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DESCRIPCION
Ensayo de biomarcadores para fibrosis

La presente invencién se refiere a ensayos de biomarcadores Utiles en el diagnéstico de la enfermedad de la fibrosis y en el
pronéstico de su desarrollo, incluyendo biomarcadores que indican el riesgo de desarrollar fibrosis después de una lesién
crénica.

Las enfermedades fibréticas (incluidas las que se enumeran en la Tabla 1) son la principal causa de morbilidad y mortalidad,
por ejemplo, la cirrosis con 800,000 muertes por afio en el mundo’.

Tabla 1. Diferentes enfermedades fibréticas?

Tejido Ejemplos de Causas
Higado Hepatitis virales
Esquistosomiasis
Esteatohepatitis (alcohdlica o no alcohdlica)
Pulmén Fibrosis pulmonar idiopatica (IPF)
Esclerosis sistémica (Esclerodermia)
RifAén Fibrosis sistémica nefrogénica (NSF)
Diabetes
Hipertensién no tratada
Corazon Infarto
Hipertension

Ateroesclerosis

Restenosis

Ojos Degeneraciéon macular, retinopatia vitrea y retinal

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

Pancreas Causas autoinmunes/hereditarias

Intestino Enfermedad de Crohn/enfermedad intestinal inflamatoria

Cerebro Enfermedad de Alzheimer, SIDA

Médula 6sea Cancer, envejecimiento

Fibrosis Complicaciones quirurgicas, fibrosis que se induce por farmacos quimioterapéuticos,

multiorganica fibrosis que se induce por radiacion, lesiones mecanicas

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

La fibrosis es el resultado final de las reacciones inflamatorias crénicas que se inducen por una variedad de estimulos que
incluyen las infecciones persistentes, las reacciones autoinmunes, las respuestas alérgicas, los dafios quimicos, la radiacion
y la lesién tisular. La fibrosis se caracteriza por la acumulacion y la reorganizaciéon de la matriz extracelular (ECM). A pesar
de tener distinciones etiologicas y clinicas evidentes, la mayoria de los trastornos fibréticos cronicos tienen en comin una
irritacion persistente que sustenta la produccién de factores de crecimiento, enzimas proteoliticas, factores angiogénicos y
citocinas fibrogénicas, que en conjunto estimulan la deposicion de elementos del tejido conectivo, esPeciaImente de

colagenos y proteoglicanos, que remodelan progresivamente y destruyen la arquitectura normal del tejido 54 A pesar de su
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enorme impacto en la salud humana, actualmente no existen tratamientos aprobados que se destinen directamente a los
mecanismos de la fibrosis °.

El mediador celular clave de la fibrosis es el miofibroblasto, que al activarse sirve como célula primaria productora de
colageno.

Matriz Extracelular (ECM)

La fibrogénesis es un proceso dindmico que implica mecanismos celulares y moleculares complejos que generalmente se
originan en la lesion tisular ® La fibrogénesis es el resultado de un desequilibrio en la regulacién normal de la ECM que
altera la concentracién de las macromoléculas lo que conduce a un aumento del tamafo y de la densidad del tejido, con
deterioro progresivo de su funcion. Estas macromoléculas son principalmente proteinas fibrosas con funciones adhesivas y
estructurales, tales como colagenos y proteoglicanos.

Colageno

Los colagenos se distribuyen de manera amplia en el cuerpo humano, es decir ~ 30 % de la masa de proteinas en el cuerpo
humano se compone de colagenos. Los colagenos son responsables de la integridad estructural de la ECM de la mayoria
de los tejidos conectivos. El contenido de la ECM resulta de un fino equilibrio entre la sintesis y la degradacion que se
controla estrechamente mediante la regulacion de la expresidn génica y la secrecion de proteinas, pero también a través de
la inhibicion end6gena de las proteasas y la degradacién de las proteinas por las metaloproteinasas y las proteasas de
cisteina "°. En la Tabla 2 se enumeran los principales tipos de colageno con su principal distribucion tisular.

Tabla 2. Principales tipos de colageno y su distribucion en los tejidos.

Tipo de colageno | Distribucion tisular
| Mayoria de los tejidos conectivos
1] Cartilago, humor vitreo

Il Tejidos conectivos extensibles, por ejemplo, higado, piel, pulmén, sistema vascular

\% Membranas basales

\ Tejidos que contienen colageno |

VI Mayoria de los tejidos conectivos

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

VI Muchos tejidos, especialmente el endotelio

Xl Células endoteliales, piel, ojos, corazén, masculo esquelético

XV Vasos, hueso, piel, cartilago, ojos, nervios, tendones, Utero

XXI Vasos, corazon, estbmago, rifiones, misculo esquelético, placenta

El colageno tipo | es el coldageno mas abundante y se encuentra en la mayoria de los tejidos conectivos. Es especialmente
importante para la estructura de los huesos y de la piel donde los principales componentes de colageno son los colagenos
de tipo ly Il .

Los colagenos tipo | y Il son los principales componentes del higado y del pulmén en una relacion 1:1 en los tejidos sanos.
Adicionalmente, los colagenos tipo IV y VI se encuentran en las membranas basales en la mayoria de los tejidos. La
localizacion mas frecuente del colageno de tipo V es dentro de las fibrillas de colageno caracteristicas, en asociacion con los
colagenos de tipo 1y 11l *°.

Algunos colége1?os tienen una distribucion tisular restringida: por ejemplo, el de tipo I, que se encuentra casi exclusivamente
en el cartilago .
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Durante la fiorogénesis la cantidad neta de colageno aumenta'?**

colageno durante la fibrosis hepatica.

. La Tabla 3 muestra, en forma de ejemplo, el aumento de

Tabla 3. Cambios de la composicién de colageno entre el higado humano normal y el cirrético™.

Tipo de |Cadenas | Coladgeno del | Colageno del | Veces que |Distribucion en el | Distribucion en el

colageno higado normal | higado cirrético | aumenté | higado normal ( | higado cirrético (
(mg/g) (mg/g) %) %)
| as (1) 16 8 37 42
az (1)
1 aq (1) 8 37 21
WY ar (IV) 0.5 7 14 9 18
az (IV)
Y% ar (V) 0.9 7 8 17 18
az (V)
as (V)
VI ar (V1) 0.01 0.1 10 0.2 0.3
az (VI)
Elastina

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

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

A pesar de muchos esfuerzos que se dedican a la comprension de la sintesis y de la facturacion de la elastina, los neo-
epitopos procedentes del clivaje proteolitico de estas moléculas de la matriz no se asocian hasta ahora con el desarrollo de
la enfermedad en la fibrosis.

Vimentina

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

Hertig y colaboradores (Hertig y otros, J Am Soc Nephrol. 2008 agosto; 19(8):1584-91) investigaron si la transicion epitelial-
a-mesenquimal en las células epiteliales tubulares renales de pacientes con nefropatia crénica del aloinjerto podia predecir
la progresion de la fibrosis en el aloinjerto y midieron la expresion de vimentina en 83 biopsias de estos. Ellos encontraron
una asociacion entre la expresion elevada de la vimentina y la puntuacion de la fibrosis intestinal a 1 afio después de la
cirugia.
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En otro estudio de la fibrosis hepatica, Meriden y colegas (Meriden y otros, Clin Gastro & Hepatol 2010; 8:289-296)
encontraron una asociacion significativa entre la expresion de la vimentina (en biopsias que se obtuvieron en la etapa F0) y
la progresién de la fibrosis, donde los niveles elevados predijeron la rapida progresion de la fibrosis hepatica.

En consecuencia, quisimos investigar si los fragmentos de vimentina circulantes podrian servir como biomarcadores
sensibles y especificos de la fibrosis.

Proteoglicanos

Los proteoglicanos son un grupo diverso de macromoléculas, que unen covalentemente un ndmero variable de cadenas
laterales de glicosaminoglicanos (GAG) a una proteina nucleo '®. Estos GAGs son polimeros de repeticiones de disacarido
(por ejemplo, N-acetil glucosamina o N-acetil galactosamina), que son acidicos (cargados negativamente) debido a los
grupos laterales sulfatados y carboxilados, e hidroxilo en las unidades de disacéarido. Esto los hace altamente hldroflllcos
ayudando asi a la difusion del agua y de los iones positivos (por ejemplo, el sodio de los fluidos extracelulares) . Ademas,
los GAGs tienen la capacidad de formar enlaoes no covalentes con por ejemplo las cadenas de acido hialurénico para
formar complejos moleculares aun mayores ® La Tabla 4 enumera los proteoglicanos mas estudiados que se asocian con
el tejido conectivo.
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Tabla 4. Proteoglicanos de la matriz extracelular del tejido conectivo

Grupo

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

Proteoglicanos pequefios
ricos en leucina
(colageno-aglutinante)

Proteoglicanos asociados
a células

Proteoglicanos de la
membrana basal

Proteina C-reactiva

Proteoglicanos

agrecano '®

Versicano "% %

Neurocano &'

Brevicano #

Decorina %

Biglicanos **

Fibromodulina'”

Lumicano #

Serglicinas #°

Sindecanos %

Betaglicano

Perlecano %

Origen

Condrocitos del cartilago
articular, disco
intervertebral, cartilago
nasal

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

Tejido nervioso

Tejido nervioso

Tejido conectivo, cartilago,
hueso

Endotelio capilar, piel
(queratinocitos), epitelio del
rifén

Tejido conectivo, hueso,
cartilago

Cornea, musculo, cartilago,
rinén,
pulmén, intestino

Se distribuye de manera
amplia a los
compartimientos
intercelulares del endotelio

Se distribuye de manera
amplia - frecuentemente se
une a la membrana celular

Se distribuye de manera
amplia

Todas las membranas
basales

Funcién

Estabilidad de la matriz extracelular
(unién de hialuronano)

Interacciones célula-célula y célula-
matriz Unién de azlcares en forma
Ca-dependiente

Se une a las moléculas de adhesion
de las células neuronales

Estabilidad de la matriz extracelular

Se une a y conecta las moléculas de
colageno (estabilizacién de la matriz y
grosor) Unién en la organogénesis de
TGFB

La diferenciacién celular une y
conecta las fibras de colageno

Orientacion regulada de las fibras de
colageno

Controla el espaciado y el espesor de

fibras de colageno

Diferenciacién de las células
hematopoyéticas Adhesion y
activacion de las células linfoides

Une colagenos, fibronectina,
trombospondina, tenascina y bFGF

Receptor de TGF y sefalizacién
Posible reservorio de TGFB

Barrera selectiva para
macromoléculas Adhesién celular

La proteina C-reactiva (CPR) es una proteina de suero de la fase agudgl9 que se produce por el higado en respuesta a
diferentes condiciones clinicas tales como, inflamacién, infeccién o trauma®™. La produccién de CRP se induce por citocinas
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tales como la IL-6, que se libera de los tejidos afectados o dafados. El papel fisiolégico de la CRP se desconoce aun y
discusiones sobre su accion pro- o anti-inflamatoria estan en curso.

