplamiento a KLH. Los conejos se inmunizan con el complejo péptido-KLH en adyuvante completo de Freund. Los
antisueros resultantes son analizados para determinar la actividad antipeptidica mediante la unién del péptido a
plastico, el bloqueo con 1% de seroalbimina bovina, la reaccién con antisuero, el lavado y la reacciéon con anti-lgG
de conejo de cabra especifica, purificada por afinidad y marcada (radiactiva o fluorescente).

Los hibridomas se preparan y someten a deteccion selectiva usando técnicas estandar. Los hibridomas de interés se
detectan mediante deteccion selectiva con CTGF marcador para identificar las proteinas de fusion que producen el
anticuerpo monoclonal con la especificidad deseada. En un protocolo tipico, pocillos de placas (FAST; Becton-
Dickinson, Palo Alto, CA) se revisten durante la incubaciéon con anticuerpos de conejo anti-raton (o anti-especies
adecuadas 1 g) especificos y purificados por afinidad a 10 mg/ml. Los pocillos revestidos se bloquean con 1% de
seroalbumina bovina (BSA), se lavaron y se incubaron con sobrenadantes procedentes de hibridomas. Después de
lavar, los pocillos se incuban con CTGF marcado a 1 mg/ml. Los sobrenadantes con anticuerpos especificos se
unen a mas CTGF marcado de lo que se detecta en el fondo. A continuacion, los clones que producen anticuerpos
especificos se expanden y someten a dos ciclos de clonacién a dilucién limite. Los hibridomas clonados se inyectan
en ratones tratados con pristano para producir ascitis y el anticuerpo monoclonal se purifica a partir del fluido ascitico
del ratén mediante cromatografia de afinidad en la proteina A. Los anticuerpos monoclonales con afinidades de al
menos 10° M™, preferentemente 10° a 10" M o mas fuerte, se preparan, normalmente mediante procedimientos
estandar.

Ejemplo 6: Prueba diagnostica usando anticuerpos especificos de CTGF

Determinados anticuerpos frente a CTGF son Utiles para investigar la transduccién de sefial y el diagnostico de
enfermedades infecciosas o hereditarias que se caracterizan por diferencias en la cantidad o distribucién de CTGF o
productos posteriores (en 3’) de una cascada de sefializacién activa.

Entre las pruebas diagndsticas para CTGF se incluyen procedimientos que usan anticuerpos y un marcador para
detectar CTGF en fluidos del cuerpo humano, membranas, células, tejidos o extractos de tales. Los polipéptidos y
anticuerpos de la presente invencién se usan con o sin maodificacion. Con frecuencia, los polipéptidos y anticuerpos
se marcan uniéndoles, bien covalente o no covalentemente, una sustancia que proporciona una sefal detectable. Se
conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacion y se han publicado extensamente en la
literatura cientifica y de patentes. Entre los marcadores adecuados se incluyen radionuclidos, enzimas, sustratos,
cofactores, inhibidores, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, particulas
magnéticas y similares.

En la técnica se conocen diversos protocolos para medir CTGF soluble o unido a membrana, usando anticuerpos
policlonales o monoclonales especificos para la proteina. Ejemplos incluyen ensayo de inmunosorcién ligado a
enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Se
prefiere un inmunoensayo de dos puntos basado en anticuerpos monoclonales usando anticuerpos monoclonales
reactivos a dos epitopos no interferentes sobre el CTGF, pero se puede emplear un ensayo de unién competitiva.

Ejemplo 7: Purificacion de CTGF nativo usando anticuerpos especificos

El CTGF nativo o recombinante se purifica mediante cromatografia de inmunoafinidad usando anticuerpos
especificos de CTGF. En general, una columna de inmunoafinidad se construye mediante acoplamiento covalente
del anticuerpo anti-TRH a una resina cromatografica activada.

Las inmunoglobulinas policlonales se preparan a partir de suero inmunitario bien mediante precipitacion con sulfato
amoénico bien mediante purificacion en proteina A inmovilizada (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway N.J.).
Asimismo, los anticuerpos monoclonales se preparan a partir de fluido de asicitis de ratdn mediante precipitacion en
sulfato amonico o cromatografia en proteina A inmovilizada. La inmunoglobulina parcialmente purificada esta unida
covalentemente a una resina cromatografica tal como Sefarosa activada por CnBr (Pharmacia LKB Biotechnology).
El anticuerpo esta acoplado a la resina, la resina esta bloqueada y la resina derivada se lava de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Dichas columnas de inmunoafinidad se usan en la purificacién de CTGF preparando una fraccion a partir de células
gue contienen CTGF en una forma soluble. Esta preparacion deriva mediante solubilizacién de células enteras o de
una fraccion subcelular obtenida mediante centrifugacion diferencial (con o sin la adicién de detergente) o mediante
otros procedimientos bien conocidos en la técnica. Como alternativa, el CTGF soluble que contiene una secuencia
de sefial se secreta en una cantidad util en el medio en el que crecen las células.
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Una preparacion que contiene CTGF soluble se pasa por la columna de inmunoafinidad y la columna se lava en
condiciones que permitan la absorbancia preferencial de CTGF (p. e€j., tampones de elevada fuerza ionica en
presencia de detergente). A continuacion, la columna eluye en condiciones que alteran la unién anticuerpo/proteina
(p. €j., un tampdn de pH 2-3 o una concentracion elevada de un caotropo tal como urea o ion tiocianato) y se recoge
el CTGF.

Ejemplo 8: Deteccion selectiva del farmaco

Esta invencién es particularmente Gtil para la deteccion selectiva de compuestos terapéuticos mediante el uso de
CTGF o de fragmentos del mismo en cualquiera de una variedad de técnicas de deteccion selectiva de farmacos.

El ejemplo siguiente proporciona un sistema de deteccion selectiva de farmacos midiendo el CTGF.

La proteina de fusién proteina recombinante-His se puede purificar a partir del lisado bruto mediante cromatografia
por afinidad metélica usando agarosa Ni-NTA Esto permite la retencidn especifica del material recombinante (dado
gue esta fusionado con la marca His), mientras que se eliminan las proteinas de insecto enddgenas. El material
recombinante se eluye después mediante competicién con imidazol.

