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DESCRIPCION
Método de deteccién y/o de medicion de hepcidina en una muestra

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. n® 60/832.625 presentada el 21 de julio
de 2006.

Campo de la invencion

Los métodos desvelados en el presente documento se refieren al aislamiento de hepcidina, deteccion de hepcidina y a
mediciones de niveles de hepcidina en muestras biolégicas. En particular, los métodos desvelados en el presente
documento permiten el eficaz aislamiento de hepcidina de una muestra y la medicion cuantitativa de niveles de hepcidina
en la muestra.

Antecedentes de la invencion

El hierro es un oligoelemento esencial requerido para el crecimiento y desarrollo de todos los organismos vivos. Por
ejemplo, el hierro es indispensable para la sintesis de ADN y en una amplia variedad de procesos metabdlicos. Las
alteraciones del metabolismo del hierro participan en varias enfermedades de mamifero significativas que incluyen, pero
no se limitan a, anemia por deficiencia de hiero, hemosiderosis, y la enfermedad de sobrecarga de hierro
hemocromatosis (Andrews, Ann. Rev. Genomics Hum. Genet. 1:75 (2000); Philpott, Hepatology 35:993 (2002); Beutler y
col., Drug-Metab. Dispos. 29:495 (2001)).

El contenido de hierro en mamiferos se regula controlando la absorcién, predominantemente en el duodeno y el yeyuno
superior, que es el Unico mecanismo por el que las reservas de hierro son fisiolégicamente controladas (Philpott,
Hepatology 35:993 (2002)). Tras la absorcién, el hierro se une a transferrina circulante y se libera a los tejidos en todo el
cuerpo. El higado es el principal sitio de almacenamiento de hierro.

Existe un mecanismo de retroalimentacién que potencia la absorcién de hierro en individuos que son deficientes en
hierro, y que reduce la absorcion de hierro en individuos con sobrecarga de hierro (Andrews Ann. Rev. Genomics Hum.
Genet. 1:75 (2000); Philpott, Hepatology 35:993(2002); Beutler y col., Drug-Metab. Dispos. 29:495(2001)). El mecanismo
molecular por el que el intestino responde a alteraciones en los requisitos de hierro corporal solo se ha aclarado
recientemente. En este contexto, se ha mostrado que la hepcidina, un polipéptido de mamifero recientemente
identificado (Krause y col., FEBS Lett. 480:147 (2000); Park y col., J. Biol. Chem. 276:7806 (2001)) es un componente de
sefializacién clave que regula la homeostasis del hierro (Philpott, Hepatology 35:993 (2002); Nicolas y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99:4396 (2002)). La hepcidina se aislé como un polipéptido de 25 aminoacido (aa) en plasma y orina
humanos, presentando actividad antimicrobiana (Krause y col., FEBS Lett. 480:147 (2000); Park y col., J. Biol. Chem.
276:7806 (2001)). Un ADNc de hepcidina que codifica un precursor de 83 aa en ratones y un precursor de 84 aa en rata
y ser humano, que incluye un péptido sefal de 24 aa putativo, se identifico posteriormente buscando genes especificos
para higado que se regularon por hierro (Pigeon y col., J. Biol. Chem. 276:7811 (2001)).

La asociacion de hepcidina con respuesta inmunitaria innata se deriva de la observacién de una robusta regulacion por
incremento de la expresién génica de hepcidina después de estimulos inflamatorios, tales como infecciones, que inducen
la respuesta de fase aguda de los sistemas inmunitarios innatos de vertebrados. En ratones se mostré que la expresion
génica de hepcidina se regulaba por incremento por lipopolisacarido (LPS), turpentina, adyuvante completo de Freund e
infecciones adenovirales.

Los estudios realizados con hepatocitos primarios humanos indicaron que la expresion génica de hepcidina respondié a
la adicion de interleucina-6 (IL-6), pero no a interleucina-1a (IL-1a) o factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a). De acuerdo
con esta observacion, la infusion de voluntarios humanos con IL-6 provoco el rapido aumento de niveles del péptido
hepcidina bioactivo en suero y orina, y se igualé por una disminucién en la saturacion de hierro y transferrina en suero.
También se encontré una fuerte correlacion entre expresion de hepcidina y anemia de inflamacion en pacientes con
enfermedades inflamatorias crénicas, que incluyen infecciones bacterianas, fungicas y virales. Estos hallazgos, en
asociacion con datos murinos similares, condujeron a la conclusién de que la induccién de hepcidina durante la
inflamacién depende de IL-6, y que el eje de hepcidina-IL-6 es responsable de la respuesta hipoferrémica y posterior
restriccion de hierro de patdégenos transmitidos por la sangre.

La funcién principal de la hepcidina y sus funciones claves en la regulacion del hierro y en la respuesta inmunitaria innata
para infeccién ilustra la necesidad de métodos y herramientas de diagnéstico informativas para la medicion de formas
bioactivas maduras de hepcidina en muestras biologicas y para la regulacion de la produccion de hepcidina.

Purificando parcialmente la hepcidina de muestras de orina se demostrd que la secrecién de hepcidina en orina se eleva
entre 10 y 100 veces con respecto a niveles normales en condiciones de inflamacion (Park y col., J. Biol. Chem.
276(11):7806 (2001)). En estudios de raton, el unico método de deteccién de la regulacién por incremento de hepcidina
se basé en el andlisis de ARN, que puede no correlacionarse con niveles de hepcidina circulante. Hasta la fecha no esta
disponible ningin método para medir con exactitud los niveles de hepcidina en suero o plasma. El método urinario
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descrito anteriormente no aclara los niveles de hepcidina circulante absolutos. Otros ensayos desarrollados para medir
niveles en suero son o bien semicuantitativos (Tomosugi y col., Blood, previo a la publicacion de abril de 2006) o solo
pueden detectar pro-hepcidina, una especie que no se correlaciona con la induccién de hepcidina (Kemna y col., Blood
106:1864-1866 (2005)). Un ensayo que permite la precisa cuantificacion de niveles de hepcidina es critico para identificar
pacientes que pueden beneficiarse de una estrategia de bloqueo de hepcidina para tratar la anemia de inflamacion u
otros trastornos relacionados.

Sumario de la invencion

En el presente documento se desvelan métodos de aislamiento y/o determinacion de la concentracién de hepcidina en
una muestra. En particular, se desvelan un método para cuantificar hepcidina en una muestra biolégica usando
espectrometria de masas y un método de purificacion y/o separacién de hepcidina de una muestra bioldgica.

Por tanto, un aspecto de la invencion es proporcionar un método de determinacién de una concentracién de hepcidina en
una muestra que comprende (1) separar la hepcidina de la muestra antes de someter la hepcidina a espectrometria de
masas usando extraccién en fase sdlida; (2) someter la hepcidina y un patrén interno a espectrometria de masas en
tandem para producir un espectro de masas que tiene una sefal de hepcidina y una sefial del patrén interno; (3) medir
una intensidad de la sefial de hepcidina y la sefal del patrén interno; y (4) correlacionar la intensidad de la sefal de
hepcidina y la intensidad de la sefial del patron interno a una curva patron de concentraciones de hepcidina para
determinar la concentracién de la hepcidina en la muestra, en el que el patron interno comprende SEC ID N? 4
isotépicamente marcada. En algunos ejemplos la hepcidina es una forma de prepropéptido de hepcidina que tiene
aproximadamente 84 residuos de aminoacidos. En otros ejemplos, la hepcidina es una forma de propéptido de hepcidina
que tiene aproximadamente 61 residuos de aminodcidos. En todavia otros ejemplos, la hepcidina es una forma
procesada de hepcidina que tiene aproximadamente 20 a aproximadamente 25 residuos de aminoacidos. En algunas
realizaciones, la hepcidina es un péptido que tiene una secuencia de SEC ID N: 3; SEC ID N°: 4; SEC ID N°: 13; SEC ID
N 14; SEC ID N% 15, 0 una combinacion de las mismas. La hepcidina se ioniza durante el andlisis de EM, y la carga
resultante de hepcidina puede ser +1, +2, +3, +4, 0 una mezcla de las mismas. El analisis de EM puede ser mediante
cromatografia de liquidos-EM y/o EM en tandem. En algunas realizaciones, la hepcidina se separa adicionalmente de la
muestra antes del andlisis de EM. La separacion puede producirse mediante cromatografia, tal como cromatografia de
liquidos, y extraccion en fase sélida.

En el presente documento se ensefia un método de determinacién de la presencia o concentracion de hepcidina en una
muestra que comprende separar la hepcidina de una muestra; someter la hepcidina a EM para producir un espectro de
masas que tiene una sefial correspondiente a la hepcidina; medir la intensidad de la sefal de hepcidina; y correlacionar
la senal intensidad en el espectro de masas con una curva patréon de concentraciones de hepcidina para obtener una
cantidad de hepcidina en la muestra. En algunos ejemplos, la separacion de hepcidina de la muestra es mediante
cromatografia, tal como cromatografia de liquidos, extraccion en fase sélida, o una combinacion de las mismas. En
algunos ejemplos, la hepcidina es una forma de prepropéptido de hepcidina que tiene aproximadamente 84 residuos de
aminoacidos. En otros ejemplos, la hepcidina es una forma de propéptido de hepcidina que tiene aproximadamente 61
residuos de aminoacidos. En todavia otros ejemplos, la hepcidina es una forma procesada de hepcidina que tiene
aproximadamente 20 a aproximadamente 25 residuos de aminoacidos. La hepcidina se ioniza durante el andlisis de EM,
y la carga resultante de hepcidina puede ser +1, +2, +3, +4, 0 una mezcla de las mismas.