Proteasas

El desequilibrio entre la sintesis y la degradacién de la ECM durante la fibrogénesis, resulta de la conversion de la matriz
subendotelial de baja densidad en la matriz rica en coladgenos intersticiales. El aumento de colageno y proteoglicanos puede
deberse a uno o ambos de (1) una disminucién en la produccién de la proteina y (2) la alteracién de la degradacién de
proteinas, y por tanto menos degradacion de la matriz. La disminucién de la degradacién de proteinas recibe recientemente
mayor atencion. En la regulacion de este proceso las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y sus inhibidores tisulares
(TIMPs) desempefian funcionan importantes, asi como también otras proteasas y sus inhibidores, tales como las cisteina
proteasas y las cistatinas.

MMPs

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

Tabla 5. MMPs en el higado® 2

Familia Proteasa |Fuente Sustrato
Colagenasas |MMP-1 |HSC I, 1, 11, VIL VL X, gelatina
MMP-8 |Neutrofilos I, 1, 11, V, VI, X, gelatina
MMP-13 |HSC, MFB, |1, II, lll, VII, X, gelatina
KC
Estromelisinas |MMP-3 |HSC i, v, Vv, IX; X, Xl, gelatina, laminina, fibronectina,
proteoglicanos, glicoproteinas, elastina, pro-MMP-1/13
MMP-10 |HSC I, 1V, V, gelatina, elastina, agrecano
MMP-11 |HC PAI-1, actividad semanal frente a las proteinas de la matriz
Gelatinasas MMP-2 |HSC, MBF I, 1, 11 1V, V, VL X, X, gelagina, elastina, laminina
MMP-9 |KC, HSC, I, 11, 1, 1V, V, VII, X, XI, gelagina, elastina, laminina
HC
MMP-7 |HSC Entactina, gelatina, elastina, fibronectina, vitronectina, laminina,
fibrinégeno

Metaloelastasa |[MMP-12 |Macrofagos |Elastina, gelatinas, 1V, laminina, fibronectina, entactina,
vitronectina, proteoglicano, proteina basica de mielina, ai-

antitripsina
MT-MMP MMP-14 |HSC, MFB, |, II, lll, gelatina, fibronectina, vitronectina, laminina, fibrinégeno,
KC pro-MMP-2, pro-MMP-13
MMP-15 |HC, BDEC Pro-MMP-2, fibronectina, tenascina, laminina, agrecano,
perlecano
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Los TIMPs bloquean la actividad proteolitica de las MMPs mediante la unién a la MMP en una manera sustrato -y tejido-
especifica y a las metaloproteinasas tipo membrana 1 en un complejo trimolecular (Tabla 6). Durante la fibrosis los niveles
TIMP aumentan dramaticamente, y los niveles de MMP aumentan modestamente o se mantienen relativamente estaticos
(excepto los de la MMP-2), lo que de conjunto da una disminucién de la degradacién de los colagenos.

Tabla 6. TIMPs en el higado®

Nombre |Fuentes Metaloproteinasa inhibida

TIMP-1  |HSC, MFB, KC, HC Pro-MMP-9, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-13

TIMP-2 |KC, HSC MT-MMP-1, MT-MMP-2, proMMP-2, MMP-3, MMP-13, MMP-7
TIMP-3 |HC MT-MMP-1, MT-MMP-2, TACE, MMP-13

Proteina activadora de fibroblastos

La subunidad alfa de la Proteina de Activacion de los Fibroblastos (FAPa o FAP, alfa) es una gelatinasa integral de
membrana que pertenece a la familia de las serina proteasas. La FAPa es la subunidad alfa y la DPP4 (CD26) la subunidad
beta de un complejo de proteinasa heterodimérico unido a la membrana que se conoce ademas como Gelatinasa de
Membrana de Melanoma 170 kDa, Serina Proteinasa Integral de Membrana y Seprasa. Algunas células so6lo elaboran
homodimeros de FAPa, algunas sélo homodimeros de DPP4. El mondmero es inactivo. La FAP, alfa se expresa de manera
selectiva en los fibroblastos del estroma reactivos de los canceres epiteliales, el tejido de granulacién de la cicatrizacién de
heridas, y las células malignas de los sarcomas de los huesos y de los tejidos blandos®. Esta proteina se cree que participa
en el control del crecimiento de los fibroblastos o en las interacciones mesenquimales-epiteliales durante el desarrollo, la
;%pargcéi?QSde tejidos, y la carcinogénesis epitelial. Se demostré que la expresion de FAP aumenta con el estadio de la
ibrosis™ ™.

Biomarcadores de la fibrosis
Se sugirieron un nimero de marcadores bioquimicos para las enfermedades fibréticas, aunque el producto no es especifico

de la enfermedad. En la Tabla 7 se muestra un ejemplo de los marcadores bioquimicos de la fibrosis hepatica utilizados en
ensayos clinicos. Adicionalmente hay numerosos ejemplos de biomarcadores de otras enfermedades fibrticas'® 3.
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La Tabla 7 resume algunos de los marcadores de la fibrosis hepatica que se conocen.

Biomarcadores Parametros

Un parametro
CRP
Hialuronano
IGF-1

Leptina

PIIP

Varios parametros Parametros

MP3 PHIINP, MMP1
En el indice Zheng y otros HA, PIIICP, PIIINP, Laminina, C-IV

En el indice Lebensztien y Laminina-2, C-1V, MMP2, indice de
otros MMP9-TIMPA1

Tenascina, hialuronano, Colageno
VI, TIMP-1

En el indice Tsochatzis y otros |Leptina, adiponectina, resistina

Enfermedad croénica del
higado

NASH
HCV
HCV
HCV
HCV

Enfermedad crénica del
higado

HCV
Hepatitis crénica
HBV

HBV

HCV, HBC, NASH

Referencia

43
44-47
48
49

50

Referencias

51,52

53

54

55

56
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En el indice Patel y
otros

indice de Forns (76,
77)

FibroTest (76, 78)

Actitest

APRI (indice de Wai)

Hepascore

FIB-4
SHASTA

Fibroindex

Prueba con
Fibrometro

NFSA

Ultrasonido + APRI

Metwally y otros index

En el indice
Mohamadnejad y
otros

FibroSpect Il
Algoritmos de

combinaciones por
etapas

En el indice Imbert-
Bismut

Nunes y otros

Fibroscan +++
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Parametros
Hialuronano, TIMP-1, az-macroglobulina

TIMP-1, tenascina, colageno 1V, PIIINP,
MMP2, laminina, Hialuronano

Edad, conteo de plaguetas, yGT, colesterol

Haptoglobina, az-macroglobulina,
apolipoproteina A1, yGT, bilirubina

FibroTest + ALT
AST, conteo de plaguetas

Bilirubina, yGT, hialuronano, Oo-
macroglobulina, edad, género

Conteo de plaquetas, AST, ALT, edad

Hialuronano, albGmina, AST

FORN+APRI
Conteo de plaquetas, indice de
protrombina, AST, az-macroglobulina,

hialuronano, urea, edad

Edad, hiperglicemia, indice de masa
corporal, plaquetas, aloimina, AST/ALT

Conteo de plaquetas, albimina, AST,
historia de transfusiones de sangre,
anticuerpos contra la nucleoproteina del
HBV

Edad, niveles de DNA del HBV, fosfatasa
alcalina, albumina, conteo de plaquetas,
AST

Hialuronano, TIMP-1, az-macroglobulina
Combinacién del APRI y del Fibrotest

a2 macroglobulina, AST, ALT vyGT,
bilirubina total, albumina, as globulina,
agglobulina, B globulina, vy globulina,
apolipoproteina A+

Edad, Plaquetas, INR, CD4, AST/ALT,
Hialuronano, YKL-40, PIIINP

Fibroscan, Fibrotest, APRI,

10

Enfermedad cronica
del higado

HCV

NASH

HCV HIV/HCV

HCV HIV/HCV NAFLD
NAFLD en pacientes
de diabetes

HCV
HIV/HCV HCV NAFLD

HCV HIV/HCV

HIV/HCV

HIV/HCV

HCV

HIV/HCV HCV NAFLD

NAFLD

HCV
HCV

HCV

HCV
HCV

HCV

HCV/HIV HCV

HCV

Referencia

57

58

51, 59-62

45, 51, 60, 61, 63-
75

65, 76-78

45, 51, 60, 61, 64,
66, 79-87

51, 61, 64, 66, 88

61, 83
61

89

51, 61, 64, 66, 81

81

82

90

91

85, 92, 93

94

95

96

97
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La patente US5387504 describe el neo-epitopo VDIPEN que se libera por la accion de la estromelisina en el sitio Nas1 -Faaz
del agrecano y un ensayo RIA que emplea un anticuerpo monoclonal especifico para este neo-epitopo. Mas generalmente
se describe el uso de anticuerpos monoespecificos especificos para los fragmentos de agrecano, que se generan por el
clivaje de una estromelisina especifica. Las elevaciones de la estromelisina se producen en la osteoartritis, la artritis
reumatoide, las lesiones ateroscleréticas, la gota, la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), la fibrosis pulmonar
idiopatica (IPF), ciertos tipos de cancer, las lesiones en las articulaciones, y numerosas enfermedades inflamatorias. Se
informé que la estromelisina se eleva en la fibrosis pulmonar idiopatica, y se alega que el ensayo puede llevarse a cabo con
la sangre u otros fluidos bioldgicos para detectar los productos del clivaje por la estromelisina del agracano y que la
cuantificacién de tales fragmentos se puede utilizar para el diagnéstico en relacién con la IPF asi como también en relacion
con otras condiciones. Sin embargo, no existe evidencia de esto ni publicaciones posteriores en nuestro conocimiento que
validen esta prediccion. Dichos ensayos RIA estan disponibles comercialmente desde muchos afios atras y no hay informes
de su uso exitoso en diagnosticar o supervisar cualquier enfermedad fibrética.

La Patente de Estados Unidos 7,225,080 describe un método para el diagnéstico de una enfermedad inflamatoria, fibrética o
cancerosa en un paciente mediante la medicién de los valores de al menos cuatro marcadores bioquimicos que se
seleccionan del grupo que consiste de a2-macroglobulina, AST (aspartato aminotransferasa), ALT (alanina
aminotransferasa), GGT (gammaglutamil transpeptidasa), y-globulina, bilirrubina total, albumina, a1-globulina, a2-globulina,
haptoglobina, B-globulina, apoA1, IL-10, TGF-B1, apoA2, y apoB en el suero o plasma de dicho paciente, y
subsecuentemente combinar dichos valores con el fin de determinar la presencia de fibrosis hepética y/o de lesiones
necroinflamatorias en el higado en dicho paciente. La patente no ensefia la medicién cuantitativa del fragmento de péptido
que porta los neo-epitopos que se generan durante la enfermedad fibrética.