La expresion de la proteina de CTGF en tejidos, homogeneizados de tejido y fluidos corporales, incluyendo plasmay
suero, se puede medir mediante estrategias basadas en anticuerpos, por ejemplo mediante tecnologia de ELISA o
transferencia Western/Inmunofluorescencia. En la literatura se ha descrito un anticuerpo policlonal generado contra
el CTGF de longitud total [Vehvilainen y col. (2003)].

Ejemplo 9: Disefio racional de farmaco

El objetivo del disefio racional de un farmaco es producir analogos estructurales de polipéptidos de interés
biolbgicamente activos o de moléculas pequefias con las que interaccionan, agonistas, antagonistas o inhibidores.
Cualquiera de estos ejemplos se usan para crear fArmacos que sean mas activos o formas estables del polipéptido o
gue potencian o interfieren con la funcién de un polipéptido in vivo.

En un enfoque, la estructura tridimensional de una proteina de interés, o de un complejo proteina-inhibidor, se
determina mediante cristalografia por rayos x, modelizacion por ordenador 0, mas normalmente, mediante una
combinacién de los dos enfoques. Deben establecerse tanto la forma como las cargas del polipéptido para elucidar
la estructura y determinar los sitio(s) activos de la molécula. Con menos frecuencia, se obtiene informacion Util sobre
la estructura de un polipéptido mediante modelizaciéon basada en la estructura de proteinas homélogas. En ambos
casos se usa informacion estructural relevante para disefiar inhibidores eficaces. Entre los ejemplos Utiles de disefio
racional de farmacos se incluyen moléculas que tienen mejor actividad o estabilidad o que actian como inhibidores,
agonistas o antagonistas de péptidos nativos.

También es posible aislar un anticuerpo especifico de diana seleccionado mediante ensayo funcional, tal y como se
ha descrito en lo que antecede, y, después, resolver su estructura de cristal. Este enfoque, en principio, da un nucleo
de farmaco en el que se basa el posterior disefio del farmaco. Es posible eludir la cristalografia de proteinas
totalmente generando anticuerpos antiidiotipicos (anti-ids) frente a un anticuerpo funcional farmacolégicamente
activo. Como imagen especular de una imagen especular, cabe esperar que el sitio de union del anti-ids sea un
analogo el receptor original. A continuacion, el anti-ids se usa para identificar y aislar péptidos a partir de bancos de
péptidos producidos quimica o biolégicamente. Los péptidos aislados actian después como el ndcleo del farmaco.

En virtud de la presente invencion, esta disponible suficiente cantidad de polipéptido para realizar tales estudios
analiticos como la cristalografia de rayos X. Ademas, el conocimiento de la secuencia de aminoacidos de CTGF
proporcionada en la presente memoria descriptiva proporciona guias para los que emplean técnicas de modelizacion
en lugar de o ademas de cristalografia de rayos X.

Ejemplo 10: Identificacion de otros miembros del complejo de transduccion de sefial

El CTGF marcado es util como reactivo para la purificacion de moléculas con las que interacciona. En una forma de
realizacién de purificacion por afinidad, el CTGF esta acoplado covalentemente a una columna de cromatografia. El
extracto sin células derivado de células sinoviales o de posibles células diana se pasa por la columna y las
moléculas con la afinidad adecuada se unen al CTGF. El complejo CTGF se recupera de la columna y el ligando de
unién a CTGF se disocia y se somete a secuenciacion proteina en el extremo N. La informacion sobre la secuencia
de aminoacidos se usa para identificar la molécula capturada o disefiar sondas oligonucleotidicas degeneradas para
la clonacién del gen relevante a partir de una biblioteca adecuada de ADNc. En un procedimiento alternativo se
generan anticuerpos frente a CTGF, especificamente anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se
someten a deteccidn selectiva para identificar aquéllos que inhiben la unién del CTGF marcado. A continuacion,
estos anticuerpos monoclonales se usan terapéuticamente.

Ejemplo 11: Uso y administracién de anticuerpos, inhibidores o antagonistas

Anticuerpos, inhibidores o antagonistas de CTGF u otros tratamientos y compuestos limitantes de la transduccién de
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sefial (LTS) proporcionan diferentes efectos cuando se administran terapéuticamente. Los LTS se formulan en un
medio transportador acuoso no téxico, inerte y farmacéuticamente aceptable, preferentemente a un pH de
aproximadamente 5 a 8, mas preferentemente de 6 a 8, aunque el pH puede variar de acuerdo con las
caracteristicas del anticuerpo, inhibidor o antagonista que se esta formulando y la afeccién que se va a tratar. Las
caracteristicas de los LTS incluyen solubilidad de la molécula, su semivida y antigenicidad/inmunogeneicidad. Estas
y otras caracteristicas ayudan a definir un transportador eficaz. Las proteinas humanas nativas se prefieren como
LTS, pero las moléculas organicas o sintéticas resultantes de detecciones selectivas de farmacos son igualmente
eficaces en situaciones concretas.

Los LTS se liberan mediante vias de administracién conocidas, incluidas, entre otras, cremas y geles tépicos;
pulverizador y aerosol transmucosos; parches y vendas transdérmicas; formulaciones inyectables, intravenosas y de
lavado; y liquidos y pildoras de administracion oral formuladas particularmente para que resistan el acido y las
enzimas del estdbmago. La formulacion concreta, la dosificacion exacta y la via de administracion lo determina el
médico que atienda al paciente y varian de acuerdo con cada situacion especifica.

Tales determinaciones se realizan considerando mudltiples variables, como la afecciéon que se va a tratar, los LTS
gue se van a administrar y el perfil farmacocinético de un LTS concreto. Factores adicionales que se toman en
cuenta incluyen la gravedad de la enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la
dieta, la hora y la frecuencia de administracion, del LTS, la posible combinacién con farmacos, las sensibilidades de
la reaccion y la tolerancia/respuesta al tratamiento. Las composiciones LTS de accién prolongada podrian
administrarse cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y el indice de
aclaramiento del LTS concreto..

Las cantidades de dosificacién normales varian de 0,1 ug 10° Hg, hasta una dosis total de aproximadamente 1 g, en
funcién de la via de administracion.