En el presente documento también se ensefia un método de separacion de hepcidina de una muestra, que comprende
introducir la muestra a una columna de fase inversa y tratar la columna de fase inversa con un disolvente eluyente, en el
que el eluyente resultante comprende hepcidina. En algunos ejemplos, el disolvente eluyente comprende metanol, agua,
0 una mezcla de los mismos. En ciertos ejemplos, la columna de fase inversa comprende una columna de fase inversa
C18, C8 o C3 o columna de fase inversa C18, C8 o C3 modificada polar. Tales columnas estan disponibles de una
variedad de fuentes comerciales, que incluyen Waters, Agilent, y similares.

En cualquiera de los aspectos de la invencion desvelados en el presente documento, la muestra puede ser de un
mamifero, y en realizaciones especificas, el mamifero es humano. En ciertos ejemplos, el humano esta sano, mientras
que en otras realizaciones el humano presenta homeostasis del hierro perturbada. En ejemplos especificos, la
homeostasis del hierro esta por debajo de la normal, mientras que en otras realizaciones la homeostasis del hierro esta
por encima de la normal. En un ejemplo especifico, los indices de hierro o criterios hematoldgicos del sujeto estan fuera
de los intervalos normales que se indican en la Tabla I, mas adelante. En diversos ejemplos, un paciente humano sufre
anemia y es hiposensible a terapia de eritropoyetina o una terapia eritropoyética. En un ejemplo especifico, la terapia
eritropoyética comprende un analogo de eritropoyetina tal como darbepoetina alfa.

En cualquiera de los aspectos de la invencion desvelados en el presente documento, el ser humano puede sufrir o se
sospecha que padece una afeccién inflamatoria o relacionada con inflamacion. Tales afecciones incluyen septicemia,
anemia de inflamacién, anemia de cancer, anemia inflamatoria crénica, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad
renal terminal, anemia por deficiencia de hierro, enfermedad de la ferroportina, hemocromatosis, diabetes, artritis
reumatoide, arteriosclerosis, tumores, vasculitis, lupus eritematoso sistémico y artropatia. En otras realizaciones, el ser
humano puede sufrir o se sospecha que padece una afeccion no inflamatoria. Tales afecciones no inflamatorias incluyen
deficiencia de vitamina B6, deficiencia de vitamina B12, deficiencia de folato, pelagra, mielosis funicular,
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pseudoencefalitis, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad cardiaca coronaria y enfermedad
arterial oclusiva periférica. En otras realizaciones mas, el ser humano puede sufrir 0 se sospecha que padece una
reaccion de fase aguda. Tales reacciones de fase aguda incluyen septicemia, pancreatitis, hepatitis y enfermedades
reumatoides.

También se ensefian métodos para mejorar el tratamiento de un paciente humano que padece anemia midiendo
concentraciones de hepcidina usando los métodos desvelados en el presente documento. En diversas realizaciones, la
concentraciéon de hepcidina es aproximadamente 10 ng/ml o menos, aproximadamente 5 ng/ml o menos,
aproximadamente 2 ng/ml o menos, o aproximadamente 1 ng/ml o menos. En otros ejemplos, la concentracion de
hepcidina es aproximadamente 25 ng/ml o superior, 0 30 ng/ml o superior. En ciertos ejemplos, la terapia para anemia
del paciente se modifica y/o se vuelve a examinar basandose en la monitorizacion de su concentraciéon de hepcidina.

En el presente documento se ensefia un kit que comprende dos 0 mas articulos Utiles para poner en practica un método
de la invencion, envasados juntos. Por ejemplo, en una variacién, el kit comprende una pluralidad de recipientes de
hepcidina, teniendo cada recipiente una cantidad conocida y diferente de hepcidina, un recipiente de patrén e
instrucciones para preparar una curva patrén de concentraciones de hepcidina con respecto a patrén y para ensayar una
muestra de prueba para concentracion de hepcidina. En ciertos casos, el patron comprende una hepcidina
isotépicamente marcada, mientras que, en otros casos, el patrdn es un péptido que tiene retencion similar a la hepcidina
y una masa de aproximadamente + 750 Da de la de la hepcidina. En algunas realizaciones, la hepcidina comprende SEC
ID N2 4. En una realizacion especifica, la hepcidina comprende SEC ID N2 4 y el patron comprende SEC ID N% 4
isotépicamente marcada.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1A muestra un arbol de decision de indices de hierro y estados de enfermedad para la evaluacién de un
paciente, ausente una medida de niveles de hepcidina;

la figura 1B muestra un arbol de decision para la evaluacién de un paciente usando medicion de niveles de hepcidina;

la figura 2 muestra que la formacién de iones de hepcidina en un espectro de masas tiene predominantemente el estado
de carga +4 (m/z 698,5) y +3 (m/z 930,8);

la figura 3 muestra el espectro de hepcidina de EM/EM del estado de carga +3;
la figura 4 muestra el espectro de hepcidina de EM/EM del estado de carga +4;
la figura 5 muestra la optimizacion de pH para la extraccién en fase solida (EFS) de hepcidina;

la figura 6 muestra cromatogramas de EM de hepcidina humana (estados de carga +3 y +4) extraida de suero humano
de blanco;

la figura 7 muestra cromatogramas de EM de hepcidina humana (estados de carga +3 y +4) y patron interno extraido de
un paciente con septicemia;

la figura 8 muestra una curva patrén de concentracién frente a area del analito : area de patron interno creada a partir de
cantidades de hepcidina conocidas;

la figura 9 muestra la estabilidad de la hepcidina con el tiempo bajo condiciones de incubacion;

la figura 10 muestra un cromatograma de CL pico base de una disolucién de incubacion a tiempo 0;

la figura 11 muestra el cromatograma de EM correspondiente de hepcidina a tiempo de incubacion 0;

la figura 12 muestra el cromatograma pico base de una disolucion después de 4 horas de incubacion;

la figura 13 muestra el cromatograma de EM correspondiente de hepcidina a tiempo de incubacién 4 horas;

la figura 14A muestra la comparacién de niveles de hepcidina en suero en 20 donantes voluntarios en comparacion con
40 pacientes con una variedad de canceres y una hemoglobina inferior a 10 g/dl, correlacionando dos lecturas elevadas
en los donantes de control con Tsat alta o infeccion; y

la figura 14B muestra la sub-clasificacién de la anemia de pacientes con cancer con el fin de identificar aquellos con
inflamacién probable (Al), anemia por deficiencia de hierro (ADH) o una mezcla de las dos (anemia mixta). Cualquier
paciente que no se clasifique en ninguna de estas clases se designé 'Otro'. Los indices usados para clasificar pacientes

fueron CRP, relacion de sTfR/log ferritina, Tsat y ferritina (como se observa en la figura 1B). Las lineas representan el
valor medio.
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La figura 15 muestra un cromatograma de EM de hepcidina humana truncada Hepc-20 (SEC ID N®: 15), que muestra
Hepc-20 en tanto un estado de carga +3 como +4.

La figura 16 muestra un cromatograma de EM de hepcidina humana truncada Hepc-22 (SEC ID N®: 16), que muestra
Hepc-22 en tanto un estado de carga +3 como +4.

La figura 17 muestra un cromatograma de EM de hepcidina humana Hepc-25 (SEC ID N® 4), que muestra Hepc-25 en
tanto un estado de carga +3 como +4.

La figura 18 muestra curvas de calibracion para la concentracion (ng/ml) de Hepc-25, Hepc-22 y Hepc-20 por intensidad
de senal de EM.

Descripcion detallada

La hepcidina, llamada debido a su sitio de produccién, es un péptido importante ligado al metabolismo del hierro. Los
trastornos en el metabolismo del hierro pueden evaluarse midiendo niveles de hepcidina, luego comparando los niveles
medidos de hepcidina con niveles normales. Tales comparaciones pueden facilitan el diagndstico, pueden evaluar las
pautas de tratamiento, o pueden monitorizar el progreso de un paciente con el tiempo.

Los métodos desvelados proporcionan un medio de aislamiento de hepcidina de y/o analisis de hepcidina en una
muestra biolégica. Antes de esta divulgacion, ni la espectrometria de masas ni el aislamiento de hepcidina de una
muestra fueron suficientemente eficientes o exactos para correlacionarse con una cuantificacién absoluta de hepcidina
en la muestra. La EM y/o técnicas de separacion ineficaces, o EM y/o técnicas de separacion no conformes, dificultan la
capacidad para comparar conjuntos discretos de datos. Con el descubrimiento de la EM y técnicas de separacion
eficaces pueden compararse diversos conjuntos de datos, tanto del mismo paciente con el tiempo como de diferentes
pacientes en diferentes momentos.

La hepcidina, debido en parte a su secuencia de aminoacidos, no se fragmenta faciimente para el andlisis de EM. En el
presente documento se desvelan técnicas para la idénea ionizacion y fragmentacién de la hepcidina, que produce
espectros de EM adecuados para la cuantificacion de hepcidina usando comparaciones de patrén interno y de curva
patron. Informes previos de analisis de EM de hepcidina utilizaron técnicas de EM que no permitieron eficazmente la
cuantificacion de hepcidina en una muestra (véase, por ejemplo, Kemna y col., Blood, 106:3268 (2005)). Los métodos
desvelados en el presente documento también pueden aplicarse a la medicion de defensinas (Kluver y col., J. Peptide.
Res. 59:241 (2002)).