La Patente de Estados Unidos 6,060,255 describe un método para diagnosticar el grado de fibrosis hepatica, que
comprende las etapas de medir la concentracién de la forma de alto peso molecular del colageno tipo IV en una muestra
mediante la utilizaciéon de un anticuerpo que se une especificamente al colageno tipo 1V, y de relacionar la medicién con el
grado de fibrosis hepatica. De nuevo, no se hace uso de los neo-epitopos que se producen por las enzimas proteoliticas que
actuan en el cuerpo. La muestra se digiere en realidad con pepsina, lo que puede oscurecer el patrén natural de clivaje del
colageno en la muestra.

La Patente de Estados Unidos 4,628,027 (Gay) describe la producciéon de anticuerpos especificos para las proteinas del
tejido conectivo y, mas particularmente, la produccién de anticuerpos monoclonales por los hibridos de células fusionadas
contra los colagenos humanos y las enzimas que participan en la degradacion del colageno. Se describe el uso de
anticuerpos monoclonales contra las proteinas del tejido conectivo para establecer el perfil de colageno de muestras
histolégicas,citolégicas y de fluidos biolégicos. Sin embargo, la patente no describe la medicién de las proteinas del tejido
conjuntivo sobre la base de la unién de los anticuerpos a los neo-epitopos en dichas proteinas del tejido conectivo.

Guafabens N y otros, J Bone Miner Res, 1998 % evaluaron los marcadores del recambio éseo N-telopéptido del colageno
tipo | (NTX), C-telopéptido del colageno tipo | (CTX) y N-terminal pro-péptido del colageno de tipo | (PINP) en pacientes con
cirrosis biliar primaria, una enfermedad con aumento de la fibrosis hepatica. Los niveles de NTX, CTX y PINP se elevan en
los pacientes en comparacion con los controles y se correlacionan con la etapa histolégica de la enfermedad. Los
anticuerpos que se emplearon en el NTX se indujeron contra un sitio que se clivé por la catepsina K en el N-terminal del
colageno tipo | y son dependientes del neoepitopo JYDGKGVG|. Los anticuerpos que se emplearon en el CTX se indujeron
contra un sitio que se clivdé por la catepsina K en el C-terminal del colageno tipo | y son dependientes del neoepitopo
EKAHDGGR|. Estos marcadores se encuentran en los telopéptidos del colageno tipo | y no en la parte interna (la parte de
triple hélice) del colageno tipo I. Los anticuerpos monoclonales que se emplearon para el ensayo del PINP se indujeron
contra un epitopo interno en la secuencia del PINP que no es un neo-epitopo.

Maller S y otros, Gut., 1999 *° demostraron que el telopéptido reticulado C-terminal del colageno de tipo | (ICTP) se elevé en
los pacientes con cirrosis alcohdlicas en comparacién con los controles. El estudio que se describié demostré que un
marcador bioquimico puede reflejar la fibrosis hepatica. El anticuerpo policlonal ICTP se indujo contra el colageno tipo | que
se clivé por la tripsina y la colagenasa. Sin embargo, los anticuerpos no se unen a un neo-epitopo.

Rosen HN y otros, Calcif Tissue Int, 2004 1% gvaluaron los marcadores de recambio 6seo N-telopéptido del colageno tipo |
(NTX) y C-telopéptido del colageno tipo | (CTX) en las mujeres que reciben el tratamiento de reemplazo hormonal (HRT). En
el estudio se observd que los marcadores de recambio 6seo disminuyeron con el tratamiento. Los anticuerpos que se
emplearon en el NTX se indujeron contra un sitio que se clivo por la catepsina K en el N-terminal del colageno tipo | y son
dependientes del neoepitopo JYDGKGVG|. Los anticuerpos que se emplearon en el CTX se indujeron contra un sitio que se
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clivé por la catepsina K en el C-terminal del colageno tipo | y son dependientes del neoepitopo EKAHDGGR|. En contraste
con la presente invencion, estos anticuerpos se utilizaron para la evaluacion del metabolismo 6seo y no para la fibrosis.

Lein M y otros, Eur Urol, 2007 ' evaluaron el uso de los marcadores de recambio 6seo N-telopéptido del colageno tipo |
(NTX) y C-telopéptido del colageno tipo | (CTX) especificos para el neo-epitopo en pacientes con cancer de prostata que
recibieron &cido zoledrénico. En el estudio se observd que los marcadores de recambio 6seo disminuyeron con el
tratamiento. Los anticuerpos que se emplearon en el NTX se indujeron contra un sitio que se clivé por la catepsina K en el
N-terminal del colageno tipo | y son dependientes del neoepitopo JYDGKGVG|. Los anticuerpos que se emplearon en el
CTX se indujeron contra un sitio que se clivé por la catepsina K en el C-terminal del colageno tipo | y son dependientes del
neoepitopo EKAHDGGR|. En contraste con la presente invencion, estos anticuerpos se utilizaron para la evaluacion de
Imetabolismo 6seo durante la invasion de las metastasis 6seas y no para la fibrosis.

El PIIINP se utilizd en una serie de estudios para evaluar la gravedad de la enfermedad fibrética '%, en pacientes con
fibrosis de la piel Iuego de un trauma por quemadura severo -, para la pro(%resmn de la enfermedad en cirrosis biliar
primaria no cirrética ", en la cirrosis biliar primaria y la hepatitis viral C crénica

EI PIIINP y el ICTP se midieron en los pacientes con fibrosis del miocardio'®

Muchos informes combinan un conjunto de marcadores bioquimicos para mejorar el valor predictivo del indice bioquimico.
Once marcadores séricos diferentes se midieron en 205 pacientes con estadios fibroticos de FO a F4, y los marcadores mas
informativos fueron la alfa 2 macroglobulina, la alfazoglobulma o haptoglobina), la gammaglobulina, la apolipoproteina A1, la
gamma glutamiltranspeptidasa, y la bilirrubina total '%”. Un indice de estos marcadores que tuvo un valor predictivo negativo
(100 % de certeza de la ausencia de F2, F3, o F4) se obtuvo para las puntuaciones que varian de cero hasta 0.10 (12 % [41]
de todos los pacientes), y un alto valor predictivo positivo (> 90 % de certeza de la presencia de F2, F3, o F4) para las
puntuaciones que varian de 0.60 a 1.00 (34 % [115] de todos los pacientes).

Sin embargo, en ninguno de los informes que se mencionan anteriormente se sugiere que las mediciones de los fragmentos
de péptidos que se basan en la uniéon de anticuerpos a neo-epitopos como se reclama ahora podrian ser Utiles para la
evaluacién de pacientes con enfermedad fibrética.

La patente US2007/099242 describe el uso del C3dg que se encontrd en los biofluidos de los pacientes para el diagnéstico
de las CVD.

La patente WO2009/059972 describe los ensayos de diagnéstico de la aterosclerosis en base a los neo-epitopos del
colageno tipo Ill.

Hisae y otros, Molecular Immunology, vol. 29, nim. 6, 1 junio 1992 (192-06-01), pags 759-770 describe los anticuerpos que
se indujeron contra fragmentos del colageno de tipo Ill que se utiliza en un ELISA.

Von Muhlen C. Z. y otros, Journal of Proteome Research vol. 8, num. 1, enero 2009, pags 335-345 describe que los
fragmentos del colageno a1l (I y Ill) se encontraron en la orina de pacientes con placas ateroscleroéticas.

La patente US2003/119058 y la patente US6323314 describen los métodos inmunogénicos para los ensayos de muestras
de fragmentos de colageno en los fluidos corporales humanos.

La presente invencién proporciona ahora un método de diagnéstico o cuantificaciéon de la fibrosis que no sea como un
diagnéstico o cuantificacién de la aterosclerosis, que comprende, la realizacién de un inmunoensayo en una muestra de
biofluido que se obtiene del paciente para medir los fragmentos de proteinas que contienen neo-epitopos naturalmente
presentes en dicha muestra, y asociando una elevacién de dicha medida en dicho paciente por encima de un nivel normal
con la presencia o el grado de la fibrosis, en donde dicho inmunoensayo se lleva a cabo por un método que comprende:

poner en contacto los fragmentos de las proteinas presentes naturalmente en dicha muestra con una pareja de unién
inmunolégica especificamente reactiva con un neo-epitopo N-terminal que se forma por el clivaje de una proteina por
una proteinasa o un neo-epitopo C-terminal que se forma por la escision de una proteina por una proteinasa cuya pareja
de unién inmunoldgica es no reactiva con la proteina intacta de la que se deriva el epitopo, y medir el grado de union de
los fragmentos peptidicos a dicha pareja de unién inmunolédgica para medir en los mismos los fragmentos de proteinas
que comprenden dicho neo-epitopo, y en donde dicha proteina es el colageno de tipo Ill. A estos efectos, la enfermedad
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cardiovascular puede no considerarse como fibrosis, o la fibrosis que se detecta de acuerdo con la invencion puede ser
diferente a la fibrosis acompanante de la enfermedad cardiovascular.

Opcionalmente, un resultado elevado en un inmunoensayo de acuerdo con esta invencién se asocia con la fibrosis de la
piel, la fibrosis pulmonar, o la fibrosis hepatica.

Dicha pareja de unién inmunolégica puede tener afinidad de unién especifica por fragmentos de péptidos que comprenden
un neoepitopo C-terminal o un neoepitopo N-terminal.

La reactividad especifica con o la afinidad inmunolégica por un neo-epitopo implicard que la pareja de unién inmunolégica
relevante no es reactiva con la proteina intacta del que deriva el neo-epitopo. Preferentemente, dicha pareja de unidn
inmunolégica no es reactiva con una secuencia del neo-epitopo, tal como una secuencia de las que se enumeran mas
abajo, si la secuencia se prolonga mas alla del respectivo sitio de clivaje.

El término "pareja de unién inmunolégica”, como se utiliza en la presente invencion incluye anticuerpos policlonales y
monoclonales y ademas fragmentos de unién especificos de anticuerpos tales como los Fab o F(ab '),. Asi, dicha pareja de
unién inmunolégica puede ser un anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad de
union especifica.

Preferentemente, la secuencia del neo-epitopo al que la pareja de unidén inmunoldgica se une no se encuentra en ninguna
otra proteina o no se encuentra en ninguna de las otras proteinas a las que el método de la invencioén se refiere.

Varias proteasas candidatas pueden ser responsables de la digestion de las proteinas en los tejidos fibréticos.
Probablemente, esto es el resultado de la gran variedad de procesos complicados que resultan en diferentes perfiles de
neo-epitopos que dependen de los niveles de enfermedad.