En la literatura se proporcionan guias sobre dosificaciones y procedimientos de liberacion concretos, véanse las
patentes de EE.UU. n° 4,657,760, 5,206,344 o 5,225,212. Los expertos en la técnica emplean diferentes
formulaciones para diferentes LTS. La administracion a células tal como células nerviosas necesita la liberacion de
un modo diferente a otras células tales como células endoteliales vasculares.

Se contempla que transduccion anémala de la sefial, traumatismos o enfermedades que desencadenan la actividad
de CTGF se pueden tratar con LTS. Estas afecciones o enfermedades se diagnostican especificamente mediante
las pruebas tratadas en lo que antecede y tales pruebas se realizaran en los casos con sospecha de infeccion virica,
bacteriana o flngica, respuestas alérgicas, lesiones mecanicas asociadas con traumatismos, enfermedades
hereditarias, linfoma o carcinoma, u otras afecciones que activan los genes de los tejidos linfoide o neuronal.

Ejemplo 12 : Produccion de animales transgénicos no humanos

Se producen sistemas con modelos de animales que provocan los papeles fisioldgico y conductual del CTGF
mediante la creacidon de animales transgénicos no humanos en los que la actividad de CTGF se incrementa o
disminuye o la secuencia de aminoacidos del CTGF expresado esta alterada, mediante diversas técnicas. Ejemplos
de estas técnicas incluyen, entre otras: 1) insercion de versiones normal o mutante del ADN que codifica CTGF,
mediante microinyeccion, electroporacion, transfeccion retroviral u otros medios bien conocidos para los expertos en
la técnica, en embriones fertilizados adecuadamente con le fin de producir un animal transgénico o 2) recombinacion
homéloga de versiones mutantes o normales, humanas o animales d estos genes con el locus del gen nativo en
animales transgénicos para alterar la regulacion de la expresién de la estructura de estas secuencias de CTGF. La
técnica de recombinacidon homologa es bien conocida en la técnica. Sustituye el gen nativo con el gen insertado vy,
por tanto, es util para producir un animal que no puede expresar los CTGF nativos, pero si expresa, por ejemplo un
mutante de CTGF insertado, que ha sustituido el CTGF nativo en el genoma del animal por recombinacion,
resultante en la subexpresion del transportador. La microinyeccion afiade genes al genoma, pero no los elimina, y la
técnica es util para producir un animal que exprese su propio y afiadido CTGF, que tiene como resultado la
sobreexpresion del CTGF.

Otro medio disponible para producir un animal transgénico, con un ratén como ejemplo, es el siguiente: Ratones
hembra se aparean y los huevos fertilizados resultantes se sacan de los oviductos. Los huevos se almacenan en un
medio adecuado, tal como medio con cloruro de cesio 2M. EI ADN o ADNc que codifica CTGF se purifica a partir de
un vector mediante procedimientos bien conocidos para el experto en la técnica. Los promotores inducibles pueden
condensarse con la region codificadora del ADN para proporcionar un medio experimental para regular la expresion
del transgen. Como alternativa, o ademas de, elementos reguladores especificos de tejido se pueden condensar con
la region codificadora para permitir la expresion especifica de tejido del transgen. EI ADN, en una solucion
adecuadamente taponada, se coloca en una aguja de microinyeccion (que puede estar hecha de tubo capilar
usando un asa) y el huevo a inyectar se coloca en un portaobjetos con depresion. La aguja se inserta en el
pronucleo del huevo y se inyecta la solucion de ADN. A continuacién, el huevo inyectado se transfiere al oviducto de
un ratén seudoprefiado, que es un ratén estimulado con las hormonas adecuadas con el fin de mantener una falsa
gestacion, en el que procede al Utero, se implanta y se desarrolla hasta término. Como se ha indicado antes, la
microinyeccion no es el Unico procedimiento para la insercién d ADN en le huevo, pero se usa Unicamente con fines
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ilustrativos.

Ejemplo 13: Uso de CTGF como biomarcador, diana terapéutica y diagnoéstica en enfermedades cardiovasculares
(DOCA)

El modelo de rata hipertensa con sal-DOCA es un modelo bien establecido de hipertrofia de ventriculo izquierdo.

Ratas Sprague-Dawley macho sin nefrectomizar y de 300-350 g de peso recibieron NaCl al 1 % en el agua de
bebida e inyecciones subcutaneas de acetato de desoxicorticosterona (DOCA, 30 mg/kg una vez a la semana)
durante cuatro semanas. Las ratas sin tratar sin nefrectomizar sirvieron como ratas control.

Tras cuatro semanas, las ratas con sal-DOCA mostraron un incremento significativo de la masa ventricular izquierda
corregida-longitud de la tibia (sal-DOCA: 25,87 + 25; 0,84 mg/mm frente al control: 21,03 £ 25; 0,60 mg/mm). En este
punto de tiempo, se extrajeron muestras de corazén y plasma con Li-heparina para el analisis de la expresion.

El ARN celular total se aislé con el protocolo del reactivo Trizol de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Invitrogen; EE.UU.). EI ARN total preparado mediante el protocolo de tres reactivos se trat6 con ADNasa | para
eliminar la contaminacién con ADN genémico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de CTGF, el ARN total de cada muestra se sometid
primero a transcripcién inversa. 1 pug del ARN total se sometid a transcripcion inversa usando el sistema ImProm-II
Reverse Trascription System (Promega, USA) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. El volumen final se
ajusté hasta 200 ul con agua.

Para la cuantificacion relativa de la distribucién del ARNm de CTGF se usé el sistema de deteccidon de secuencias
Applied Bioscience ABI 7900HT de acuerdo con las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de
PCR se fijaron para cuantificar el CTGF y el gen doméstico L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y
sondas para CTGF usando el software de Applied Bioscience ABI Primer Express™ y fueron sintetizados por
Eurogentec (Bélgica). La secuencia del cebador directo de CTGF fue: Cebador 1 (SEC ID N° 5). El cebador inverso
de CTGF fue el Cebador 2 (SEC ID N° 7). Sonda 1 (SEC ID N° 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMTA (carboxitetrametilrodamina) como inactivador, se usa como
sonda para CTGF. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 ul: 1 x gPCR-MasterMix (Eurogentec;
Bélgica) y la Sonda 1 (SEC IID N° 6), cebadores directos e inversos de CTGF cada uno a 200 nM, 200 nM de sonda
para CTGF marcada con FAM/ITAMRA y 5 pl de ADNc molde. Los parametros pata la ciclacion térmica fueron 2 min
a 50°C, seguidos por 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de fusion a 95°C durante 15 s e hibridacion/extensién a
60°C durante 1 min.