Como se usa en el presente documento, los términos “cuantitativo” o “cuantificacion” se refieren a proporcionar una
medicién absoluta de hepcidina en una muestra que puede compararse con mediciones tomadas en un momento
diferente o de una fuente diferente. Las mediciones cuantitativas son valiosas para muchos fines, ademas de las
mediciones relativas que solo pueden compararse con otras mediciones tomadas en el mismo momento de forma que
puedan proporcionar informacion tal como una relacién. Como se describe mas adelante en mayor detalle, el uso de una
cantidad medida de un patrén interno permite el calculo cuantitativo de la hepcidina en una muestra.

Como se usa en el presente documento, “muestra” significa cualquier muestra biolégica adecuada para analisis de
hepcidina mediante los métodos desvelados en el presente documento. La fuente de tales muestras puede ser suero,
sangre, plasma, orina u otro fluido corporal, o un filtrado de un fluido corporal, de un sujeto de prueba. El sujeto de
prueba es un animal, preferentemente mamifero, y mas preferentemente un ser humano.

Como se usa en el presente documento, un “marcador de hierro” es un metabolito, proteina u otra biomolécula que
participa en los niveles o metabolismo del hierro. Una alteracion del metabolismo del hierro significa una deficiencia o
desviacion de los valores normales de uno o mas marcadores de hierro, tales como aquellos enumerados en la Tabla |, u
otros parametros clinicos del hierro, tales como aquellos enumerados en la figura 1A o la figura 1B. Las proteinas,
ademas de los parametros clinicos del hierro, que pueden controlar los niveles de hierro, incluyen ferroportina,
hemojuvelina soluble, proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) y miembros de familia relacionados. Midiendo niveles
de hepcidina en una muestra biolégica de un paciente puede extrapolarse informacion referente al metabolismo del
hierro del paciente. Ademas, pueden generarse datos referentes a tendencias en los niveles de hepcidina con respecto a
diversos trastornos o afecciones del metabolismo del hierro.

Las afecciones inflamatorias que participan en una alteracién de metabolismo del hierro incluyen, pero no se limitan a,
septicemia, anemia de inflamacion (Weiss y col., N. Engl. J. Med. 352:1011 (2005)), anemia de cancer, artritis inducida
por colageno (AIC), insuficiencia cardiaca congestiva (ICC), enfermedad renal terminal (ERT) (Kulaksiz y col., Gut,
53:735 (2004)), deficiencia de hierro, hemocromatosis (Ganz, Blood, 102(3):783 (2003)), diabetes, artritis reumatoide
(Jordan, Curr. Opin. Rheumatology, 16:62 (2004)), arteriosclerosis, tumores, vasculitis, lupus eritematoso sistémico y
enfermedad o insuficiencia renal. Afecciones no inflamatorias que participan en una alteracion de metabolismo del hierro
incluyen, pero no se limitan a, deficiencia de vitamina B6, deficiencia de vitamina B12, deficiencia de folato, pelagra,
mielosis funicular, pseudoencefalitis, enfermedad de Parkinson (Fasano y col., J. Neurochem. 96:909 (2006) y Kaur y
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col., Ageing Res. Red., 3:327 (2004)), enfermedad de Alzheimer, enfermedad cardiaca coronaria, osteopenia y
osteoporosis (Guggenbuhl y col., Osteoporos. Int. 16:1809 (2005)), hemoglobinopatias y otros trastornos del
metabolismo de los eritrocitos (Papanikolaou y col., Blood 105:4103 (2005)), y enfermedad arterial oclusiva periférica.
Las afecciones de reaccion de fase aguda que participan en una alteracién del metabolismo del hierro incluyen, pero no
se limitan a, pancreatitis, hepatitis (Brock, Curr. Opin. Clinic. Nutrition. Metab. Care, 2:507 (1999)) y enfermedades
reumatoides.

Los valores de referencia para la hepcidina medida estan, por ejemplo, en el intervalo de 0 a aproximadamente 2000
ng/ml, en particular aproximadamente 100 a aproximadamente 500 ng/ml. Un intervalo de referencia particularmente
preferido es de aproximadamente 200 a aproximadamente 260 ng/ml. Cualquier valor dentro del intervalo de referencia
puede usarse como valor umbral para la medicién, por ejemplo, de un valor en el intervalo de 0 a aproximadamente 1000
ng/ml. Una medida por debajo de aproximadamente 10 ng/ml puede indicar supresién de hepcidina, mientras que el
intervalo “normal” de niveles de hepcidina es inferior a aproximadamente 25 ng/ml. Diversos otros indices de hierro y sus
intervalos normales de concentraciones se enumeran en la Tabla I.

Tabla |

indice de hierro Nivel normal (intervalo)

Hierro en suero 50-170 pg/dl
Hemoglobina 11,5-18 g/dl
Hematocrito 37-54 %
Volumen corpuscular medio (VCM) 80-96 fl

Amplitud de la distribucion eritrocitaria (ADE)

11,5-14,5 % (método de impedancia eléctrica)
0 10,2-11,8 % (método de luz laser)

Capacidad total de fijacién del hierro (CTFH)

250-450 pg/dl

Porcentaje de saturacién de hierro por transferrina (Tsat) 15-50 %

Ferritina 12-120 ug/l

Folato 3-16 ng/ml (suero) y 130-628 ng/ml (eritrocito)
Vitamina B12 200-900 pg/ml

Un nivel del indice de hierro fuera de los intervalos normales enumerados en la Tabla | es un desencadenante para medir
el nivel de hepcidina de ese paciente. Debido a que la hepcidina es un componente clave del metabolismo del hierro, los
niveles de hepcidina se correlacionan con una alteraciéon del metabolismo del hierro y/o indices de hierro. Elevados
niveles de hepcidina se correlacionan con niveles de hierro en suero por debajo de los intervalos normales indicados en
la Tabla I, hemoglobina baja y hematocrito, Tsat reducido o normal y valores de ferritina altos o normales, y elevado
estado inflamatorio como se mide por la elevacion de proteina C reactiva (CRP).

La deteccion de la alteracién del metabolismo del hierro incluye ensayo, obtencion de imagenes o establecimiento de de
otro modo de la presencia, ausencia o concentracion de hepcidina o un precursor de hepcidina. El término “deteccién”
engloba aplicaciones de diagnostico, prondstico y monitorizacion para hepcidina.

El término “hepcidina”, como se usa en el presente documento, incluye prepropéptidos de secuencias de 83 u 84 aa en
raton (SEC ID N2 1); rata (SEC ID N 2); y ser humano (SEC ID N 3); las secuencias de hepcidina de 25 aa de
hepcidina humana (SEC ID N2 4); hepcidina de cino (SEC ID N2 5); hepcidina de mono de Vervet (SEC ID N% 6);
hepcidina de conejo (SEC ID N 7); hepcidina de rata (SEC ID N% 8); hepcidina de ratén (SEC ID N2 9); o hepcidina
canina (SEC ID N2: 10), (SEC ID N2: 11) o (SEC ID N2 12). Los péptidos de hepcidina también incluyen un propéptido
humano de 60 aminoacidos (SEC ID N°: 13) y (SEC ID N% 14), ademas de una secuencia de 20 aminoé&cidos (SEC ID
Ne: 15) y secuencia de 22 aminoacidos (SEC ID N%: 16).

Los términos “espectrometria de masas” o “EM” como se usan en el presente documento se refieren a métodos de
filtracion, deteccion y medicion de iones basandose en su relacion de masa con respecto a carga, o “m/Z’. En general,
una 0 mas moléculas de interés se ionizan, y los iones se introducen posteriormente en un instrumento de espectrografia
de masas en el que, debido a una combinacién de campos magnéticos y eléctricos, los iones siguen una trayectoria en el
espacio que depende de la masa (“m”) y la carga (“z”). Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 6.204.500;
6.107.623; 6.268.144; 6.124.137; 6.982.414; 6.940.065; 5.248.875; Wright y col., Prostate Cancer and Prostatic Diseases
2:264 (1999); y Merchant y Weinberger, Electrophoresis 21:1164 (2000).

Por ejemplo, en un instrumento de “cuadrupolo” o “trampa de iones de cuadrupolo”, los iones en un campo de
radiofrecuencia (RF) oscilante experimentan una fuerza proporcional al potencial de corriente continua (CC) aplicado
entre los electrodos, la amplitud de la sefial de RF y m/z. El voltaje y la amplitud pueden seleccionarse de forma que solo
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iones que tienen una m/z particular viajen la longitud del cuadrupolo, mientras que todos los otros iones son desviados.
Asi, los instrumentos de cuadrupolo pueden actuar de tanto “filtro de masas” como de “detector de masas” para los iones
inyectados al instrumento.

El espectrometro de masas de triple cuadrupolo en modo de monitorizacién de mdltiples reacciones (MRM) se usa
preferentemente para la cuantificacion de hepcidina. Implica dos analizadores de masas de cuadrupolo auténomo,
separados por una celda de colisién del cuadrupolo. El primer cuadrupolo se usa para seleccionar iones del analito de
interés (precursor), que se fragmenta en la celda de colision por disociacion inducida por colisién. Los fragmentos
resultantes se analizan por el segundo cuadrupolo analitico. Debido a que los iones precursores se hacen pedazos en la
celda de colision muy especificamente, la monitorizacion del Unico i6n de los fragmentos del precursor conduce a una
gran mejora de la especificidad y relacion de sefal con respecto a ruido. Por tanto, puede usarse para analisis
cuantitativos sobre muestras complejas como suero.