Colageno tipo Ill

Determinamos que las enzimas que se enumeran en la siguiente tabla clivan el colageno tipo Ill en al menos los siguientes
sitios de corte (marcados *):

Tabla 11. Sitios de clivaje en colageno tipo Il

Proteasa | Neo-Epitopo

MMEP—1 A~GIPGAPGLMGRRGEPGPA G SEQ IO NOL LS

MME-1 K*GDPGPPGIZGRNGDPGI*P SEG. ID NI

MMEP—1 G*LAGPCGMPGPRGEPGPQG™Y SEQ.IDINO1ED

MM -1 G*ERGLPGPPGIXGPAGIFGE*P SEL 1D . HGLET
MMP-1 G*IAGITGARGLAGPPGMPGPR*G SEQTLUHNELES

MME =1 G* TKCHRGFFGNPGAFGSFGPAG*) SEQEID NGLES
MMP -1 EA*RGLAGPEGMPGPRGSPEPQGY*K SEQID HOLEY |
MMP-1 I*TGARGLAGEPGMPGPREEFGPOG*Y SEJ 1D NGIES
MMP-1 I*TGARGLAGPPGMFGPRGEPGPOGV*K SEQITID NI146
MMP-1 G*ITGARGLAGPPCMPCPRCSPGPQG* VI SEQ 1D NOLEY
MME-1 G*VEGESGKEGANGLSGERGFPGPOG*L SEQ.ID NZ183
MME-1 C*SREAPGEQGPREDKGETGERGANG L SEQ I8 WILES
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MMP-1 P*KGDAGQPGEKGSPGAQGPPGAPGPLG* T SE!

MMP-1

MMP-1

MMP-1 G*HAGAQGPPGPPGINGSPGGKGEMGPAGI PGAPG* L BHE H19¢

MMP-1 A*GKSGDRGESGPAGPAGAPGPAGSRGAPGPOGPRGDKGETGERGAAGY THSED #1D
194

MMP-1 G*LQGLPGTGGPPGENGKPGE PGPKGDAGAPGAPGGKGDAGAPGERGPPG*L SEQ ID
NGL12S

MMP- 3 G*ERGLPGPPGTKGPAGIPGF*P SEQIE

MMP=3 A*VGGLAGY PGPAGPPGPPGPEGT * S SEL

MMP- 3

MMP- 3

MMP- 3

MNMP -3

MMP-3

MMP-2

MMP-3 -8

MMP-8

MMP-8 )

MMP-8

MMP-8 5*LSGERGPPGPQGLPGLA*GY

MMP-8 R*GLAGPPGMPGPRGSPGPQG* Vi SE

MMP-8 G*LACPPCMPGPRGSPGPOGV K SEQ

VMP-8 R*GLAGPPGMPGPRGSPGPUGV*K SEQ I

MMP- 8 G*POGPPGKNGETGPQGPPGP*T &&

VMP-8 G*VKGERGSPGGPGAAGFPGARYG SEQ 1

MMP- 8 A*RGLAGPPGMPGERGSPGPQG*V SEQID NOZ1Y

MMP-8 N*GLSGERGPPGPQGLPGLAGTA*G SHQ “1E

MMP-8 A*VGGLAGYPGPAGPPGPPGPPGT*S SEQ

MME-8 G*SPGGKGEMGPAGIPGAPGLMGA*R SEQILIB NOZIT

MMP-8 T*GARRGLAGPPGMPGPRGSPGPQG*V SE(

MMP-8 V*KGESGKPGANGLSGERGPPGRQG*L SEQ IDNOZ1I

MMP-8 G*VKGERG3PGGPGAAGFPGARGLPGPPGSNGNPGPPGPSGSPGKLGOPGRAG* N SEG
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G*SPGAQGPPCAPGPLGIAGITGARCTAGPPGAM SEOT

MME-8

MMP-8§ R*GAPGEKGECG2PGVAGPPGGSGPAGPPGPO*GISEQ:
MME-8

MMB—§ G*TAGITGARGIAGPPGMPGFPRGSPCPQG*ViISEQ.
MMP-9 0225

MME- 3 G*QPGVMGTPGFKG*N SEG:

MMP-9 G*IXGPAGI>GFPGMK*G SEQ

MMP-9 G*IKGPAGIZGFPGMKG*H SEQE

MME— 9 I*PGAPGLMGARGPPGPAG*A SEQ N o
MMP-3 G*ERGLPGPPCIKGPAGIF*G SRS

MMP-93 G*IPGAPGLMGARGPPGPAG*A SEQ: B o
MMP-9 G*FRGPAGFNGIPGEKGPAG*E SE

MMP-9 P*GIPGOPGSPGSPGPPGIC*E SE

MMP—9 G*ERGLPGPPGIKGPAGIPGE* P SE

MMP-9 A*VGGLAGYPGEAGPPGPPGPPG*T BEQ:

| MMP-9 G*VKGERGSPGGPGAAGFPGARG* L JSEQ T N

MMP-9 G*DAGRPGAPGGKGDAGAPGERGEPG* L

MMP-9 Q*GPPGPTGPCGDKGOTGPPGPQGL*Q SH

MMP— 9 G*INGSPGGKGEMGPAGIPGAPGIM*G SE

MMP- 9 Q*GPPGEPGQAGPSGPPGPPGAIGPS*G SE

MMP-9 P*GPPG_NGSPGGKGEMGPAGIPGAP*G SE(

MMP- 9 R*GLPGPPGSNGNDPGPPGPSGSPGKDGPPGPAG*N §F

MMP-9

MMP- 9

MMP=-9 _
MMP- 9 P+ INGSPGGKGEMGPAGI PGAFGLMGARGEEGEAG A SEQ TD:
MMP-9 P *PGENGKPGE PFGPKGDAGAPGAPGGKGDAGAPGERGEPPG*L SE S NO2AT
MMP- 9

MMP-9

MMP-9 G*LMGARGPPCPAGANGAPGLRGGAGEPGKNGAXGEPGPRG*E SE
MMD— 9

G*LRGGAGPPGPEGGKGARGPPGPPGANGT PGLOGMPGERGGLGSPGPKG* D SEG ID

025t
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MMP-8 G*QQGRIGSPGPAGPRGPVGE3GPPG K (5HQ 1L NO252
-3
MMZ- 2 K"GDFGPPGIPGRINGDPGIPGRIGYS _:S_E_-:_-_-E_D O
MMZ-9 G*LRGCAGPPCPEGGHGAACFPGPRCY A SEQ ID NOEZ34
MME-2 GTHNSETGPOGPPGPIGPGGORGDTGEPGROGH L SEQ (1D -NQ255
MMZ-2 G*YQSPPGEPGRAGPSGPPGPPG*A SEQ- 1D NOZsE
MMz GTURGPPGLSGPAGPPGEQG™V iBEQ 1D NORET
MMZ-8, -2 | G~DKGEPGGPGADGVEGADGERGPTGPIGPPGPAG* SEQ IDINO2EE
& -13
BDAMTS-5 Q~GHAGAQGFPGPPGIN*G SEQ IO ND239
Catepsinak A*GERGAPGPA®G SHQ - ID-NOZ60 o
Catepsinak A*GIPSGFPGMK*G SEQ LD NO2GL
Catepsinak | F*PGYKGHRGFD*G SEQ: 15 HOZE2
Catepsinakl G¥TPCARGLEGPPG*S SRQ 1D NG2E3
‘Catepsinak | A*GEPGARGLPGPPG*S SEQ IH N0Z64
Catepsinak P*EGEPGEPGTSGHE*G SEG IR NOZGS
Catepsinak ~ | 5" 7 PCMKGHRGED*G SEQ ID° NO266
Catepsinakl 0*PGDKGEGGAPGLPGI*A SEQILD:NOZET
‘Catepsinak R*GDEGETGZRGARAGIK*G SERQ I'D NOUZES
Catepsinak D*GRNGEKGETGRPGLE*G SEQ 1D NO26Y
Catepsinak A*GOEGDEGIGGAPGLEGIA®G EEQ TD ND2ZTO
Catepsinak G*GPFGENGXPGEPGPXGD*A SEQ-TD HOZTL
Catepsinak A*GIFGFPGMKGHRGFD*G SEQ LD NO2TZ
Catepsinak R*GGAGEPGXNGAKGEPGPR*(G SEQ TT0 NOZT3
C_EIEIPSIHE-K o K*GERGSPGGPCAAGFPGARGLIPCFPAG SEQIDVNGZ2T]
_(:‘:ét‘éli]:si_nh: - 1 FPGVPGAKGEUGHEDGSPGEPGANGLE*G SEQ 1D NDITS
Catepsinak G*AAGFPGARGLPGPPGSHNGNPGFFGPS*G SEC ID NO2UE
Catepsinak | B*PGFFGPSGFRGQPGVHMGE FGKGH*D 5&Q 1D NO217
Catepsinak | Q*GFFGPPGINGSPGOKGENGPAGI PGAP*G SEZI LD NOZ 18
Catepsinak A*GKDGESGRPGRPGERGLEGPDGTK*G SR THNDZ10
Catepsinak A*GARGNDGARGSCGOPGPEGPPGTAGFPG* 5. SR T0 NO2H0
Catepsinak S*PGVSGPKGDAGQPGERGSPCAGGPPGAPG*P S5EQ.TD NOZHL
Catepsinak R*GSDGOFGPPGPPGTAGFEGSPGAKGEVGFA*GS SEQ 1D WO282
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Catepsinak U*GPPGPPGINGSPGGKUEMGPAGIPGAPGLM*G SEQ 1D ND283
Catepsinak A*GPPGPPGPIGTSGHPGEPGSPCYQGPPGEPGA D SEQL 1D NOZSY
Catepsinak F* PGAPGONGE PGGKGERGAPGEEGEGGFPGVA*G SEQTID HOZES
Catepsinak A*GFPGAPGONGE PGGHGZRGAPCEERGRGGPPG*YV SEQ- IDNOZES
Catepsinak A*GARGNDGARGS DGOPGPPGPPETRAGFEGSEGAKGEVEFA®G SEQ 10 Ho2E7
Catepsinak R*GAAGEPGROGYPGGEGMRGMPE5PGEPGEDGKPGPPESQCESCGREGPEGPS*G SEQ
Lo-Np2Es