Calculo de la expresién relativa

El valor CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccion “Determinacion cuantitativa de acidos
nucleicos”.

deltaCT =CTCTGF - CT132
expresion relativa= 2°(15-deltaCT)
Los resultados de la cuantificacion de ARNm (perfil de expresion) se muestran en la Figura 11.

Ejemplo 14 : Uso de CTGF como biomarcador, diana terapéutica y diagnéstica en enfermedades cardiovasculares
(oclusién)

En el modelo de infarto de miocardio crénico en ratas [Pfeffer y col., (1979)] se efectuia ligadura de la arteria
coronaria izquierda con anestesia con isoflurano. Tras una toracotomia izquierda en el cuarto espacio intercostal, se
abre el pericardio y el corazén queda expuesto al exterior brevemente. La arteria coronaria izquierda (LAD) esta
ligada crénicamente, En animales operados de forma ficticia la LAD permanece abierta. El térax se cierra y se retira
a los animales el respirador y se introducen en jaulas con acceso libre a alimentos y agua. Una semana después de
la oclusion en la LAD, se inicia aplicacion de los compuestos de ensayo. Las muestras de plasma y de tejido
cardiaco se analizan 9 semanas tras la induccion del infarto para detectar marcadores plasmaticos y perfiles de
expresion.

El ARN celular total se aislé con el protocolo del reactivo Trizol de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Invitrogen; EE.UU.). El ARN total preparado mediante el protocolo de tres reactivos se tratd6 con ADNasa | para
eliminar la contaminacion con ADN genémico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de CTGF, el ARN total de cada muestra se sometié
primero a transcripcion inversa. 1 pug del ARN total se sometié a transcripcion inversa usando el sistema ImProm-II
Reverse Trascription System (Promega, USA) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. El volumen final se
ajusto hasta 200 pl con agua.
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Para la cuantificacion relativa de la distribucion del ARNm de CTGF se us6 el sistema de deteccion de secuencias
Applied Bioscience ABI 7900HT de acuerdo con las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de
PCR se fijaron para cuantificar el CTGF y el gen doméstico L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y
sondas para CTGF usando el software de Applied Bioscience ABI Primer Express™ y fueron sintetizados por
Eurogentec (Bélgica). La secuencia del cebador directo de CTGF fue: Cebador 1 (SEC ID N° 5). El cebador inverso
de CTGF fue el Cebador 2 (SEC ID N° 7). Sonda 1 (SEC ID N° 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como inactivador, se usa como
sonda para CTGF. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 pl: 1 x gPCR-MasterMix (Eurogentec;
Bélgica) y la Sonda 1 (SEC IID N° 6), cebadores directos e inversos de CTGF cada uno a 200 nM, 200 nM de sonda
para CTGF marcada con FAM/TAMRA y 5 pl de ADNc molde. Los parametros pata la ciclacion térmica fueron 2 min
a 50°C, seguidos por 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de fusion a 95°C durante 15 s e hibridacion/extensién a
60°C durante 1 min.

Célculo de la expresion relativa

El valor CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccion “Determinacién cuantitativa de éacidos
nucleicos”.

deltaCT =CTCTGF - CT132
expresion relativa= 2°(15-deltaCT)
Los resultados de la cuantificacion de ARNm (perfil de expresion) se muestran en la Figura 12.

Ejemplo 15: Uso de CTGF como biomarcador, diana terapéutica y diagnoéstica en enfermedades cardiovasculares
(monocrotalina)

Ratas Sprague-Dawley macho adultas de 250-300 g de peso recibieron una Unica inyeccion subcutanea de 60
mg/kg de monocrotalina o vehiculo.

La rata tratada con monocrotalina (MCT) es un modelo animal ampliamente usado para la hipertension arterial
pulmonar. Tras la inyecciéon subcutanea, el alcaloide de pirrolizidina MCT se activa en el higado en el pirrol MCT
téxico, que produce dafios endoteliales en la vasculatura pulmonar en unos dias, con el consiguiente remodelado de
las arterias pulmonares pequefias (muscularizacion de novo e hipertrofia medial). En el presente estudio, MCT
indujo hipertensién pulmonar grave y progresiva en todos los animales.

Cuatro semanas después de una Unica inyeccién de MCT, las ratas mostraron elevacion de la presion sistélica
ventricular derecha umbral (MCT placebo: 77,62 + 4,17 mmHg frente al control: 26,4 + 1,12 mmHg; mean £ sem),
acompafiada de una reduccion de la presion arterial sistémica, el indice cardiaco, la oxigenacion arterial y la
saturacion de oxigeno venoso central. De acuerdo con estos resultados se observo una hipertrofia cardiaca derecha
impresionante (proporcion ventriculo derecho/ventriculo izquierdo + tabique, placebo MCT: 0,62 + 0,03 frente al
control: 0,26 + 0,01).

Se obtuvieron muestras de corazén y d eplasma Li-Heparan para el analisis de la expresion cuatro semanas
después de la inyeccion de MCT.

El ARN celular total se aislé con el protocolo del reactivo Trizol de acuerdo con las especificaciones del fabricante
(Invitrogen; EE.UU.). El ARN total preparado mediante el protocolo de tres reactivos se tratd6 con ADNasa | para
eliminar la contaminacién con ADN gendémico.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion de ARNm de CTGF, el ARN total de cada muestra se sometid
primero a transcripcion inversa. 1 pug del ARN total se sometié a transcripcion inversa usando el sistema ImProm-II
Reverse Trascription System (Promega, USA) de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. El volumen final se
ajusto hasta 200 pl con agua.