Adicionalmente, la resolucion de las técnicas de EM puede potenciarse empleando “espectrometria de masas en
tandem”, o “EM/EM”. En esta técnica, un i6n precursor o grupo de iones generado a partir de una molécula (o moléculas)
de interés se filtran en un instrumento de EM, y estos iones precursores se fragmentan posteriormente dando uno o méas
iones de los fragmentos que luego se analizan en un segundo procedimiento de EM. Mediante la cuidadosa seleccion de
iones precursores, solo iones producidos por ciertos analitos de interés pasan a la camara de fragmentacioén, en la que
se produce la colision con dtomos de un gas inerte para producir los iones de los fragmentos. Debido a que tanto los
iones precursores como de los fragmentos se producen en un modo reproducible bajo un conjunto dado de condiciones
de ionizacion/fragmentacion, la técnica de EM/EM puede proporcionar una herramienta analitica extremadamente
poderosa. Por ejemplo, la combinacion de filtracion/fragmentacién puede usarse para eliminar sustancias interferentes, y
puede ser particularmente Util en muestras complejas, tales como muestras biolégicas.

Los espectrometros de masas utilizan varios métodos de ionizacion diferentes. Estos métodos incluyen, pero no se
limitan a, fuentes de ionizacién en fase gaseosa tales como impacto electronico, ionizacién quimica e ionizacion de
campo, ademas de fuentes de resorcion, tales como resorcion de campo, bombardeo con atomos rapidos,
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz y desorcidn/ionizacion laser potenciada por superficie. Ademas, los
espectrémetros de masas pueden acoplarse a medios de separacion tales como cromatografia de gases (CG) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En algunos casos se emplea ionizacion por electropulverizacion. La
ionizacién por electropulverizacién (ESI) en modo de ién positivo se usa para conectar la separacion por HPLC y la
deteccién por espectrometro de masas de la hepcidina. La ionizacion tiene lugar a presion atmosférica. Implica pulverizar
el efluente de un andlisis de CL o una misma muestra fuera de una pequefa aguja, a la que se aplica un alto voltaje. Este
método produce pequenas gotitas cargadas, y el disolvente de la fase moévil se evapora entonces dejando la molécula de
muestra en la fase gaseosa y se ioniza. Estos iones en fase gaseosa generados se “pbarren” entonces en el
espectrémetro de masas para la deteccion. También pueden emplearse otras técnicas de ionizacion, tales como
ionizacién quimica, pero ESI es el mecanismo de ionizacién preferido. Debido a que un espectro de masas se informa en
unidades de m/z, el grado de ionizacion afectara el pico resultante correspondiente al péptido de hepcidina. La carga de
hepcidina puede ser +1, +2, +3, +4, 0 una combinacion de las mismas, dependiendo del método de ionizacion empleado.

En algunas realizaciones, el EM se combina con una etapa de cromatografia de liquidos con el fin de aumentar la
sensibilidad de las mediciones resultantes. La HPLC de fase inversa es una técnica de separacion que implica
transferencia de masas entre dos fases mdviles estacionarias no polares y polares relativas inmiscibles. Los
componentes de una mezcla se disuelven primero en un disolvente, luego se introducen en la fase movil y circulan a
través de una columna cromatografica en la que la fase estacionaria se inmoviliza sobre el material de empaquetamiento.
En la columna, la mezcla se resuelve en sus componentes dependiendo de la interaccion del soluto con las fases
moviles y estacionarias. Cada uno de los componentes resueltos se detecta entonces por el espectrometro de masas.

La cuantificacién de hepcidina en una muestra se logra afadiendo un patrén interno a las muestras y comparando la
relacion de hepcidina y patrén interno con relaciones obtenidas de una serie de muestras en las que cantidades
conocidas de hepcidina y patron interno se ainaden a la matriz de blanco (una curva patrén, véase, por ejemplo, la figura
8). El uso de este método permite la determinacion de niveles de hepcidina en individuos sanos normales, ademas del
nivel de hepcidina de pacientes que sufren septicemia u otras afecciones inflamatorias. Patrones internos apropiados son
aquellos que tienen un peso molecular distinto (es decir, sefial del espectro de masas) del de hepcidina, pero dentro de
un intervalo + 750 (m/z). En algunas realizaciones, el patrén interno es un péptido de hepcidina isotépicamente marcada,
en el que uno o mas atomos de H, C, N y/o O se sustituyen con un is6topo estable que tiene una masa diferente (por
ejemplo, 2H, °C, N, "0 o ®0). En diversos ejemplos, el patron interno es un péptido que tiene caracteristicas de
retencién y/o cromatograficas similares a la hepcidina y un peso molecular distinto, dentro de + 50 m/z. En una
realizacion especifica, el patrén interno es un péptido de SEC ID N2 4.

La cuantificacion de niveles de hepcidina en una muestra permite comparaciones entre conjuntos de datos. Esta
capacidad para comparar diferentes mediciones de muestras permite capacidades de diagnéstico, ademas de
capacidades de monitorizacion. Los métodos de cuantificacién para hepcidina pueden utilizarse ventajosamente en el
diagnéstico del grado de metabolismo del hierro o alteracion de la homeostasis del hierro en pacientes dentro de un
ambito de diagndstico clinico. Tal diagndstico podria usarse a su vez por profesionales clinicos para seleccionar e
implementar terapias preventivas y de tratamiento apropiadas que incluyen quelacién de hierro, tratamiento con hierro,
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supresion inflamatoria o terapia eritropoyética. En un ambito de diagnostico clinico, los métodos anteriores y célculos se
interpretan de forma que pueda tomarse un llapan de accién apropiado dependiendo de los niveles de concentracién de
hepcidina, solo o en combinacién con otros parametros tales como aquellos enumerados en la Tabla I. Como se usa en
el presente documento, el término “homeostasis del hierro” se refiere a un método de coordinacién de todos los aspectos
del metabolismo del hierro en el cuerpo para mantener un equilibrio entre la captacién de hierro, pérdida de hierro y
movilizacién y almacenamiento de hierro, produciendo el control de los niveles de hierro en suero dentro del intervalo
normal. La homeostasis del hierro con un equilibrio negativo (por debajo del normal) consistiria en situaciones en las que
niveles de hierro en suero se mantuvieran por debajo del intervalo normal, el equilibrio entre la captacién y la pérdida de
hierro condujera a una pérdida de hierro neta para el cuerpo o se produjera mala distribucién del hierro de forma que se
agotaran las reservas de hierro. La homeostasis del hierro con un equilibrio positivo (por encima del normal) consistiria
en situaciones en las que niveles de hierro en suero se mantuvieran por encima del intervalo normal, el equilibrio entre la
captacion y la pérdida de hierro condujera a un aumento de hierro neto para el cuerpo o se produjera mala distribuciéon
del hierro de forma que aumentaran las reservas de hierro.

Con el fin de facilitar el diagnéstico de pacientes, arboles de decision, tales como el de la figura 1B, pueden usarse para
interpretar el nivel de hepcidina, y que se usa para ayudar al usuario o intérprete en la determinacién de un ciclo de
tratamiento y la significancia de la lectura de la concentracion. Se predicen que los valores de hepcidina son elevados en
pacientes con inflamacion, sobrecarga de hierro y enfermedad de la ferroportina y suprimidos en pacientes con
hemocromatosis, hemoglobinopatias y otros trastornos eritrocitarios. El arbol de decision de la figura 1B muestra como la
medicién de niveles de hepcidina simplifica el diagndstico y/o evaluacién de un paciente que se sospecha que tiene
trastornos del metabolismo del hierro. La figura 1A muestra la evaluacion del arbol de decisién sin una medida de niveles
de hepcidina.

En diversos ejemplos pueden usarse niveles de hepcidina para mejorar el tratamiento de un paciente con anemia.
Analizando la concentracion de niveles de hepcidina en un paciente, el responsable médico de la toma de decisiones
puede evaluar mejor un tratamiento particular en consideracion o actualmente comenzado por el paciente. En particular,
pacientes que son hiposensibles a los tratamientos para anemia tipicos tales como eritropoyetina o analogos de la misma
(epoetina alfa, epoetina beta, darbepoetina alfa, cualquier proteina o péptido estimulante eritropoyético o molécula
pequeia con actividad estimulante eritropoyética), o cualquier otro tipo de terapia eritropoyética, se benefician de los
rapidos y/o exactos andlisis de tratamientos para anemia alternativos. En algunos ejemplos, el tratamiento para anemia
se confecciona para un paciente individual basandose en la monitorizacién de los niveles de hepcidina del paciente en
respuesta a cada tratamiento para anemia.

El término “moléculas estimulantes de la eritropoyesis” o “terapia eritropoyética” como se usa en el presente documento
incluye eritropoyetina humana o una variante, derivado, o analogo biolégicamente activo de la misma, que incluye un
derivado quimicamente modificado de tal proteina o analogo o cualquier molécula pequefia que estimule la eritropoyesis.
La eritropoyetina incluye, pero no se limita a, un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos como se
expone en SEC ID N2: 18 o SEC ID N2 19. Los aminoéacidos 1 a 165 de SEC ID N: 18 constituyen la proteina madura
de cualquier molécula designada una epoetina, por ejemplo, epoetina alfa, epoetina beta, epoetina gamma, epoetina
zeta, y similares. Adicionalmente, una epoetina también incluye cualquiera de las epoetinas anteriormente mencionadas
que estan quimicamente modificadas, por ejemplo, con uno o mas polimeros solubles en agua tales como, por ejemplo,
polietilenglicol. También se contemplan analogos de eritropoyetina, con el 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 el 99% de identidad con SEC ID N°: 18 o SEC ID N% 19, y que todavia retienen
actividad eritropoyética.