Catepsinas ! G* LAGITGRRGLY ATEEG ITDINDI R
Catepsinas BYGEPGPEGAAGTPGLOG*M 2EQ ID NI A0
CatepsinaS  N*GLSGERGPPGPQGLPG*L SFQ ID. NO231
CatepsinaS  M*GARGFPGPAGANGAPGLR*G SEQ IDRNOZER
Catepsinas M*GLEGERGEPGPOGLPGLAYG SEQ,ID NOZE3
Catepsinas G*IRGITGARGLAGDFGMPGPRG™S SEQ ID 0294

| Catepsinas G*TAGITGARGLAGPPCMEGERCGSPGEQGH Y SEQIH HO2SE
CatepsinaS RHGCAGPEGPEGGKGARGPPGEPGARAGTEGLO G SEQ ID. NOZZ6
CatepsinaS S*GPEGDAGOPGEKGSPGAQGPPGAPGPLGYL SEQ ID ND2Z2T
(iatépsiria'ﬁ © | G*IAGITGARGLAGFFGMPGPRGSPGPOGVE*G SEQ TN HQES8
CatepsinaS SHCPKGDACQPCEKGEPGRQGFPGAPGPLGY L SEQIID WOA53
CatepsinaS G*IAGITGARGLAGP PEMPGPRGSPGPOGVH X G SEQ 110 MG 300
CatepsinaS AAVGOLAGY PGPAGPPGPPGERGTSGHPGE PGSPGYR G SEQ ID HO3J1
Catepsinas I +PGECGHAGAQGPPGEPGINGSPGGEGEMGPAGIPGARG* L SED I0 NO302
BDAMTS1 I*PCFPGMEGHRYG SE4 TDONOIG3
BOAMTS1 R*GSPGGPGAAGE PGARYG SEQ. [0 LO30d
ADRMTS] E*GPAGIPGEPGMEGHR*G SEQID-NOI0E
ADAMTS1 R*GLAGFFGMPGFRGEFGPQ*C SEQ ID HO30E
ADRMTSE1 A*GITGARGLAGPPGMPGPR*G BEDQ ID HOZ07
ADAMTS1 L*GLAGLIGARGLAGPPGMEGFR™G SEQ IR NOIOH
ADAMTH1 T*CARGLAGFFGMPGFRGSPGFO*G SEQ 1D NO302 o
ADAMTS1 Q*GPPGFEGINGSPGGRGEMGRAGY 1 SLQ LU NOFTD
ADAMTS] L*PGPPGIKGPAGIPGFPGMEGHRAG EEQ 1D NO31L
ADAMTEL A*GITGARGLAGPPGHPGORGSPGPQ G BEQ T NO212
ADAMTS1 T*GARGIAGPPEMPGPRGEPGPQGVE G SEQ ID-NO313
ADAMTS1 R*GLEGEPGIKGPAGI PGIPGMEGHRYG SEQ LD NOI14
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ADAMIS1 G*RPGLFGAAGARGNDGARGSDGOPGPPG*E §EQ

ADAMTS1 N*GAPGFMGPRGAFPGERGRPGLPGAAGAR*G SEQ I

ADAMT31 A*GSRGAPGPQGPRGOKGETGERGAAGIK*G SEQ ID-HN

ADAMTS1 R*GLAGPPGMPGPRGSPGPOGVKGESGKPGAN*G SEC T

ADAMTS1 R*GLAGFPGMPGPRGSPGFOGVKCGESGKPGANGLYS S

ADAM™ST P*:PPGSNGKPGPPGPSGSPGKDGPPGPAGNTGAPGS* P SE

ADAMTS1 T*GARGLAGPPGMEGPRGSPGPQGVKGE SGKPGAN* G Shig il

ADAMTS1 R*CAPGEXGEGGPPGVACPPGGSGPAGPPGPCGVEGER* G S

ADAMISI G*GPPGVAGPPGGSGPAGE PGOGVKGERGSPGGPGAAGT *P  SE(

ADAMTS1 K*SGDRGESGPAGPAGAPGPAGSRGAPGPQGPRGDKGETGERGAAGIK*G SEQ.
No324

BDAMTSA I*PGFPGMKGHR*G SEG

ADAMISA R*GLAGPPGMPGPR*G  SEQ

ADAMTS4 G*PQGLOGLPETGGEP* G, OF

LDAMTS4 K*GPAGIPGFPGMKGHR*G 1SEQY

ADAMTS4 R*GLAGPPGMIGPRGSPGEQG*V EEG;

ADAMTS4 G*GPPGENGKFPGEPGPKGDAGAP~G SEQ _

ADAMTS 4 A*EGFRGPAGPNGIPGEKGPAGER*G SEGTD NO33T

ADAMTS4 E*KGSPGAQGPPGAPGPLGIAGITGAR*G SEQ LD NO33Z2

ADAMTSA L*PGPPGIKGPAGIPGFPGMKGHR*G SE '

ADAMTSY R*GAPGERGPAGPNGI PCEKGDPAGER*G B¢ TD NO334

ADAMTS 4 R*GLPGPPGIKGPAGIPCFPGMKGHR*G SEQ

ADAMTS 4 R*GPVGCPSGPPGKDGTSCHPGPZGPPGPR*G SE

ADAMTS4 A*PGPQGPRGDKGETGERGAAGIKGHR*G SEQ

ADAMTSA R*GAPGPQGFRGDKGETGERGANGIKGHR*G SEG 11

ADANMTS4 R*GIPGNPGAPGSPGPAGQQGAIGSPGPAGPR*G SEQ. 1B 210339

ADAMTSA '

ADANMTS4

ADAVTSA

ADAMTSA

ADRMTS4 R*NGEKGETGAPCLEGENGLPGENGAPGPMGPR*G SEQ-THNO:

ADAMTS4 A*PGFRGPAGPNG T PGREGPAGERGAPGPACPRGA*A SE ]

ADAMTSA R*GAPGFRGPAGPNGIPGEKGPAGERGAPGPAGPR*G SEQ-ID NOI46
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ADAMTS4 R*GSPGERGEZTGPPGPAGFPGAPGONGEPGGKGER*G SEQLID NO34:
ADAMTS4 G*HAGAQSGPPGPPGINGSPGGKGEMGPAGI PGAPGLMG* AT SER - 1D HO
ADAMTS 4 R*GLAGPPGMPGPRGSPGPOGVKGESGKEGANGLAGER GHLGES
ADAMTSS L*GIAGITGARGL* A SEQIE NGZ5)

ADAMTSS I*PGFPGMKGHR*G SEQ LD INO3IEL

ADAMTSS R*GLAGPEGMPGPR*G JEQ. 252

2DAMTSS Q*GFPGAPGPLGIAGITGAR*G SEQ-LDING3S2

ADAMTSS A*GITGARGLAGPPGMPGPR*G SE Wo354

ADAMTSE B*GIPGAPGLMGARGPPGPAGAN*G SF B NOISS

ADAMTSS R*GLAGFPGMPGPRGSPGPQGVKG*E 3E :

ADAMTSS K*GSPGAQGPPGAPGPLGIAGITGAR®G §

ADAMTSS L*PGPPGIXGPAGIPGFPGMKGHR*G SEQ D

ADAMTSE K*DGTSGHPGPIGPPGPRGNRGER*G SEQ: LD NO359

ADAMTISS A*GITGARGLAGYPGMFGPRGSPGPQ*G! SEQ 1]

ADAMTS8 R*GLAGPPCMPCPRGEPGPQCVKGESGHAK S5

ADAMISHE R*GLAGPPGMPGPRGSPGPOGVKGESGXPGAN*G SEi

ADAM'LSE R*GLAGPPGMPGPRGSPGPQEVKGESGXPGANGL*S SEQ:
ADAMTSSE P*GPPGSNGNEGPPGPSGSPCKDGPPGPAGNTGAPGS* Py SEG: 1D
ADAMTSE R*GCAPCEKGECGPPGVAGPPGGSGPAGPPGPQGVKGER*G SEQ
ADAMTSS K*3GDRGESGPAGPAGAPGPAGSRGAPGPQGPRGDRGETGERGA & SEG /1D N
ADAMTSS R*GAPCEKGEGGPPGVAGPPGGSGPAGPPGPQGVKGERGSPGGPGAAGEPGARYG SED
MMP9

MMP D = FF S !

MMPS L*ESCPTGPONY 1517 SEQ 1D NO37

MMP S | 1137 PKGDTGPRGP*. ‘ 122:3FEQ TH NE3TL

La pareja de union inmunolégica puede ser una reactiva especificamente con un neoepitopo C-terminal o N-terminal que se

forma por el clivaje del colageno de tipo lIl.

Las parejas de uni6on inmunolégica adecuadas pueden ser por lo tanto especificamente reactivas con cualquiera de las

siguientes secuencias en el N terminal de un péptido:
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Tabla 12. Secuencias N-terminal de fragmentos peptidicos generados de proteasa de colageno tipo 111
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Colagenao tipo 11

GIPGAPISEQ IDSNQ3IT2 | GDPGPP SEQ ID-ND3I73 | LAGFPG SEQ/ID NOEY
IAGITG SE@IDNQ3Y5 | IKGHRG SEQ ID NO376 | RCLAGP SEQ IDINO3TT
TCGARGL SEQ IDNC378 | ITGARGISEQ ID NO379 | VKGESG SEQ :ID NO3ED
KGDAGQ SEQ ID NO381 | LRGGAG SEQ 1D HO3BZ | ERGLPG SEQ:ID NO3ES
GKSGDR SEQ ID NOJIBE | LOGLPG SEQ ID HO3I84 | ATGSPG. 8EQ ID MO143
DGTSGH SEQ-ID: NOT35 | VGGLAG SEQ ID-NGL5S5 | LSGERG BEQ ID NOI78
GPPGVA BEQ ID NO158 | AGPPGM SEQ ID NOI45 | IGSPGPI3EQ 1D NO3HE
GLSGER ZEQ ID:MNO3ET | GLAGPP SEQ.ID NO380G | PQGPPG SEQLID NOIHSG
GARGLA SEQ ID NOITL | KGESGK SEQ.ID NO374 | VKGERG SEQ 1D NO159
GAPGEK SEQ ID NOL41 | QPGVMG SEQ 1D MNO144 | IKGPAG SEQ. ID Noled
TFGADPG SEQ 10 NOLLT | FRGEAG SHO:ID NO137 | OQGATG Sko 1D NG390
GPPGPT SEQ ID NO3ZSL | INGSPG SEQ 1D NO392 | GPPGEP SEQ. TD NO393
GLPGPP SEQ ID-MO394 | KNGETG SEQ ID-NO3SS | LPGIAG SEQ ID NO338
GINGSP BEQ ID NQO397 | PGENGK SEQ TD NQ328 | LKGENG 3EQIDTNO3ZS
LMGARG SEQ ID:NO400 | YQGPPG SEQ ID NO401 | GERGAP SEQ I0 NO40Z
DKGEPG SEQ ID NO403 | GHAGAQ: SEQ ID NO404 | GSDGQP SEQ ID NO4OS
PGMKGH SEQ ID NO406 | FFGARG SEQ TDNO407 | GFPGAR SEQ-ID-NO4GH
FEGMKG SEQ I0 NC4049 | PGDKGE SEQ TD NO4I0 | GDKGET SEQ 1D NO4ll
GQPGDK SEQ 1D NO4LZ | GPPGEN SEQ LD 'NCA13 | GIPGFP SEQ 1D NC414
GERGEP SEQ 10 NOAIS | PGVEGE 2RQ 1D NO446 | BAGFPG Shg 1D NO417
GFPGPP SEQ 1D NOLO00 | GKDGES SEQ 1D NOAL8 | GARGND SEQ 1D No4L2
GFPGAP SE{Q 10 NO420 | NTGAPG SEQ 1D NOd3i7 | GAAGEP SEQ 1D NO4ZL
IAGITG SEQ ID .NO375 | GLSGER ZEQ TD:NO387 | GARGPP SEQ ID NO422
GPPGSN SEQIID NO423 | GPKGDA 2EQ: 1D No424 | GGAGPP SEQ ID NOAZS
PGPQGH. SEQ 1D HOA4Z6 | PGFPGM SEQ TD ND427 | GSPGGFE SEQ 1D NO428
SGDRGE SEQ ID NO429 | GITGAR SEQ7ID NG43Q | GIAGIT SEQ ID NO4A3E
PGPPGI SEQ 1D NO43Z | ESCPTG SEQ 1D Q433 | HAGRQG SEQ ID-NO434
GAFGFR SEQ 10 NO435 | RPEGLPG SEQ TE NO436 | GAPGEM SED 1D NO438
GEPCER SEQ 10 NO429 | PQGLOG. SEQ ID NG440 | GPAGIP SEQ Ibh NO44lL