Para la cuantificacion relativa de la distribucion del ARNm de CTGF se us6 el sistema de deteccion de secuencias
Applied Bioscience ABI 7900HT de acuerdo con las especificaciones y protocolos del fabricante. Las reacciones de
PCR se fijaron para cuantificar el CTGF y el gen doméstico L32. Se disefiaron cebadores directos e inversos y
sondas para CTGF usando el software de Applied Bioscience ABI Primer Express™ y fueron sintetizados por
Eurogentec (Bélgica). La secuencia del cebador directo de CTGF fue: Cebador 1 (SEC ID N° 5). El cebador inverso
de CTGF fue el Cebador 2 (SEC ID N° 7). Sonda 1 (SEC ID N° 6), marcada con FAM (éster succinimidilico de
carboxifluoresceina) como colorante indicador y TAMRA (carboxitetrametilrodamina) como inactivador, se usa como
sonda para CTGF. Los siguientes reactivos se prepararon en un total de 20 ul: 1 x gPCR-MasterMix (Eurogentec;
Bélgica) y la Sonda 1 (SEC IID N° 6), cebadores directos e inversos de CTGF cada uno a 200 nM, 200 nM de sonda
para CTGF marcada con FAM/TAMRA y 5 pl de ADNc molde. Los parametros pata la ciclacion térmica fueron 2 min
a 50°C, seguidos por 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de fusion a 95°C durante 15 s e hibridacion/extension a
60°C durante 1 min.
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Célculo de la expresién relativa

El valor CU (ciclo umbral) se calcula como se describe en la seccion “Determinacion cuantitativa de acidos
nucleicos”.

deltaCT =CTCTGF - CT132

expresion relativa= 2°(15-deltaCT)
Los resultados de la cuantificacion de ARNm (perfil de expresion) se muestran en la Figura 13.
Ejemplo 16: Experimentos en micromatriz

El ARN total se extrajo del tejido cardiaco y se purificd usando una columna en resina de afinidad (RNeasy; Qiagen,
Hilden, Alemania), se cuantific6 mediante espectrofotometria (absorbancia 260 nm) y la calidad del ARN se evalué
mediante separacion electroforética en microfluidos con un Bioanalizador (Agilent Technologies, Palo Alto, EE.UU.).
El ARN total purificado (1 pg) se convirti6 en ADNc usando el kit de sintesis de ADNc Superscript Choice (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.), que incorpora un cebador T7-(dT)24. Después, el ADNc bicatenario se purific6 mediante
columna en resina de afinidad (Clean up Kit, Qiagen, Hilden, Alemaia) con extraccién de etanol. EI ADNc purificado
se us6 como molde para la reaccion de transcripcion in Vitro para la sintesis de ADNc biotinilado usando un kit de
marcaje de transcripcion de ARN de alto rendimiento Enzo BioArray (Affymetrix, Santa Clara, CA), y se purifico
adicionalmente usando una columna de resina de afinidad (Clean up Kit, Qiagen, Hilden, Alemania). Tras la
purificacién, el ARNc in Vitro se fragmenté en tampon que contiene magnesio a 95 °C durante 35 minutos. EI ARNc
fragmentado se hibridé sobre la matriz Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array. En pocas
palabras, se afiadieron 15 pg del ARNc fragmentado junto con el ARNc control (BioB, BioC, y BioD), ADN de
esperma de arenque (10 mg/ml), DMSO al 10 % y BSA acetilado (50 mg/ml) al tampdn de hibridacion. La mezcla de
hibridacion se calenté a 99 °C durante 5 minutos, se incubd a 45 °C durante 5 minutos, se centrifugdé durante 5
minutos a 13.000 rpm y se inyectd en la micromatriz. Tras la hibridacién a 45 °C durante 16n horas en rotacién a 60
rpm, la matriz se lavo y se tifid con Affymetrix Fluidics Protocols-amplificaciéon de anticuerpos para dianas
eucaridticas y se escaned usando un escaner de micromatrices Affymetrix microarray (sistema GeneChip Scanner
3000 7G) a 570 nm.

Ejemplo 17: Datos de expresion en micromatriz de coraz6n humano de pacientes con ICC con dispositivos de
asistencia ventricular izquierda.

La implantacién de los dispositivos de asistencia ventricular izquierda (LVAD) a menudo es el (nico medio posible
para el soporte de pacientes con insuficiencia cardiaca terminal en forma de puente hasta el transplante (véase,
[Clegg y col. (2005)], para una revisiéon). Como el corazén, el LVAD es una bomba. Un extremo se engancha al
ventriculo izquierdo, es decir la camara del corazén que bombea sangre desde los pulmones hacia el cuerpo. El otro
extremo se engancha a la aorta, la principal arteria del cuerpo humano. Un tubo pasa desde el dispositivo a través
de la piel. La parte externa del tubo esta cubierta por un material especial para ayudar en la cicatrizacién y permitir
que vuelva a crecer la piel. EI LVAD se implanta durante cirugia a corazén abierto. Los informes recientes
demuestran que el soporte con LVAD puede estar asociado con remodelado adaptativo del miocardio ventricular,
incluida la reduccién de la masa del VI, el espesor de la pared y el diametro de los miocitos, cambios en las
relaciones presién-volumen del VI [Liy col. (2001)].

Se recogieron muestras de miocardio del ventriculo izquierdo durante la cirugia cardiaca de 32 pacientes con
insuficiencia cardiaca en el momento del transplante cardiaco o insercion de un dispositivo de ayuda mecénica. Las
correspondientes muestras de miocardio estdn disefiadas como muestras pre y post-LVAD. Todos los
procedimientos que implican uso de tejido humano fueron aprobados por los comités de revision institucional del
Heart- and Diabetes-Center North Rhine Westphalia, Bad Oeynhausen, Alemania. Se obtuvo el consentimiento de
todos los pacientes antes de la recoleccion de tejido. Las muestras se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido y se pulverizaron usando un mortero y su mano. El ARN total se aislé6 de acuerdo con procedimientos
estandar.

Ejemplo 18: Analisis de datos de los experimentos en micromatriz

Se realizaron andlisis y escalado de los datos brutos en el software Microarray Suite 5.0 software (Affymetrix) y para
la normalizacion y el andlisis posterior se us6 expressionist Pro 3.0 (Genedata). Los resultados de las matrices HG-
U133 Plus 2.0 se sometieron a escalado global con una intensidad diana de 100.