Secuencias, fabricacion, purificacion y uso de eritropoyetina humana recombinante a modo de ejemplo se describen en
varias publicaciones de patente, que incluyen, pero no se limitan a, la patente de EE.UU. de Lin 4.703.008 y la patente de
EE.UU. de Lai 4.667.016. La darbepoetina es un analogo de eritropoyetina hiperglucosilado que tiene cinco cambios en
la secuencia de aminoacidos de rHUEPO que proporcionan dos cadenas de hidrato de carbono adicionales. Mas
especificamente, la darbepoetina alfa contiene dos cadenas de hidrato de carbono ligadas en N adicionales en los
residuos de aminoacidos 30 y 88 de SEC ID N®: 18. Secuencias, fabricacion, purificacién y uso de darbepoetina y otros
analogos de eritropoyetina a modo de ejemplo se describen en varias publicaciones de patente, que incluyen Strickland y
col., documento WO 91/05867, Elliott y col., documento WO 95/05465, Egrie y col., documento WO 00/24893, y Egrie y
col. documento WO 01/81405. Derivados de polipéptidos que se producen naturalmente o analogos incluyen aquellos
que se han modificado quimicamente, por ejemplo, para unirse a polimeros solubles en agua (por ejemplo, PEGilados),
radionuclidos, u otros restos de diagnéstico o que eligen diana o terapéuticos.

El término “actividad eritropoyética” significa actividad para estimular la eritropoyesis como se demuestra en un ensayo in
vivo, por ejemplo, el ensayo de ratén policitémico exhipdxico. Véase, por ejemplo, Cotes y Bangham, Nature 191:1065
(1961).

La hepcidina se aisla de una muestra antes de, o en lugar de, EM o anélisis de CL-EM. La extraccién en fase sélida
(EFS) es un medio preferido de aislamiento de hepcidina. El uso de EFS permite la extraccién y aislamiento de hepcidina
de muestra bioldgica (tal como suero, plasma y orina) para la posterior separacion por HPLC y deteccion espectrométrica
de masa. La EFS es una técnica cromatografica para preparar muestras antes de realizar analisis quimicos cuantitativos,
tales como EM. El objetivo de la EFS es aislar analitos diana de una compleja matriz de muestras que contiene
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interferencias no deseadas, que tendrian un efecto negativo sobre la capacidad para realizar el analisis cuantitativo. Los
analitos diana aislados se recuperan en una disolucién que es compatible con el andlisis cuantitativo. Esta disolucion final
que contiene el compuesto diana puede usarse para analisis directamente, o evaporarse y reconstituirse en otra
disolucion de un menor volumen con el fin de concentrar adicionalmente el analito diana, y hacerlo mas susceptible a la
deteccién y medicién. El analisis de muestras biolégicas, tales como plasma y orina, usando cromatografia de liquidos
(CL) generalmente se beneficia de EFS antes del analisis tanto para eliminar materia insoluble como interferencias
solubles, y también para pre-concentrar compuestos diana para la potenciada sensibilidad de deteccion. Muchas
matrices de muestras encontradas en bio-separaciones contienen tampones, sales o tensioactivos, que puede ser
particularmente problematicos cuando se usa deteccién basada en espectrometro de masas. La EFS también puede
usarse para realizar un simple fraccionamiento de una muestra basandose en diferencias en la estructura quimica de las
partes componentes, reduciendo asi la complejidad de la muestra que va a analizarse.

Métodos de EFS tipicos contienen una secuencia de etapas, cada una con un fin especifico. La primera etapa,
denominada la etapa de “acondicionamiento”, prepara el dispositivo, normalmente una columna de cromatografia, para
recibir la muestra. Para EFS de fase inversa, la etapa de acondicionamiento implica lavar primero el dispositivo de EFS
con un disolvente organico tal como metanol o acetonitrilo, que sirve para humedecer las superficies de tanto el
dispositivo como el sorbente, y también aclara cualquier contaminante residual del dispositivo. Este aclarado inicial
generalmente va seguido de un aclarado con disolvente altamente acuoso, que frecuentemente contiene tampones de
pH u otros modificadores, que prepararan el sorbente cromatogréfico para retener preferencialmente los componentes de
la muestra diana. Una vez acondicionado, el dispositivo de EFS esta listo para recibir la muestra.

La segunda etapa, denominada la etapa de “carga”, implica pasar la muestra a través del dispositivo. Durante la carga,
los componentes de la muestra, junto con muchas interferencias, son adsorbidos sobre el sorbente cromatografico. Una
vez se completa la carga se usa una etapa de “lavado” para aclarar componentes de la muestra interferentes, a la vez
que se permite que los compuestos diana sigan siendo retenidos sobre el sorbente. Con poca o ninguna pérdida de
hepcidina, la medicion resultante de hepcidina refleja con exactitud la cantidad real de hepcidina en la muestra.

Para lavar la muestra que contiene hepcidina se prefiere un pH superior a 7, un pH superior a 8 es mas preferido, y un
pH de aproximadamente 10 o superior es el mas preferido. El lavado usando un sistema de disolventes en este intervalo
de valores de pH permite lavar contaminantes y otras biomoléculas en la muestra de la hepcidina, con poca o ninguna
pérdida de la propia hepcidina. Tampones usados para ajustar el pH del disolvente de lavado incluyen, pero no se limitan
a, hidroxido de amonio, fosfato, carbonatos, y similares. El hidréxido de amonio es el tampon preferido. La cantidad de
tampdn presente en el sistema de disolventes afectara el pH resultante, pero esta normalmente presente en cantidad de
aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 10 %, mas preferentemente de aproximadamente el 1 a
aproximadamente el 5 %, y lo mas preferentemente de aproximadamente el 1,5 a aproximadamente el 3 %. En una
realizacion especifica, el hidréxido de amonio es el tampén y esta presente en una cantidad de aproximadamente el 2 %.
El disolvente de lavado normalmente es una mezcla de agua y metanol. El metanol esta presente en cantidades de
aproximadamente el 20 a aproximadamente el 70 % de la mezcla, y mas preferentemente es de aproximadamente el 40
a aproximadamente el 50 %. El resto del sistema de disolventes es agua.

Entonces, la etapa de lavado va seguida de una etapa de “elucién”, que normalmente usa un fluido que contiene un alto
porcentaje de un disolvente orgéanico, tal como metanol o acetonitrilo. El disolvente de elucién se elige para liberar
eficazmente los compuestos diana del sorbente cromatografico, y en un recipiente de muestra adecuado. El disolvente
eluyente normalmente tiene un pH inferior a aproximadamente 8, mas preferentemente a pH de aproximadamente 3 a
aproximadamente 6, y lo mas preferentemente de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 5,5. Un pH de
aproximadamente 5 es un pH altamente preferido para el disolvente eluyente. Tampones usados para ajustar el pH del
disolvente eluyente incluyen, pero no se limitan a, acetato, citrato, maleato, formiato, succinato y similares. La eleccion
del tampdn depende del pH deseado. El disolvente eluyente normalmente es una mezcla de agua y metanol. EI metanol
esta presente en cantidades superiores al 70 % de la mezcla, y mas preferentemente es superior a aproximadamente el
75 %, y lo mas preferentemente es superior a aproximadamente el 80 %. El resto del sistema de disolventes es agua.

La elucion con altas concentraciones de disolvente organico requiere que se realicen etapas adicionales antes del
analisis. En el caso de andlisis cromatografico (CL o CL-EM) es preferible que las muestras se disuelvan en una mezcla
acuosa-organica en vez de un disolvente organico puro, tal como metanol o acetonitrilo. Las técnicas y materiales de
EFS se describen en las patentes de EE.UU. n? 5.368.729; 5.279.742; 5.260.028; 5.242.598; 5.230.806; 5.137.626; y
5.071.565, cada una de las cuales se incorpora en su totalidad. Los materiales sorbentes para columnas de EFS
incluyen, pero no se limitan a, C18, C8, materiales de copolimeros de intercambio cationico y equilibrados hidrdfilos-
lipdfilos. Tales columnas de EFS estan comercialmente disponibles de una variedad de fuentes comerciales, que
incluyen Waters (por ejemplo, Oasis HLB y MCX), Varian (por ejemplo, C18 y C8) y Millipore (por ejemplo, C18, C8, y
MPC cati6nica de fase mixta).

Se proporcionan los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Instrumentacion
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Todos los experimentos de cuantificacion se llevaron a cabo en un espectrometro de masas de triple cuadrupolo
API4000 (SciEx) de Applied Biosystems (Foster City, CA) con fuente de ESI Turbo. El sistema se control6 por el software
Analysis 1.3.1. Los experimentos de estabilidad y de identificacion de productos de degradacion se llevaron a cabo en
Finnigan LTQ (Thermo-Electron) controlado por el software Xcalibur 1.3.

La separacién se realizé en una columna Polaris C18A, 5 um (2,1 x 50 mm, Varian). La velocidad de flujo se fij6 a 300
w/min. El disolvente A de elucion fue 5:95 de metanol : agua (v/v) y el disolvente B fue 95:5 de metanol: agua,
conteniendo ambos 0,1 % de &cido férmico. Se desarrollaron dos métodos cromatograficos diferentes. Para el analisis
cuantitativo y el estudio de estabilidad de hepcidina, el sistema de HPLC se compuso de un inyector automatico HTS
PAL de LEAP Technologies (Carrboro, NC) y una bomba binaria Rheos. Las condiciones del gradiente se fijaron del
siguiente modo: 0-0,1 min, isocratico 2 % de B/98 % de A; 2 % de B al 5 % de B a 0,1-4,5 min; 95 % de B a 4,5-4,9 min;
95 % de B al 2 % de B a 4,9-5,0 min; 5,0-6,0 min, isocratico 2 % de B. El disolvente de lavado de la aguja fue metanol :
agua (50:50, v/v). Para la identificacion de productos de la degradacién enzimatica de hepcidina, el sistema de HPLC
consistié en una configuracién Agilent 1100 completamente equipada (Agilient Technologies, Palo Alto, CA) con inyector
automatico controlado por temperatura fijado a 4 °C. Se ejecutd un gradiente lineal del 5 % al 95 % de B en 18 min, luego
se mantuvo al 95 % de B durante 2 min, después de lo cual el gradiente se devolvié a las condiciones iniciales y se
equilibré durante 10 min antes de la siguiente ejecucién. El volumen de inyeccion de muestra fue 20 pl para ambos
experimentos.