20




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2529101 T3

AIGP3G SEQ ID:NO368 | PGFRGP SEQ ID-NO@43 | KGSPGR SEQID Nod4dd
GRPGPQ SEQ ID NO445 | GFPGNP SEQ ID NO44% | GPVGPS SEQ@ ID NOAZ7
GPTGPI SEQ ID NO448 | GDAGQF SEQ ID NO449 | NGEKGE SEQ ID NO450
SRGAPG SEQ ID NO43E | VAGPPG SEQ ID MNO452 | PGPOGP BSEQ IDINO453
AGQPGE SEQ ID NO454 | PGAPGGISEQ.ID NO455 | PGAPGQ :SEQ 1D NO456
AGQQGA SEQ I NO4S! | PGPPGP SEQ.ID NO458 | SPGGKGISEQ 1D NOE59
GARGLA SEQ ID NOL111 | GRNGEK SEQ 1D NO460 | GPPGAP S5EQ 1D -NO461
GSRGAP SEQ 1D NO4BZ | GGAGEP SEQ ID.NO4e3 | GSPGAQ SEQ ID NOded
SPGAQG SEQ- ID NO4ES | PGVSGP SEQ 1D NO#66 | PGAPGL:SEQ: IB NO46T
GIPGQEP SEQ ID NO468 | DAGAPG 'SEQ 1D NO463 | GPPGIN SEQ ID HO4ATO

o con cualquiera de las siguientes secuencias en el extremo C-terminal de un péptido:

Tabla 13. Secuencias C-terminal de fragmentos peptidicos generados de proteasa de colageno tipo Il

Colageno tipo I
GPPGPA . SEQID NO94 | NGDFGI SEQ TH NO4TI | SPGPQG SEQIID'NO4TZ
GMPGPR SEQ: ID:N0473 | SPGPAG SEQ TD NO47T4 | PGPQGV SEQ ID:NO4TS
ERGAAG SEQIID:NC476 | PGPLGL SEQTID NG41} | ARGTPG SpQ - ID NO47T8
ERGPPG SEQIID NO147 | PGPPGT SEQ ID'NO479 | GNRGER SEQ ID NO48C
APGLRG SEQ ID NO4BL | HPGSPG SEQ 1D NU4BZ
PSGPPGLSEQ (IDy NO483 | GSPGPA SEQ ID NO484 | GPAGPP. SEQ LD NO485
GLPGLA SEQ ID NDUBE | GPPGPQ-SEQ ID:NC490 | QGPPGP. SEQ ID NO#ABT
GLAGTA SEQ 1D NO488 | FPGPKG SEQ ID NU431l | PGLMGA 3BQ ID NO489%
LAGEEG SEQ T NOBI GPAGIP SEG LD NO44l | FPGARG BSEQ ID NDA407
IPGFPG SEQ TDNO432 | PPGPPG SEQ IR N0119 | GEPGMK SEQ.IDI NO4O9F
FPGAPG SEQ ID NO4%d | GAIGPS SEQ.ID NC495 | AGIPGF SED ID NO495
GPPGIC SEQID/ NOZ181 | LPGAAG SEQSID NO2188 | APGPLG SEQ TDING2189
FGEQOGL SEQ.ID NO427 | GAPGLM SEQ ID NO498 | GEPGIN SEQID ﬁO‘ﬂﬁ’_D
BPGPKGISEQ I NG49D | GEPGPR SEQ.TD NG500 | IPGQRPGHSERID NOS01
TGAPGS SEQIIDUNOS02 | GHRGFD SEQ: IDING503 | LPGPPG SEQ.IUINQT2
PGPKGD. SEQ ID NO506 | PGLPGI SEQ ILNO504 | GRAGIK SEQ;ID No505
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GLPGIA BEQLE PQGLPG SE GAPGLR SEQID NOSUZ

GLPGPP SO

GANGLP SE GPPGPS $
IPGAPG GPPGIK SEQ. TAGFPG SE
GEVGPA PPGPQG GPEGVA
GEVGPA SE GFPGAR SEQ I TGARGL
EKGPAG. SEQ EPGPRG SEQ PPGAPG

TSGHPG SEQ GAPGPA SE TPGLQG:

GTPGLQ: S GTSGHP - SE MDPGPRG 854

GAPGLK SE
PGPKGN §F
PGANGL

GPQGVK: SEQ;

PPGPAG SEQ 1

FPGMKG § GTGGEP iSRG+ D, NOE

GITGAR

GLSGER SEQ 1D TGPRGP

EGGPPG SE!

GMKGHR GSPGPQ SEX
EMGPAG SE GIAGER SE QPGPPG SEQ T
GRNGDP SE GKPGAN SEQ:.ID VKGESG SEQ.
GVKGER: 3! PGAAGF TGERGA SEi
POGVKG Sk GDAGAP & GPAGER BFQ &
GPPGPR S GPAGPR RGEFDGR 5
AGPRGA" S GGEGER |

GPAGAN SEQ

Se pueden identificar sitios de clivaje adicionales que definen neo-epitopos que pueden ensayarse de una manera similar
mediante la exposicién del colageno tipo Ill a cualquiera de las enzimas que se describen en la presente invencién y el
aislamiento y secuenciacién de los péptidos que se producen de ese modo. Ademas, los ensayos se pueden basar en los
neo-epitopos que se generan de manera adyacente a los sitios de clivaje que se ilustran, es decir, en las secuencias C-
terminales que conducen a los epitopos N-terminales que se indican anteriormente y las secuencias N-terminales que se
conectan con los epitopos C-terminales que se describen.

Los ensayos para mas de uno de los péptidos que se describen anteriormente pueden llevarse a cabo por separado y sus
resultados combinados 0 mas de uno de los péptidos que se describen anteriormente se pueden medir juntos.

El resultado de un ensayo de acuerdo con la invencién se puede combinar con uno o mas de otros biomarcadores que se
midieron para formar un indice compuesto de valor diagndéstico o pronéstico.

Generalmente, todos los formatos de inmunoensayos que se conocian previamente se pueden utilizar de acuerdo con esta
invencion lo que incluye los formatos heterogéneos y homogéneos, los ensayos tipo sandwich, los ensayos de competicia,
los ensayos ligados a enzimas, los ensayos radio-inmunes y similares. Asi, opcionalmente, dicho método se lleva a cabo
como un inmunoensayo de competicia en el que dicha pareja de unién inmunolégica y un agente de competicia se incuban
en presencia de dicha muestra y el agente de competencia compite con los fragmentos de péptidos en la muestra para
unirse a la pareja de unién inmunoldgica.
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Dicho agente de competencia puede ser (1) un péptido sintético que se deriva de la secuencia de colageno tipo Ill o un
agente de competencia que se deriva de (2) un colageno tipo Ill nativo purificado que se cliva por proteasas para revelar
dicho neo-epitopo.

Un método adecuado podria ser un inmunoensayo de competicia que utilice anticuerpos monoclonales o fragmentos de
unién de anticuerpos que se unan a los neo-epitopos del colageno tipo lll. Los péptidos sintéticos que se seleccionen
adecuadamente recubiertos sobre la superficie sélida de una placa de microtitulacién pueden competir con la muestra por la
unién a los anticuerpos monoclonales o a los fragmentos de unién. Alternativamente, los fragmentos de colageno de tipo IlI
nativos, purificados, que portan el neo-epitopo que se reconoce por el anticuerpo monoclonal o por el fragmento de unién se
podrian utilizar en la superficie sélida. Aln otra alternativa es inmovilizar el anticuerpo monoclonal o el fragmento de unién
en la superficie sélida y después co-incubar la muestra con un péptido sintético que se unié apropiadamente a una molécula
de sefial, por ejemplo, la peroxidasa de rabano picante o la biotina.

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

Los ensayos pueden llevarse a cabo como ensayos de tipo sandwich mediante la utilizaciéon de una primera pareja de union
inmunoldgica reactiva especificamente con uno de los dichos neo-epitopos y una segunda pareja de unién inmunolégica
reactiva con la proteina de referencia a la que el neo-epitopo pertenece. Opcionalmente, dicha segunda pareja de union
inmunoldgica se dirige a un segundo neo-epitopo de la misma proteina.

En ciertos métodos que se prefieren el método comprende ademas comparar el nivel que se determiné de dicha unién de
dichos fragmentos peptidicos con los valores caracteristicos de (a) individuos sanos comparables y/o (b) una condicién
fibrética patoldgica y asociar opcionalmente un nivel mas alto del péptido que se midié (normalmente indicado por un mayor
nivel de unién) con un grado mas grave de dicha condicion.

El desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen los neo-epitopos como se describe anteriormente mediante la
inmunizacion de ratones con péptidos sintéticos procedentes de la secuencia de aminoacidos de las moléculas de colageno
de tipo lll (lo que incluye las secuencias de la lista anterior o las secuencias que terminan en las mismas), por la fusion de
las células del bazo de los ratones que se seleccionaron a las células de mieloma, y mediante la comprobacion los
anticuerpos monoclonales para la unién a neo-epitopos en los péptidos sintéticos correspondientes. La especificidad por los
neo-epitopos se puede asegurar al exigir la reactividad con un péptido sintético y una falta de reactividad con ya sea una
forma C-prolongada del péptido inmunizante (para un neo-epitopo C-terminal) o una forma N-terminal prolongada del
péptido inmunizante (para un neo-epitopo N-terminal). Los anticuerpos para los neo-epitopos también pueden evaluarse
para establecer una falta de capacidad de unién al colageno nativo tipo Ill. Alternativamente, la especificidad por un neo-
epitopo se puede asegurar al exigir que la reactividad del anticuerpo sea negativamente dependiente en la presencia de
biotina o de otros grupos funcionales que se unen covalentemente a uno de los aminoacidos terminales.