Se calcularon logaritmos en base 2 para todos los valores de expresion y se utilizaron para el andlisis estadistico
posterior. Para analizar la expresion diferencial entre los dos grupos, corazones sin insuficiencia (N) y corazones
antes de la operacion (P) se aplicé una prueba de Student de dos colas a los valores de expresién bajo la suposicién
de varianzas iguales. Un valor p resultante inferior o igual a 0,05 se tomé como indicador para una expresion
diferencial significativa.
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gggetgtgtg

gagaagggtc

ccgcacagtg
cccaactatg
gacctgtggg
gaagcagagt
gaagggcaaa
tggctgecace
ctgctgcaca
gatcatgaaa
ggacaatgac
ccagggagta
ttcttctgta
actgctgtgg
gcctgtcaat
cacagtgaca
gacaggtact
aggggaggga
gtecctccact
ctgacattct
agecttgtgge
gtggataaat
tgttcttgtt
tcgataggac
taacctgagt
agtcagattt
aaatggcttg
actatgactg
gcacctttct
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agactcagcc
cagccccage
ccgececcgag
gcgtectect
ttggtgctec
tgcgcagctg
ggctgctgec

gacccacaca

tgcactgcca
tccttccaaa
cccctgtgca
aagctgeecg
gttggccctg
atgcgagcca
atgggcatct
cgtctctgca
aagtgcatcc
agtgtgaaga
ccgcacagaé
aagaacatga
atctttgagt
agggacacga
aaaaaacaaa
gagaaaacac
ctcagacact
gaacgcacac
agctgaggtc
cattatagct
cggtgaggct
gattccagtg
aagtgaattt
atatatattt
ttaagtgcett
ataaagcttg
gactgtctgt
ctagtaggaa
ctcagggtaa
gtttgggagg
agttgaaaat

agacccactc
'ccagtggaca
accgagtcca
geecgegeccee
tcctctgcac
aagcggcegcec
gecgtctgecgce
agggtctctt
aagatggtgc
gcagttgcaa
gcatggacgt
ggaaatgctg
ccctagctge
actgcetgge
ccacccgggt
tggtcaggcc
ggacgcctaa
cctacecggge
ccaccacact
tgttcatcaa
ccttgtacta
actcatttag
aaggattaca
cccaccgaag
ggtttcgaga
taaggtgagc
attttaaaag
tgcttgcaga
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acactggtcg
gccggtaaca
gtacagttat
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tctgtgatee
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atgtaaaatc
ctggtcagat
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accccaggag
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gttgagagtg
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cctaggagac
ccaccacctg
gcgecececteg
gcctcecgteg
accggccagg
gccggcgtga
ggagaaétgc
ggectccecceceyg
ttcggtgggt
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gtgtgtgatg
gaagacacat
gagtggagcg
aataccttct
gacctagagg
cctgtcaagt
ggggtgtgca
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245 2590 255

Ile Arg Thr Pro Lys Ile Ser Lys Pro lle Lys Phe Glu JLeu Ser Gly
260 265 270

Cys Thr Ser Met Lys Thr Tyr Arg Ala Lys Phe Cys Gly Val Cys Thr
275 280 285

Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro His Arg Thr Thr Thr Leu Pro Val Glu
290 295 300

Phe Lys Cys Pro Asp Gly Glu Val Met Lys Lys Asn Met Met Phe Ile
305 310 315 320

Lys Thr Cys Ala Cys His Tyr Asn Cys Pro Gly Asp Asn Asp Ile Phe
325 330 ‘ 335

Glu Ser Leu Tyr Tyr Arg Lys Met Tyr Gly Asp Met Ala
340 345

<210> 4

<211> 347

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus
<400> 4
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de uso de CTGF como biomarcador de enfermedad, eficacia o criterio de valoracién sustituto
para una terapia de hipertension pulmonar que comprende:

i) obtener un nivel basal de CTGF en una muestra bioldégica de un mamifero enfermo,

ii)  medir el nivel de CTGF en una o0 mas muestras bioldgicas posteriores tomadas del mamifero enfermo
que esta recibiendo tratamiento para la enfermedad,

iii) comparar el nivel de CTGF en la una 0 mas muestras bioldgicas posteriores con la muestra basal, y

iv) determinar si se necesitan dosis mayores, tratamientos adicionales o alternativos en base a los niveles
de CRGF obtenidos de una 0 mas muestras biolégicas posteriores en comparacién con el nivel basal de
CTGF,

en el que la muestra es una muestra de tejido cardiaco.

2. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el nivel de CTGF se determina determinando el nivel del
polinucleétido de CTGF.

3. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el nivel de CTGF se determina determinando el nivel del
polipéptido de CTGF.

4. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el nivel de CTGF se determina determinando el nivel de
actividad de CTGF.

5. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el mamifero es un ser humano.

6. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de CTGF se combina con el uso de uno o0 mas
biomarcadores.

7. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de CTGF se combina con el uso de uno o mas
biomarcadores que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en CRTAC, PRSS23, FN1,
LTBP2, TGFB2 y NPR3.

8. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de CTGF se combina con el uso de uno 0 mas
biomarcadores que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en BNP, ANP, Troponina,
CRP, Mioglobina, CK-MB o metabolitos.

9. Un procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el uso de CTGF se combina con el uso de uno o0 mas

biomarcadores clinicos que estan comprendidos en un grupo de biomarcadores que consiste en presion arterial,
frecuencia cardiaca, presion arterial pulmonar o resistencia vascular sistémica.
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Figuras
Fig. 1
SECIDN°1