Preparacion de disoluciones patrén

Se preparo disolucion madre de hepcidina humana (SEC ID N°: 4) con concentracién 1 mg/ml en tampén acetato sodico
10 mM (pH aproximadamente 5). Se preparé un mg/ml de disolucién madre de patrén interno (SEC ID N¢: 17) en agua.
SEC ID N% 17 tiene una secuencia de Ac-Lys-Lys-Arg-Pro-Hyp-Gly-CpG-Ser-DTic-CpG en la que Ac es acetilo, Lys es
lisina, Arg es arginina, Pro es prolina, Hyp es trans 4-hidroxi-prolina, Gly es glicina, CpG es ciclopentilglicina, Ser es
serina y DTic es &cido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico. Ambas disoluciones madres se almacenaron a -70
C. La concentracion final de 100 ug/ml de disolucion de trabajo de hepcidina se preparé diluyendo disolucion madre con
tampon acetato s6dico 10 mM. La disolucién de patrén interno final con concentracion 100 ng/ml se prepar6 diluyendo
disolucién madre de patrén interno en agua.

Los patrones de calibracion se prepararon recientemente enriqueciendo suero de blanco con disolucién de trabajo de
hepcidina (SEC ID N2 4), produciendo concentraciones de 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ng/ml de suero. Se
prepararon tres concentraciones diferentes (20, 200, 800 ng/ml) de muestras de control de calidad (CC) junto con los
patrones de calibracion.

Preparacion de muestras para identificacion de la estabilidad y productos de degradacion.

Se llevo a cabo un estudio de estabilidad de hepcidina humana incubando hepcidina (SEC ID N%: 4) en 10 % de agua de
suero humano a temperatura ambiente. La incubacion se inici6 mezclando 20 ul de disolucién de trabajo de hepcidina
(100 pg/ml) con 1980 ul de 10 % de agua de suero en un tubo de ensayo de 5 ml, resultando 1 ug/ml de concentracién
inicial. Una disolucién de 100 pl se tomo en alicuotas de la disolucion de incubacion a momentos de tiempo de 0 h, 0,5 h,
1h,1,5h,2h,3h,4hyb5h. Cada alicuota se extrajo por EFS inmediatamente y se aguardé a 4 °C hasta el andlisis.

Extraccion en fase solida

La extraccion en fase solida se llevé a cabo sobre placa de 96 pocillos Oasis HLB (Waters, Milford, MA). Disolvente de
lavado: 30 % de metanol/agua con pH de aproximadamente 10 ajustado con hidréxido de amonio. Disolvente de elucion:
disolucion de 90 % de metanol/agua con pH de aproximadamente 5 ajustado con acido acético. Después de la activacion
y acondicionamiento, 100 ul de muestra de suero y 200 pl de patrén interno se cargaron sobre la placa de EFS, se lavé
con agua y 350 pl de disolvente de lavado. La elucion se hizo usando 100 pl de disolvente de elucion y se diluy6é con 100
wl de agua. El eluato de 200 pl resultante estuvo listo para andlisis de CL-EM.

Optimizacion por ESI-EM/EM

Se determinaron iones precursores y de producto para hepcidina humana (H-hep; SEC ID N% 4) por infusién directa de
10 ug/ml de hepcidina en 50:50 de metanol: agua (v/v) que contenia 0,1 % de acido férmico. Como la hepcidina es un
péptido basico, se usé un modo de ionizacion positivo por ESI. Como se muestra en la figura 2, la formacién de iones de
hepcidina con el estado de carga +4 (m/z 698,5) y +3 (m/z 930,8) es predominante. Después de la deconvolucién de
carga, un masa promedio de 2788, que es 8 Da menos que la masa calculada a partir de la secuencia de hepcidina,
indica cuatro enlaces disulfuro formados entre los ocho aminoacidos de cisteina. Las figuras 3 y 4 muestran los espectros
de EM/EM para ambos estados de carga. La disolucion asistida por colision de los iones precursores de hepcidina a m/z
698 y m/z931 producen iones de producto importantes a m/z 110 correspondiente al ién imonio de histidina y a m/z 120
correspondiente al ién imonio de fenilalanina. Los pardametros de ESI-EM/EM para las transiciones ionicas que conducen
a iones de producto de m/z 110 se optimizaron para la cuantificaciéon de hepcidina como se muestra en la Tabla II.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2446 266 T3

Tabla Il - Método de EM

Compuesto Q1 Q3 Tiempo (ms) DP CE CXP
H-hep 698,10 110,15 150 71 75 8
H-hep 930,60 110,15 150 81 117 8

Patrén interno 619,10 132,15 150 86 59 10
CAD CUR GS1 GS2 IS TEM Q1 RES. Q3 RES.
8 20 20 20 4000 450 Unidad Baja

Q1 - cuadrupolo 1; Q3 - cuadrupolo 3; DP - potencial de desagrupamiento; CE - energia de colision; CXP -
compensacion de la colisién; CAD - gas de colision; CUR - gas cortina; GS1 - gas 1 de la fuente de iones; GS2 - gas 2 de
la fuente de iones; IS - voltaje de pulverizacion i6nica; TEM - temperatura; Q1 RES - resolucién del cuadrupolo 1; Q3
RES - resolucién del cuadrupolo 3.

Optimizacion de la extraccion en fase sdlida para la cuantificacion de hepcidina

Aln cuando la espectrometria de masas en tandem (EM/EM) ofrece gran especificidad por deteccién del analito de
interés, la competicién por la ionizacién en la superficie de separacién de CL-EM de componentes interferentes co-
diluidos de la separacion con CL puede producir un efecto de matriz significativo y no conforme que conduce a efectos
no deseables, tales como supresion iénica y ruidos quimicos. Asi, la limpieza de muestras antes de la separacion por CL
tiene un gran impacto sobre el bioanalisis de CL-EM/EM debido a la complejidad de matrices bioldgicas y la potencia de
resolucion limitada de HPLC, especialmente para separacion rapida por CL. La extraccién en fase solida se usa para
bioandlisis de hepcidina mediante la cual la hepcidina se extrae y se pre-concentra, mientras que la cantidad de los
componentes interferentes se reduce enormemente.

La extraccion en fase sélida de hepcidina de suero humano se realiz6 en una placa Waters Oasis HLB. El sorbente fue
un polimero equilibrado hidréfilo/lipéfilo que tenia mayor retentiva y capacidad que C18. Debido a que la hepcidina es un
péptido basico, el rendimiento de la extraccion esta enormemente influido por el pH, ademas de la concentracion
organica de los disolventes de lavado y elucion. La figura 5 muestra las curvas de elucién de cantidad fijada de hepcidina
usando disolventes de metanol/agua con pH de aproximadamente 10 ajustado por hidréxido de amonio y disolventes con
pH de aproximadamente 5 ajustado por acido acético. El lavado de la hepcidina del sorbente de EFS se produce incluso
con agua en condicion acida. A diferencia, un maximo de 50 % de metanol en condicion basica no produce elucién de
hepcidina del sorbente de EFS. Se eligié un 30 % de metanol con pH de aproximadamente 10 para el lavado y se us6 90
% de metanol con pH de aproximadamente 5 para la elucion de EFS de hepcidina.

CL-EM/EM de hepcidina humana en extracto de suero

La figura 5 muestra un cromatograma de MRM de hepcidina humana extraida de suero humano de blanco. La transicion
idnica de m/z 930,60 — 110,15 da fondo mucho mas limpio y menos interferencia de la matriz de suero que la transicién
ibnica m/z 698,10 — 110,15, luego se eligié para la cuantificacion de hepcidina. La figura 6 muestra el cromatograma de
hepcidina y el patrén interno extraido de suero de pacientes con septicemia.

Caracteristicas, exactitud y precision de la curva de calibracion

Se obtuvo una curva de calibracién lineal para hepcidina humana en suero en el intervalo de 10 a 100 ng/ml, las
desviaciones para los siete patrones distintos de cero (10, 25, 50,100, 200, 500 y 1000 ng/ml) por duplicado estan todas
dentro del 15 % como se muestra en la figura 7.

La exactitud, expresada como el porcentaje de desviacion de la concentracién calculada con respecto a la nominal (% de
RE), se evalu6 a tres concentraciones: CC1 (20 ng/ml), CC2 (200 ng/ml) y CC3 (800 ng/ml). Las tres muestras de control
de calidad tienen desviaciones inferiores al 10 %. La precisién también se evalu6 a tres CC, y todos los valores de % de
RSD fueron inferiores al 10 % como se muestra en la Tabla Ill.

Tabla Il
(ng/?nl) Ejecucion 1 | Ejecucion 2| Ejecucion 3 | Ejecucion 4 | Ejecucion 5 | Ejecucion 6 P('r?g}r?ﬁ)io % de RE | % de RSD
200 | 192 16,1 17.9 19,3 213 18,2 18,7 6,7 9.3
2000 | 187,0 185,0 195,0 196,0 187,0 1950 | 1908 | 46 26
8000 | 7940 791,0 806,0 808,0 772,0 7810 | 7920 | 1, 18

El método se aplico a niveles de hepcidina de ensayo en suero de pacientes con septicemia y muestras de pacientes con
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anemia de donantes. La Tabla IV muestra los resultados del nivel de hepcidina de sueros de pacientes con septicemia.