La invencion puede utilizar una pareja de unién inmunolégica que sea especificamente inmunorreactiva con un neo-epitopo
que se forma por el clivaje del colageno tipo Il por una proteasa en un sitio terminal en cualquiera de las secuencias
parciales del colageno tipo Ill expuesto anteriormente, y puede ser por ejemplo un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
unién del mismo.

La invencién puede utilizar una linea celular que produce un anticuerpo monoclonal contra un neo-epitopo C-terminal o N-
terminal que se forma por el clivaje del colageno tipo Il en los sitios terminales de las secuencias en cualquiera de las
secuencias parciales del colageno tipo Ill expuestas anteriormente.

La invencion puede utilizar un péptido que comprende un neo-epitopo C-terminal o N-terminal que se forma por el clivaje del
colageno de tipo Ill en cualquiera de las secuencias parciales de estas proteinas expuestas anteriormente. Tal péptido
puede conjugarse como un hapteno a un portador para producir una respuesta inmune a dicho péptido, o inmovilizarse a
una superficie sélida o conjugarse con un marcador detectable para su uso en un inmunoensayo.

La invencion ademds puede utilizar una molécula de acido nucleico que se aisle que codifique para un péptido que
comprenda un neo-epitopo C-terminal o N-terminal que se forma por el clivaje del colageno tipo Ill en cualquiera de las
secuencias parciales del colageno tipo Ill expuestas anteriormente.

La invencion ademas puede utilizar un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que comprende una sehal de
expresion y una secuencia codificante que codifica para la expresién de un péptido que comprende un neo-epitopo C-

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2529101 T3

terminal o N-terminal que se forma por el clivaje del colageno tipo Ill en cualquiera de las secuencias parciales del colageno
tipo Il expuestas anteriormente y ademas puede utilizar una célula huésped que se transforme con un vector tal y expresar
dicho péptido.

La invencién se puede utilizar para estuches, que pueden utilizarse convenientemente para llevar a cabo los métodos que
se describen anteriormente. Tales estuches pueden incluir (1) una placa de microtitulacién recubierta con el péptido
sintético; (2) un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién de anticuerpo de la invencion reactivo con dicho péptido
sintético; y (3) una inmunoglobulina 1gG anti-ratén marcada. Alternativamente, tales estuches pueden incluir (1) una placa de
microtitulacion recubierta con fragmentos de colageno tipo Il nativos purificados; (2) un anticuerpo monoclonal que
reconoce un neo-epitopo en los fragmentos del colageno tipo Il y que sea reactivo con dichos fragmentos del colageno de
tipo Ill purificados; y (3) una inmunoglobulina IgG anti-ratén marcada. Alternativamente, tales estuches pueden incluir (1)
una placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina; (2) un péptido sintético que se une a biotina; (3) un anticuerpo
monoclonal que reconoce un neo-epitopo en los fragmentos del colageno tipo Il y que sea reactivo con dicho péptido
sintético; y (4) una inmunoglobulina IgG anti-ratén marcada. Aun otra alternativa podria ser estuches que incluyen (1) una
placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina; (2) un péptido sintético que se une a biotina; (3) un anticuerpo
monoclonal que reconoce un neo-epitopo en los fragmentos del colageno de tipo Il (y que sea reactivo con dicho péptido
sintético) y conjugado con peroxidasa de rabano picante.

Asi, la invencion puede utilizar un estuche de inmunoensayo que comprende una pareja de unién inmunolégica como se
describe en la presente invencion, y un agente de competencia que se une a dicha pareja de unién inmunolégica, y
opcionalmente uno o mas de un reactivo de lavado, un tampén, un reactivo de parada, un marcador enzimatico, un sustrato
marcador enzimatico, estandares de calibracion, un anticuerpo anti-ratén y las instrucciones.

Los ensayos que se describen en la presente invencion son Utiles en el diagnéstico de la fibrosis en pacientes.
Adicionalmente, los ensayos son Utiles para la evaluacion de la progresion de la enfermedad, y la supervision de la
respuesta a la terapia. Las parejas de uniéon inmunolégica de la invencién pueden ademas utilizarse en la inmunotincion
para mostrar la presencia o localizacion de los productos del clivaje del colageno de tipo Ill.

La invencion se describira e ilustrara adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos y a las figuras adjuntas, en los
que:

La Figura 1 muestra un grafico que muestra los resultados del ELISA de CO3 de diferentes muestras bioldgicas:
Muestras de sueros humanos mezclados (Suero); Liquido amniético humano (AF); Medios de cultivo de fibroblastos
humanos (Fibr. Cltr.);

La Figura 2a muestra un grafico que muestra los niveles séricos del C03 en ratas con operacion(es) simulada(s) y con el
conducto biliar ligado al inicio del estudio (b) y en la terminacion (t);

La Figura 2b muestra los valores delta correspondientes del C03 en suero de rata: Niveles de terminacion - Niveles de
los valores iniciales;

La Figura 3 muestra un gréafico que muestra los niveles del CO3 en diferentes muestras de suero humano. Suero normal:
a partir de individuos sanos. COPD: Enfermedad Pulmonar Obstruida Crénica (que conduce a la fibrosis pulmonar).
Esclerodermia (que conduce a la fibrosis de la piel y pulmonar). HCV: Virus de la Hepatitis C (que conduce a la fibrosis
hepatica);

La Figura 4 muestra los pesos del Higado y las puntuaciones del Higado que se determinan en el Ejemplo 5;

La Figura 5 muestra los niveles de los fragmentos del clivaje con MMP-9 del colageno Tipo Il que se midieron de
acuerdo con la invencién en el Ejemplo 5;

La Figura 6 muestra los niveles de expresion génica del colageno Tipo Il en BDL o ratas con operacién simulada que se
determinan en el Ejemplo 5;

La Figura 7 muestra los cambios de los niveles de expresion del fragmento del clivaje con MMP-9 del colageno Tipo IlI
reactivo con el anticuerpo que se utilizé en el Ejemplo 5 como se determina por Western blot;

La Figura 8 muestra los resultados de la tincién histolégica de las secciones del higado que se obtienen en el Ejemplo 5;
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La Figura 9 muestra las correlaciones entre las mediciones de los fragmentos del colageno Tipo Ill de acuerdo con la
invencion con otros biomarcadores del higado como se determinan en el Ejemplo 5;

La Figura 10 muestra los resultados que se obtienen en las muestras de suero humano en el Ejemplo 6;y

La Figura 11 muestra los resultados que se obtienen en la prueba de la reactividad de un anticuerpo monoclonal que
reconoce un neo-epitopo N-terminal de la CRP.

La Figura 12 muestra la acumulacién de colageno en el higado de rata que se mide en el Ejemplo 8.
La Figura 13 muestra los resultados del inmunoensayo que se obtienen en el Ejemplo 8.

La Figura 14 muestra la correlacion de los resultados del inmunoensayo de la Figura 13 con el contenido de colageno
hepatico.

La Figura 15 muestra una comparacion de los resultados de un inmunoensayo de acuerdo con la invencién con las
mediciones de &cido hialurdnico y de la tincion con rojo Sirio en el Ejemplo 8.

La Figura 16 muestra en el primer panel la correlacion de los resultados del inmunoensayo de acuerdo con la invencion
con la tincién con rojo Sirio y en el segundo panel de la correlacion entre los niveles de &cido hialurédnico y la tincién con
rojo Sirio.

La Figura 17 muestra la falta de correlacién entre los resultados del inmunoensayo de la invencion y los niveles de acido
hialurénico.

La Figura 18 muestra las secciones de piel y las mediciones del grosor de la piel que se describen en el Ejemplo 9.
La Figura 19 muestra los resultados de un inmunoensayo de acuerdo con la invencién en el Ejemplo 9.

La Figura 20 muestra en el panel A imagenes de Western Blot que se obtuvieron en el Ejemplo 9 y en el panel B los
resultados del inmunoensayo correspondientes de acuerdo con la invencion.

La Figura 21 muestra una correlacion entre los resultados del inmunoensayo y las mediciones del grosor de la piel.

La Figura 22 muestra una correlacién entre los resultados del inmunoensayo de orina y las mediciones de Western blot
que se describen en el Ejemplo 9.

Ejemplo 1: Colageno tipo Il degradado con MMP-9
Método

Clivaje: El colageno tipo Il que se aislé de placenta humana se disolvié en 10 mM de &cido acético (1 mg/ml). La disolucién
de proteina se pas6 después a través de un filtro (Microcon Ultracel YM-10) para eliminar las contaminaciones de los
fragmentos. La MMP-9 se preactivé con acetato de 4-aminofenilmercurico (APMA, Sigma) a 37°C durante 3 horas. Después
de las activaciones, el colageno tipo Il y la MMP-9 se mezclaron 100:1 y se incubaron con agitacién durante 3 dias a 37°C.

La disolucién se analiz6 por espectrometria de masas/cromatografia liquida (LC/MS) y los fragmentos se identificaron
mediante la realizacion de una blsqueda en el programa Mascot. Las secuencias de péptidos se seleccionaron por la
busqueda de homologia, asegurando que no existiera reactividad cruzada con proteinas relacionadas u otras, asi como
tampoco reactividad cruzada interespecies.

Disefo de anticuerpos: Las secuencias de péptidos se sintetizaron y conjugaron con ovoalbumina (OVA). Los ratones se
inmunizaron cada 2-3 semanas, hasta cinco inmunizaciones. Los titulos de anticuerpos se verificaron por péptidos de
tamizaje, tanto en la seleccion como en la de-seleccion. Cuando se lograron suficientes titulos de anticuerpos, se
seleccionaron los ratones positivos para la fusién, se sometieron a eutanasia, y el bazo se desintegré y las células B se
extrajeron para la fusion con las células de mieloma. Las selecciones de las células productoras de anticuerpos se
realizaron mediante el cultivo y la re-siembra de las células de las quimeras supervivientes en clones de células individuales.
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Los clones se seleccionaron mediante los péptidos de seleccion y de-seleccion seguido por pruebas de reactividad nativa
(fig. 1), debido a que los neoepitopos se generan por las secuencias de péptidos pequefios sintéticos, que pueden no
reflejar las proteinas nativas. Un clon de subtipo IgG se seleccion6 para la produccion de anticuerpos. La purificacion de
anticuerpos se realiza mediante una columna de proteina-G.

Desarrollo del ensayo: Las concentraciones optimas de anticuerpos se determinaron mediante andlisis de tablero de
ajedrez, con diluciones de recubrimiento de anticuerpo y del péptido de tamizaje, en los ELISA de competencia. La
determinacion diferente para el ensayo de colageno que se degrada por la MMP-9 (CO3) se muestra en la tabla 24.