TCCAGTGACGGAGCCGCCCGGCCGACAGCCCCGAGACGACAGCCCGGCGCGTCCCGGTCCC
CACCTCCGACCACCGCCAGCGCTCCAGGCCCCGCGCTCCCCGCTCGCCGCCACCGLCGLCCT
CCGCTCCGCCCGCAGTGCCAACCATGACCGCCGCCAGTATGGGCCCCGTCCGCGTCGCCTT
CGTGGTCCTCCTCGCCCTCTGCAGCCGGCCGGCCGTCGGCCAGAACTGCAGCGGGCCGTGC
CGGTGCCCGGACGAGCCGGCGCCGCGCTGCCCGGCGGGCGTGAGCCTCGTGCTGGACGGCT
GCGGCTGCTGCCGCGTCTGCGCCAAGCAGCTGGGCGAGCTGTGCACCGAGCGCGACCCCTG
CGACCCGCACAAGGGCCTCTTCTGTGACTTCGGCTCCCCGGCCAACCGCAAGATCGGCGTG
TGCACCGCCAAAGATGGTGCTCCCTGCATCTTCGGTGGTACGGTGTACCGCAGCGGAGAGT
CCTTCCAGAGCAGCTGCAAGTACCAGTGCACGTGCCTGGACGGGGCGGTGGGCTGCATGCC
CCTGTGCAGCATGGACGTTCGTCTGCCCAGCCCTGACTGCCCCTTCCCGAGGAGGGTCAAG
CTGCCCGGGAAATGCTGCGAGGAGTGGGTGTGTGACGAGCCCAAGGACCAAACCGTGGTTG
GGCCTGCCCTCGCGGCTTACCGACTGGAAGACACGTTTGGCCCAGACCCAACTATGATTAG
AGCCAACTGCCTGGTCCAGACCACAGAGTGGAGCGCCTGTTCCAAGACCTGTGGGATGGGC
ATCTCCACCCGGGTTACCAATGACAACGCCTCCTGCAGGCTAGAGAAGCAGAGCCGCCTGT
GCATGGTCAGGCCTTGCGAAGCTGACCTGGAAGAGAACATTAAGAAGGGCAAAAAGTGCAT
CCGTACTCCCAAAATCTCCAAGCCTATCAAGTTTGAGCTTTCTGGCTGCACCAGCATGAAG
ACATACCGAGCTAAATTCTGTGGAGTATGTACCGACGGCCGATGCTGCACCCCCCACAGAA
CCACCACCCTGCCGGTGGAGTTCAAGTGCCCTGACGGCGAGGTCATGAAGAAGAACATGAT
GTTCATCAAGACCTGTGCCTGCCATTACAACTGTCCCGGAGACAATGACATCTTTGAATCG
CTGTACTACAGGAAGATGTACGGAGACATGGCATGAAGCCAGAGAGTGAGAGACATTAACT
CATTAGACTGGAACTTGAACTGATTCACATCTCATTTTTCCGTAAAAATGATTTCAGTAGC
ACAAGTTATTTAAATCTGTTTTTCTAACTGGGGGAAAAGATTCCCACCCAATTCAAAACAT
TGTGCCATGTCAAACAAATAGTCTATCTTCCCCAGACACTGGTTTGAAGAATGTTAAGACT
TGACAGTGGAACTACATTAGTACACAGCACCAGAATGTATATTAAGGTGTGGCTTTAGGAG
CAGTGGGAGGGTACCAGCAGAAAGGTTAGTATCATCAGATAGCTCTTATACGAGTAATATG
CCTGCTATTTGAAGTGTAATTCAGAAGGAAAATTTTAGCGTGCTCACTGACCTGCCTGTAG
CCCCAGTGACAGCTAGGATGTGCATTCTCCAGCCATCAAGAGACTGAGTCAAGTTGTTCCT
TAAGTCAGAACAGCAGACTCAGCTCTGACATTCTGATTCGAATGACACTGTTCAGGAATCG
GAATCCTGTCGATTAGACTGGACAGCTTGTGGCAAGTGAATTTCCTGTAACAAGCCAGATT
TTTTAAAATTTATATTGTAAATATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATATATATATATATAT
GTACAGTTATCTAAGTTAATTTAAAGTTGTTTGTGCCTTTTTATTTTTGTTTTTAATGCTT
TGATATTTCAATGTTAGCCTCAATTTCTGAACACCATAGGTAGAATGTAAAGCTTGTCTGA
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TCGTTCAAAGCATGAAATGGATACTTATATGGAAATTCTCTCAGATAGAATGACAGTCCGT
CAAAACAGATTGTTTGCAAAGGGGAGGCATCAGTGTCCTTGGCAGGCTGATTTCTAGGTAG
GAAATGTGGTAGCTCACGCTCACTTTTAATGAACAAATGGCCTTTATTAAAAACTGAGTGA
CTCTATATAGCTGATCAGTTTTTTCACCTGGAAGCATTTGTTTCTACTTTGATATGACTGT
TTTTCGGACAGTTTATTTGTTGAGAGTGTGACCAAAAGTTACATGTTTGCACCTTTCTAGT
TGAAAATAAAGTATATTTTTTCTAAAAAAAAAAAAAAACGACAGCAACGGAATTC
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Fig. 2