Tabla IV
';";;fgﬁn de 1 2 3 4 5 6 Promedio | % de RSD
1 135 152 133 158 133 137 141,3 7,7
2 194 222 199 218 203 209 207,5 5,3
3 204 213 187 197 190 181 195,3 6,0
4 <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml
5 <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml | <10 ng/ml

Estabilidad de hepcidina humana

Se sabe que los péptidos son susceptibles a degradacién por las enzimas enddgenas dentro de las matrices bioldgicas.
Ademas de la hepcidina humana de 25 péptidos, también se ha informado que existen una hepcidina-20 y hepcidina-22
truncadas en el extremo N en orina humana. Asi, la evaluacion de la estabilidad de hepcidina y la identificacién de sus
productos de degradacion es importante en el desarrollo del método. La estabilidad de hepcidina se evalu6 incubando
hepcidina en 10 % de suero humano/agua a temperatura ambiente con una concentracién inicial de 1 pug/ml, seguido de
analisis de CL-EM/EM. La relacion del area pico de hepcidina con respecto al patron interno se usé para evaluar la
estabilidad, y todos los datos se normalizaron al valor en el momento de tiempo 0 h. Los datos de estabilidad (figura 8)
indicaron que la hepcidina humana es relativamente estable. En el plazo de cinco horas de incubacion, la hepcidina
mostré menos del 10 % de degradacién.

El producto de degradacién se identifico por el método de CL-EM/EM dependiente de datos usando el instrumento
Finnigan LTQ. La figura 9 muestra el cromatograma pico base de la disolucion de incubacion en el momento de tiempo 0
h. La secuenciacién de péptidos basada en el espectro de masas en tandem confirma que el pico en el tiempo de
retencién 8,18 min es hepcidina humana (figura 10). Debido a los cuatro enlaces disulfuro de las cisteinas internas, los
principales iones de fragmentos son iones b pequenos (b3, b4) e iones y grandes (y21, y22, y23 y y24). La figura 11
muestra el cromatograma pico base de la disolucién después de cuatro horas de incubacién. Se detectd un nuevo pico
en el tiempo de retencion de 7,53 min y se identificd como la hepcidina humana con una metionina oxidada (M21) por su
EM/EM (figura 12).

Mediciones del nivel de hepcidina de pacientes

Se recogieron muestras de pacientes que padecian anemia de cancer (obtenidas de ProteoGenex) o voluntarios
(control). 100 wl de cada muestra, blancos de suero y patrones de calibracion que consistieron en siete concentraciones
distintas de cero por duplicado (10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ng/ml) se extrajeron por EFS usando un placa de 96
pocillos Oasis HLB mElution (Waters, Milford, MA). El disolvente de lavado fue 30 % de metanol/agua con un pH de
aproximadamente 10 ajustado con hidréxido de amonio. El disolvente de elucion fue disolucion de 90 % de metanol/agua
con un pH de aproximadamente 5 ajustado con acido acético. La placa de EFS se activd con 500 ul de metanol y se
acondicioné con 500 pul de agua, luego se cargaron 100 pl de muestra de suero y 200 pl de patron interno sobre la placa
de elucion, se lavd con 350 pl de agua y 350 pl de disolvente de lavado. La elucién se hizo usando 100 ul de disolvente
de elucién y se diluy6 con 100 pl de agua. El eluato de 200 pl resultante se analizé por CL-EM/EM.

20 pl de cada muestra extraida se inyectaron sobre una columna de HPLC Polaris C18A, 5 um (2,1 x 50 mm, Varian). La
velocidad de flujo de CL se fij6 a 300 pl/min. La fase A mdvil de HPLC fue 5:95 de metanol/agua y la fase B mavil fue
95:5 metanol/agua, conteniendo ambas 0,1 % de acido férmico. Las condiciones del gradiente se fijaron del siguiente
modo: 0-0,1 min, isocratico 2 % de B/98 % de A; 2 % de B al 95 % de B a 0,1-4,5 min; 95 % de B a 4,5-4,9 min; 95 % de
B al 2 % de B a 4,9-5,0 min; 5,0-6,0 min, isocratico 2 % de B.

Se usd un espectrébmetro de masas de triple cuadrupolo Sciex AP14000 de Applied Biosystems (Foster City, CA) con
fuente de ESI Turbo para la deteccion de hepcidina en modo MRM con transicion iénica de m/z 930,60 a m/z110,15. La
cuantificacion se logré6 comparando la relaciéon de las areas pico de CL de la hepcidina y el patrén interno con las
relaciones obtenidas de una serie de patrones en los que se conocian las cantidades de hepcidina y patrén interno.

Este experimento permiti6 la determinacion de niveles en suero de hepcidina en una poblacion de control que
supuestamente contenia un gran nimero de individuos sanos, ademas del nivel en suero de hepcidina de pacientes que
sufren anemia de canceres (AdC). Los resultados se muestran en la figura 14A.

Después de la identificacion de niveles de hepcidina elevados, entonces se analiz6 una muestra para otras

concentraciones de indice de hierro para determinar si un paciente tenia o no inflamacién o anemia por deficiencia de
hierro (figura 14B). Los parametros se midieron del siguiente modo: hierro en suero, UIBC, ferritina y CRP se midieron en
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un analizador de laboratorio clinico Olympus AU400 usando procedimientos convencionales; sTfR se midié usando un
método de ELISA convencional (R&D systems).

Separacion y determinacion de hepcidina-20, hepcidina-22 y hepcidina-25 en una muestra

Los niveles relativos y/o absolutos de hepcidina-20, hepcidina-22 y hepcidina-25 en una muestra pueden ser relevantes
para la actividad biolégica que se espera. Se cree que la hepcidina-20 y la hepcidina 22 se descomponen en productos
del péptido maduro de longitud completa. Se ha demostrado que la hepcidina-20 es inactiva en un ensayo bioldgico,
supuestamente debido a la incapacidad para unirse a ferroportina. De ahi que la hepcidina-20 y posiblemente la
hepcidina-22 puedan ser constituyentes inactivos del conjunto de hepcidina circulante. Como en ciertos estados de
enfermedad tales como enfermedad renal crénica la eliminacién normal de hepcidina puede afectarse, puede afectarse
la abundancia relativa de diferentes formas. Por este motivo, hay ventajas en desarrollar métodos de deteccién que
permitan la estimacion de material de longitud completa (hepcidina -25) con respecto a hepcidina-22 y hepcidina -20.

lones precursores y de producto para hepcidina humana truncada del extremo N Hepc-20 (SEC ID N2 15), Hepc-22
(SEC ID N2: 16) y Hepc-25 intacta (SEC ID N°: 4) se determinaron por infusién directa de 10 ug/ml de hepcidina en 50:50
de metanol : agua (v/v) que contenia 0,1 % de &cido formico. Se us6 un modo de ionizacién positiva por ESI. Como se
muestra en la figura 15-17, la formacion de estados de carga de iones 4+ y 3+ para los tres péptidos de hepcidina es
predominante.

La disociacién asistida por colision de los iones precursores de Hepc-20, Hepc-22 y Hepc-25 produjeron iones de
producto Unicos que se optimizaron y se usaron para la cuantificacion de Hepc-20, Hepc-22 y Hepc-25 como se muestra
en la Tabla V. La hepcidina marcada con is6topo Hepc-25* se us6 como patrén interno.

Tabla V

Compuesto Q1 Q3 Tiempo (ms) DP CE CXP

Hepc-25* IS 700,58 354,05 150 76 41 26
Hepc-22 610,01 763,95 150 41 27 12
Hepc-20 548,88 693,55 150 36 21 10
Hepc-25d 698,08 354,05 150 76 41 26

CUR GSt GS2 IS TEM CAD
40 70 50 5000 450 10

Q1 - cuadrupolo 1; Q3 - cuadrupolo 3; DP - potencial de desagrupamiento; CE - energia de colision; CXP -
compensacion de la colision; CUR - gas cortina; GS1 - gas 1 de la fuente de iones; GS2 - gas 2 de la fuente de iones; IS
- voltaje de pulverizaciéon iénica; TEM - temperatura; CAD - gas de colision.

La separacion de las tres hepcidinas en cada muestra se realizé sobre una columna Polaris C18A, 5 um (75 x 2,0 mm,
Varian). La velocidad de flujo se fij6 a 400 pl/min. El disolvente A de elucién fue 5:95 de metanol : agua (v/v) y el
disolvente B fue 95:5 de metanol : agua, conteniendo ambos 0,1 % de acido férmico. El sistema de HPLC se compuso
de un inyector automatico HTS PAL de LEAP Technologies (Carrboro, NC) y una bomba binaria Rheos. Las condiciones
del gradiente se fijaron del siguiente modo: 0-0,5 min, isocratico 2 % de B/98 % de A; 2 % de B al 95 % de B a 0,5-4,0
min; 95 % de B a 4,0-5,4 min; 95 % de B al 2 % de B a 5,4-5,5 min; 5,5-6,5 min, isocratico 2 % de B. El volumen de
inyeccion de muestra fue 20 pl para todos los experimentos.

Los patrones de calibracion se prepararon recientemente enriqueciendo suero de blanco con péptidos de hepcidina
humana, produciendo concentraciones de 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ng/ml de Hepc-20, Hepc-22 y Hepc-25 en
patrones de suero. Tanto Hepc-20 como Hepc-22 mostraron excelente intervalo lineal de 2,5 a 500 ng/ml, mientras que
Hepc-25 mostrd excelente intervalo lineal de 5 a 500 ng/ml (figura 18).