SEC IDN° 2
CACAGCTCTTCTCTCCAAGAAGACTCAGCCAGACCCACTCCAGCTCCGACCCTAGGAGACC
GACCTCCTCCAGACGGCAGCAGCCCCAGCCCAGTGGACAACCCCAGGAGCCACCACCTGGA
GCGTCCGGACACCAACCTCCGCCCCGAGACCGAGTCCAGGCTCCGGCCGCGCCCCTCGTCG
CCTCTGCACCCCGCTGTGCGTCCTCCTGCCGCGCCCCGACCATGCTCGCCTCCGTCGCGGG
TCCCGTTAGCCTCGCCTTGCTGCTCCTCCTCTGCACCCGGCCTGCCACCGGCCAGGACTGC
AGCGCGCAGTGTCAGTGCGCAGCTGAAGCGGCGCCGCGCTGCCCCGCCGGCGTGAGCCTGG
TGCTGGACGGCTGCGGCTGCTGCCGCGTCTGCGCCAAGCAGCTGGGAGAACTGTGCACGGA
GCGTGATCCCTGCGACCCACACAAGGGTCTCTTCTGCGACTTCGGCTCCCCCGCCAACCGC
AAGATTGGCGTGTGCACTGCCAAAGATGGTGCACCCTGTCTCTTCGGTGGGTCCGTGTACC
GCAGCGGCGAGTCCTTCCAAAGCAGTTGCAAATACCAGTGCACTTGCCTGGATGGGGCCGT
GGGCTGTGTGCCCCTGTGCAGCATGGACGTGCGCCTGCCCAGCCCTGACTGCCCCTTCCCG
AGAAGGGTCAAGCTGCCCGGGAAATGCTGTGAGGAGTGGGTGTGTGATGAGCCCAAGGACC
GCACAGTGGTTGGCCCTGCCCTAGCTGCCTACCGACTGGAAGACACATTTGGCCCTGACCC
AACTATGATGCGAGCCAACTGCCTGGTCCAGACCACAGAGTGGAGCGCCTGTTCTAAGACC
TGTGGGATGGGCATCTCCACCCGGGTTACCAATGACAATACCTTCTGCAGGCTGGAGAAGC
AGAGTCGTCTCTGCATGGTCAGGCCCTGTGAAGCTGACCTAGAGGAAAACATTAAGAAGGG
CAAAAAGTGCATCCGGACGCCTAAAATTGCCAAGCCTGTCAAGTTTGAGCTTTCTGGCTGC
ACCAGTGTGAAGACCTACCGGGCTAAGTTCTGTGGGGTCGTGCACGGACGGCCGCTGCTGCA
CACCGCACAGAACCACCACACTGCCGGTGGAGTTCAAGTGCCCCGATGGCGAGATCATGAA
AAAGAACATGATGTTCATCAAGACCTGTGCCTGCCATTACAACTGTCCCGGGGACAATGAC
ATCTTTGAGTCCTTGTACTACAGGAAGATGTATGGAGACATGGCGTAAAGCCAGGGAGTAA
GGGACACGAACTCATTTAGACTATAACTTGAACTGAGTTACATCTCATTTTCTTCTGTAAA
AAAACAAAAAGGATTACAGTAGCACATTAATTTAAATCTGGGTTCCTAACTGCTGTGGGAG
AAAACACCCCACCGAAGTGAGAACCGTGTGTCATTGTCATGCAAATAGCCTGTCAATCTCA
GACACTGGTTTCGAGACAGTTTAGACTTGACAGTTGTTCACTAGCGCACAGTGACAGAACG
CACACTAAGGTGAGCCTCCTGGAAGAGTGGAGATGCCAGGAGAAAGACAGGTACTAGCTGA
GGTCATTTTAAAAGCAGCGATATGCCTACTTTTTGGAGTGTGACAGGGGAGGGACATTATA
GCTTGCTTGCAGACAGACCTGCTCTAGCAAGAGCTGGGTGTGTGTCCTCCACTCGGTGAGG
CTGAAGCCAGCTATTCTTTCAGTAAGAACAGCAGTTTCAGCGCTGACATTCTGATTCCAGT
GACACTGGTCGGGAGTCAGAACCTTGTCTATTAGACTGGACAGCTTGTGGCAAGTGAATTT
GCCGGTAACAAGCCAGATTTTTATCGATCTTGTAAATATTGTGGATAAATATATATATTTG
TACAGTTATCTAAGTTAATTTAAAGACGTTTGTGCCTATTGTTCTTGTTTTAAGTGCTTTT
GGAATTTTTAAACTGATAGCCTCAAACTCCAAACACCATCGATAGGACATAAAGCTTGTCT
GTGATTCAAAACAAAGGAGATACTGCAGTGGAAACTGTAACCTGAGTGACTGTCTGTCAGA
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' ACATATGGTACGTAGACGGTAAAGCAATGGATCAGAAGTCAGATTTCTAGTAGGAAATGTA
AAATCACTGTTGGCGAACAAATGGCCTTTATTAAGAAATGGCTTGCTCAGGGTAACTGGTC
AGATTTCCACGAGGAAGTGTTTGCTGCTTCTTTGACTATGACTGGTTTGGGAGGCAGTTTA
TTTGTTGAGAGTGTGACCAAAAGTTACATGTTTGCACCTTTCTAGTTGAAAATAAAGTATA -
TATATTTTTTATATGAAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 3

SECID N° 3
MTAASMGPVRVAFVVLLALCSRPAVGQNCSGPCRCPDEPAPRCPAGVSLVLDGC
GCCRVCAKQLGELCTERDPCDPHKGLFCDFGSPANRKIGVCTAKDGAPCIFGGTV
YRSGESFQSSCKYQCTCLDGAVGCMPLCSMDVRLPSPDCPFPRRVKLPGKCCEEW
VCDEPKDQTVVGPALAAYRLEDTFGPDPTMIRANCLVQTTEWSACSKTCGMGIST
RVTNDNASCRLEKQSRLCMV RPCEAD_LEENIKKGKKCIRTPKISKPIKF ELSGCTSM
KTYRAKFCGVCTDGRCCTPHRTTTLPVEFKCPDGEVMKKNMMFIKTCACHYNCP
GDNDIFESLYYRKMYGDMA

Fig. 4

SEC ID N° 4
MLASVAGPVSLALVLLLCTRPATGQDCSAQCQCAAEAAPRCPAGVSLVLDGCGCC
RVCAKQLGELCTERDPCDPHKGLFCDFGSPANRKIGVCTAKDGAPCVFGGSVYRS
GESFQSSCKYQCTCLDGAVGCVPLCSMDVRLPSPDCPFPRRVKLPGKCCEEWVCD
EPKDRTVVGPALAAYRLEDTFGPDPTMMRANCLVQTTEWSACSKTCGMGISTRV
TNDNTFCRLEKQSRLCMVRPCEADLEENIKKGKKCIRTPKIAKPVKFELSGCTSVKT
YRAKFCGVCTDGRCCTPHRTTTLPVEFKCPDGE]MKKNMMFIKTCACHYNCPGDN
DIFESLYYRKMYGDMA

Fig.5

SECIDN°5

5" GAGCCCAAGGACCAAACC 3’

Fig. 6
SECIDN°6

5 GGCCAAACGTGTCTTCCA 3'
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Fig. 7
SECID N° 7
5" CTGCCCTCGCGGCTTACCGAC 3°

Fig. 8
SEC ID N° 8
5" GTGTGTGATGAGCCCAAGG 3°

Fig. 9
SECIDN°9
5" GTCAGGGCCAAATGTGTCTT 3°

Fig. 10
SEC ID N° 10
5" CTGCCCTAGCTGCCTACCGACTGG 3°

Fig. 11
Datos de expresién en tiempo real de CTGF en corazén de rata (modelo
DOCA)
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Datos de expresion en tiempo real de CTGF en corazén de rata (modelo
de oclusién)
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Fig. 13

Datos de expresion en tiempo real de CTGF en corazén de rata
(monocrotalina)
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Fig. 14
Datos de expresiéon en micromatriz de CTGF en corazén de rata
(modelo DOCA)
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Fig. 15

Datos de expresion en micromatriz de CTGF en corazén de rata (modelo\)
de oclusion)
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Fig. 16

Datos de expresion en micromatriz de CTGF en corazén de rata
(monocrotalina)
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Fig. 17

Datos de expresion en micromatriz de CTGF en corazén humano
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