La extraccion en fase sélida se llevé a cabo sobre placa de 96 pocillos Oasis HLB (Waters, Milford, MA). El disolvente de
lavado fue 30 % de metanol en agua a pH 10 ajustado con hidréxido de amonio. El disolvente de elucién fue disolucién
de 90 % de metanol en agua a pH 5 ajustado con &cido acético. Después de la activacion y acondicionamiento, 100 ul de
muestra de suero y 200 pul de patrdn interno se cargaron sobre la placa de EFS, luego se lavd con agua y 350 ul de
disolvente de lavado. La elucion se realiz6 usando 100 pl de disolvente de elucién y se diluyé con 100 ul de agua. El
eluato de 200 pl resultante estuvo listo para analisis de CL-EM.

Se analizaron nueve muestras de septicemia usando el protocolo anterior. Las concentraciones de Hepc-20, Hepc-22 y
Hepc-25 se determinaron usando la curva de calibracién, indicando BQL que el nivel estuvo por debajo del nivel
cuantificable (tanto 5 ng/ml para Hepc-25 como 2,5 ng/ml para Hepc-20 y Hepc-22). Los resultados se muestran a
continuacién en la Tabla VI.
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Tabla VI

Muestra de septicemia Hepc-25 Hepc-22 Hepc-20
Blanco de suero humano BQL BQL BQL
Blanco de suero humano BQL BQL BQL
Blanco de suero humano BQL BQL BQL

1 1260 334 68,4

2 1220 34,9 78,7

3 350 5,59 11,2

4 18,2 BQL BQL

5 26,5 BQL BQL

6 20 2,82 16,3

7 790 7,22 105

8 216 6,25 40,1

9 BQL BQL BQL

BQL: <LLOQ=5 ng/ml BQL: <LLOQ=2,5 ng/mi BQL: <LLOQ=2,5 ng/mi

Se usaron pacientes con septicemia para el andlisis debido a sus altos niveles de hepcidina, permitiendo la exacta
cuantificacion de especies de hepcidina menos abundantes tales como hepcidina-22 y hepcidina-20. Estos resultados

5 demuestran que la exacta deteccion de las formas menos abundantes puede observarse usando este ensayo. De ahi
que la utilizacion de este método permita la evaluacion de la relacion de hepcidina activa con respecto a hepcidina total
en poblaciones de enfermedad.

Listado de secuencias
10
<110> Li, y col.
<120> Método de deteccion y/o medicion de hepcidina en una muestra
<130> 01017/41927A
<150> 60/832.625
15 <151>21/07/2006
<160> 19
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211>83
20 <212>PRT
<213> Mus musculus

<400> 1
Met Ala Leu Ser Thr Arg Thr Glmn Ala Ala Cys Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
Leu Ala Ser Leu Sex-Ser Thr Thr Tyr Leu His Gln Gln Met Arg Gln

20 25 3o
Thr Thr Glu Leu Gln Pro Leu His Gly Glu Glu Ser Arg Ala Asp Ile
is 40 45
Ala Ile Pro Met Gln Lys Arg Arg Lys Arg Asp Thr Asn Phe Pro Ile
S0 S5 60

Cys Ile Phe Cys Cys Lys Cys Cys Asn Asn Ser Gln Cys Gly Ile Cys
65 70 75 80
Cys Lys Thr

<210>2

25 <211>84
<212> PRT
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<213> Rattus norvegicus

<400> 2
Met
1
Leu
Thx
Ser
Ile
85
Cys

<210> 3

<211> 84

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met
1

Len

Gln

Trp

Ile
65

Cys
<210> 4
<211>25
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4

Ala

Ala

Thr

Ala
50

Cys

cys

Ala

Leu

Leu

Met

Cys

Cys

Thr

Lys

Thr

Lys

Asp
1
Ser
<210>5
<211>25
<212> PRT
<213> Hepcidina de cino
<400>5
Asp
1
Ser
<210>6
<211>25
<212> PRT

Leu

Ser

Ala

Leu

Leu

Ile

-Leu

Ala

Ala

Pro

Ile

Lys

His

Cys

His

Cya

<213> Cercopithecus aethiops

<400> 6

Ser
Leu

Leu

Leu
Phe

Thr

Ser
Ser
Glu
Met
Phe

Thr

Phe

Gly

Phe

Gly
20

Thr

Ser

Gln

Met

Cys

Ser

Leu

Leu

Phe

Cys

Pro

Met

Pro

Met
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Arg

Ser

Pro

Leu

cys
70

Gln

Thr

Gln

Gln

Cys
70

Ile

Cys

Ile
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<211> 60
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13
Ser Val Phe Pro Gln Gln Thr Gly Gln Leu Ala Glu Leu Gln Pro Gln
1 S 10 15
Asp Arg Ala Gly Ala Arg Ala Ser Trp Met Pro Met Phe Glmn Arg Arg
20 5 25 - 30
Arg Arg Arg Asp Thrx Hias Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys
3s 40 45
Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
50 . 55 60
<210> 14
<211> 60
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Ser Val Phe Pro Gln Gln Thr Gly Gln Leu Ala Glu Leu Gln Pro Gln
1 5 10 15
Asp Arg Ala Gly Ala Arg Ala Ser Trp Met Pro Met Phe Gln Arg Arg
20 25 30
Arg Arg Arg Asp Thr Hia Phe Phe Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys
3s 40 45 -
Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
50 5% 60
<210> 15
<211> 20
<212> PRT
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1 S 10 15
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20 -
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<223> Xaa=acido D-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico
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Serxr

Ser

120

Asp

Lys

His

Pro

Ser

Ile

val

Gly

Ala

Glu
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<400> 19
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
- -25 -20 -15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
=10 -5 -1 1 5

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
. 10 15 20
Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
25 . 30 35

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
40 45 50

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala val Glu Vval Trp Gln Gly Leu Ala Leu
58 &0 &5

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
30 95 100

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
105 110 115

Ala Ile Ser Pro Pro AsSp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
120 125 130

Thr Ala Asp Thr Phe Glu Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
135 140 145

Arg Gly Lys Leu ﬂys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
150 155 160 165
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REIVINDICACIONES

1. Un método de determinacion de una concentracién de hepcidina en una muestra que comprende (1) separar la
hepcidina de la muestra antes de someter la hepcidina a espectrometria de masas usando extraccion en fase solida; (2)
someter la hepcidina y un patrén interno a espectrometria de masas en tandem para producir un espectro de masas que
tiene una sefial de hepcidina y una sefal del patrén interno; (3) medir una intensidad de la sefial de hepcidina y la sefial
del patrén interno; y (4) correlacionar la intensidad de la sefial de hepcidina y la intensidad de la sefal del patron interno
con una curva patron de concentraciones de hepcidina para determinar la concentraciéon de hepcidina en la muestra, en
el que el patron interno comprende SEC ID N° 4 isotépicamente marcada.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la hepcidina comprende 20 a 25 residuos de aminodacidos.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que la hepcidina comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: SEC ID N2 3; SEC ID N% 4; SEC ID N% 13; SEC ID N2 14; SEC ID N% 15; y cualquier
combinacién de las mismas.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la separacién de hepcidina comprende introducir la muestra a una columna
de fase inversa y tratar la columna de fase inversa con un disolvente eluyente, en el que un eluyente resultante
comprende hepcidina, en el que el disolvente eluyente comprende metanol, agua, o mezclas de los mismos.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra es una muestra de plasma o una muestra de suero de un
mamifero, y preferentemente un ser humano.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que el ser humano sufre o se sospecha que padece una afeccién inflamatoria o
relacionada con inflamacion.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que la afeccion esta seleccionada del grupo que consiste en septicemia, anemia
de inflamaciéon, anemia de cancer, anemia inflamatoria crénica, insuficiencia cardiaca congestiva, trastorno renal
terminal, enfermedad renal crénica, anemia por deficiencia de hierro, enfermedad de la ferroportina, hemocromatosis,
diabetes, artritis reumatoide, arteriosclerosis, tumores, vasculitis, lupus eritematoso sistémico, hemoglobinopatias,
trastornos eritrocitarios e insuficiencia renal.

8. El método de la reivindicaciéon 5, en el que el ser humano sufre o se sospecha que padece una afeccién no
inflamatoria.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la afeccién no inflamatoria esta seleccionada del grupo que consiste en
deficiencia de vitamina B6, deficiencia de vitamina B12, deficiencia de folato, pelagra, mielosis funicular,
pseudoencefalitis, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad cardiaca coronaria y enfermedad
arterial oclusiva periférica.

10. El método de la reivindicacién 5, en el que el ser humano sufre o se sospecha que padece una reaccion de fase
aguda.

11. El método de la reivindicacion 5, en el que el ser humano es hiposensible a terapia con eritropoyetina o una terapia
eritropoyética.

12. Un método que comprende determinar una concentracién de hepcidina en una muestra de un paciente que padece
anemia, en el que la determinacién comprende separar la hepcidina de la muestra; afadir un patrén interno a la
hepcidina; y determinar la concentracion de hepcidina segun el método de la reivindicacién 1.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que la concentracion de hepcidina es 10 ng/ml 0 menos, preferentemente 5
ng/ml o menos, y mas preferentemente 1 ng/ml o menos.

14. El método de la reivindicacién 12, en el que la concentracion de hepcidina es 30 ng/ml o superior o 50 ng/ml o
superior.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que la hepcidina se ioniza por ionizacién por
electropulverizacion (ESI).
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_ Esquema de estratificaciéon de pacientes
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Anemia por deficiencia de hierrol ' l Anemia mixta F [ Anemia de inflamacion

Tsat > 25%

CRP>2mg/d!

FIG. 1A
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FIG. 1B
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Espectro de masas de hepcidina
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Curva patrén de calibracién
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