Tabla 24. Limite de Deteccién, Promedio de variacion Inter e Intraensayo del ensayo de COS.

Limite de Deteccién 0.5 ng/ml
Variacién Interensayo promedio 3.71 %
Variacién Intraensayo promedio 5.48 %

Ejemplo 2: CO3 en muestras bioldgicas relevantes:
Niveles del CO3 en las ratas con el conducto biliar ligado en comparacién con las ratas con operacion simulada.

Método: Cuarenta ratas hembras Sprague-Dawley (6 meses de edad) se alojaron en las instalaciones de investigacion de
animales de Nordic Bioscience. Los experimentos se aprobaron por el Comité de Animales de Experimentacion del
Ministerio de Justicia de Dinamarca, y se realizaron de acuerdo con el Estandar Europeo de Buenas Practicas Clinicas
(2008/561-1450). Las ratas se alojaron en jaulas estandar tipo lll-H a 18-22°C con lecho y material de nido (Altromin 1324;
Altromin, Lage, Alemania) y agua purificada (sistema Milli-Q; Millipore, Glostrup, Dinamarca) libremente. Las ratas se
mantuvieron bajo condiciones de un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad.

La fibrosis hepatica se indujo por BDL comin. En resumen: La rata se anestesid, se encontré el conducto biliar, se
realizaron dos ligaduras alrededor de la via biliar seguido de la diseccién entre las ligaduras, se cerré el abdomen. En ratas
con operacion simulada, el abdomen se cerr6 sin la ligadura del conducto biliar.

Las ratas se dividieron en 2 grupos: el Grupo 1 (10 ratas con operacion BDL y 10 con operacién simulada) se sacrificaron
después de 2 semanas, y el Grupo 2 (9 ratas con operaciéon BDL y 10 con operacién simulada) se sacrificaron después de 4
semanas. Al finalizar el periodo de estudio (2 0 4 semanas), después de al menos 14 horas de ayuno, todos los animales
supervivientes fueron asfixiados por CO- y se sacrificaron por desangrado.

Las muestras de sangre se tomaron del seno retro-orbital de ratas con al menos 14 horas de ayuno bajo anestesia ligera
con CO2/O; al inicio y a la terminacion. La sangre se colectd y se dejé 30 minutos a temperatura ambiente para su
coagulacion, lo que se siguié por una centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos. Todo liquido libre de coagulos se transfirid
a tubos nuevos y se centrifugdé de nuevo a 1500 g durante 10 minutos. El suero se transfirié a continuacion a tubos limpios y
se almacen6 a -80°C. El CO3 se midié en muestras de suero de las ratas diluidas x 5. Los niveles de las ratas BDL y las
Sham se compararon mediante la prueba Mann-Whitney de dos colas no paramétrica (a =0.05) de la significacién
estadistica suponiendo una distribucién normal.

Los niveles del CO3 aumentaron significativamente en los grupos BDL en comparacion con los animales con la operacion
simulada. Los resultados se muestran en las Figuras 2a y b.

Ejemplo 3:

CO3 en diferentes enfermedades fibroticas (suero humano)

Los niveles del CO3 se midieron en el suero de humanos con tres enfermedades fibréticas diferentes: la enfermedad
pulmonar obstruida cronica (COPD), la Esclerodermia, y la hepatitis viral C (VHC). Las muestras de suero se recuperaron de
Sera Laboratories International Ltd (SLI Ltd), Reino Unido.

Los niveles del CO3 se incrementaron en las tres enfermedades fibréticas diferentes (Figura 3)
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Ejemplo 4:
Desarrollo de anticuerpos - deteccién del marcador CO3-610C

El colageno tipo Il (Abcam, Cambridge, Reino Unido) se degrad6 in vitro por la MMP-9 activada (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) durante 2 dias. Los fragmentos de degradacién se secuenciaron por LS-MS/MS y se identificaron mediante la
blsqueda en el MASCOT. Una secuencia peptidica especifica *’°KNGETGPQ se seleccioné para la produccién del
anticuerpo. El N-terminal de esta secuencia es el residuo 610 del colageno humano tipo Ill. El péptido sintético se conjugé
con la ovoalbumina antes de la inmunizacién subcutanea de los ratones Balb/C de 4-6 semanas de edad con
aproximadamente 200 pl de antigeno emulsificado y 50 pg del CO3-610C (KNGETGPQGPGGC-OVA). Las inmunizaciones
consecutivas se realizaron a intervalos de dos semanas en adyuvante incompleto de Freund hasta que se alcanzaron
niveles de titulacion de suero estables. Los ratones se sangraron de la segunda inmunizacién en lo adelante. En cada
sangrado, se midio el titulo del suero y el ratén con el mayor titulo de anti-suero se seleccioné para la fusién. Después de la
cuarta inmunizacién, este raton descansé durante un mes y después se le dio una dosis de refuerzo por via intravenosa con
50 ug del CO3-610C en 100 pl de disolucién de cloruro sédico al 0.9 % tres dias antes del aislamiento del bazo para la
fusion celular.

Los clones productores de los anticuerpos monoclonales se seleccionaron mediante la utilizacion de a) un péptido
inmunogénico: KNGETGPQGP-GGC-Ovalbimina (OVA) (807678), b) un péptido de tamizaje KNGETGPQGP-PG-K-Biotina
(807,971), c) los péptidos de de-seleccion KDGETGAAGPPGK-Biotina (118318) que representa una cadena alfa 1 de
colageno tipo |l, KDGEAGAQGPPGK-Biotina que representa un producto de la degradacién de la cadena alfa 1 del
colageno tipo |, comprados a la Chinese Peptide Company, Beijing, China. La placa de ELISA recubierta se obtuvo de
NUNC (Thermofisher, Copenhague, Dinamarca). Los reactivos de conjugacion de péptidos y los tampones se produjeron
por Pierce (Thermofisher, Copenhague, Dinamarca).

El tamp6n que se utiliz6 para disolver el péptido de recubrimiento se compuso de lo siguiente: Na=HPO4 40 mM, 12 H.O,
KH2PO4 7 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, EDTA 25 mM, 0,1 % de Tween 20, 1 % de BSA, 10 % de sorbitol, pH 7. Para un
ensayo con suero, se utilizé un tampdn que contenia los siguientes productos quimicos: NasHPO4 8 mM, 12 H.O, KH2PO4
1,5 mM, NaCl 13,7 mM, KCI 2,7 mM, 0,1 % de Tween 20, 1 % de BSA, 0,003 % de rojo fenol, pH 7,4. Un tampdn diferente
que se utiliz6 para un ensayo de orina contenia Trizma 400 mM, 0,05 % de Tween 20, 0,1 % de BSA, 0,36 % de Bronidox
L5, pH 8,0. Para tanto el ensayo de suero como el de orina se utilizé un tampén de lavado compuesto por Trizma 25 mM,
NaCl 50 mM, 0,036 % de Bronidox L5, 0,1 % de Tween 20, y tampdn de parada de la reaccién compuesto por 0,1 % de
H2SO4. Las placas de ELISA que se utilizaron para el desarrollo del ensayo se recubrieron con Estreptavidina de Roche
(Hvidovre, Dinamarca) cat.: 11940279. Todas las placas de ELISA se analizaron con el lector de ELISA de Molecular
Devices, SpectraMax M, (CA Estados Unidos).

En los experimentos preliminares, optimizamos los reactivos, sus concentraciones y los periodos de incubacion mediante la
realizaciéon de varios analisis de tablero de ajedrez. Una placa de ELISA de 96 pocillos recubierta con estreptavidina se
recubrié adicionalmente con 5 ng/ml del péptido sintético biotinilado KNGETGPQGP disuelto en tampén PBS-TBE a 20°C
durante 30 minutos en agitacion constante a 300 rpm. Después de lavar con tampén de lavado, se afadieron 20 pl de la
muestra, seguido por 100 pl de disolucién del mAb-NB51-32 CO3-610C anti-humano conjugado con peroxidasa (23 pg/ml
en tampo6n de incubacién). La placa se incubd durante 1 hora a 20°C tiempo durante el cual se agité a 300 rpm. Esto se
siguié por un lavado vy, finalmente, se dispensaron 100 pl de tetrametilbenzinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat.4380H) y se
incubd la placa durante 15 minutos en la oscuridad y con agitacién a 300 rpm. Con el objetivo de poner fin a la reaccion, se
afadieron 100 pl de disolucién de parada y la placa se analizé en el lector de ELISA a 450 nm con 650 nm como referencia.

Se realiz6 una curva estandar por diluciones en serie del NB51-32 CO3-610C-biotinilado para un ensayo de suero, y NB51-
134 C03-610C-biotinilado para un ensayo de orina. Las concentraciones estandares fueron 0, 0.33, 1, 3, 9, 27, 81 y 162
ng/ml.

Designamos los fragmentos que se detectaron mediante la utilizacion de los inmunoensayos que asi se obtuvieron como
CO3-610C teniendo en cuenta que el aminoacido K en el extremo N-terminal de la secuencia de aminoacidos
KNGETGPQGP es el aminoacido 610 de la secuencia del colageno Il humano.

Ejemplo 5

Comparacién del CO3-610C y otros biomarcadores en la fibrosis hepatica que se indujo en ratas
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Animales

40 ratas Sprague-Dawley hembras de 6 meses de edad se alojaron en las instalaciones de investigacion de animales de
Nordic Bioscience, Copenhague, Dinamarca. Los experimentos se aprobaron por el Comité de Animales de
Experimentaciéon del Ministerio de Justicia de Dinamarca y se realizaron de acuerdo con el Estandar Europeo de Buenas
Practicas Clinicas (2008/561 a 1.450). Las ratas se alojaron en jaulas de tipo estandar Ill-H a 18-22°C con lecho y material
de nido (Altromin 1324; Altromin, Lage, Alemania) y agua libremente. Las ratas se mantuvieron en condiciones de un ciclo
de 12 horas de luz/oscuridad.

Diserio del estudio

En 20 ratas, la fibrosis hepatica se indujo mediante BDL comun. El procedimiento quirtrgico se realizd en condiciones
estériles. La rata se anestesid, el conducto biliar se localizé y se ligéb en dos lugares seguido por la diseccién entre las
ligaduras, y se cerrd el abdomen. Las otras 20 ratas se sometieron a una operacion simulada, en la que el abdomen se
cerrd sin la ligadura del conducto biliar. Las ratas se dividieron en 2 grupos: el Grupo 1 (10 ratas BDL y 10 ratas con
operacion simulada) se sacrificd después de 2 semanas y el Grupo 2 (10 BDL y 10 ratas con operacion simulada) se
sacrificoO después de 4 semanas. Al finalizar el periodo de estudio (2 0 4 semanas), después de al menos 14 horas de
ayuno, todos los animales supervivientes fueron asfixiados por CO> y se sacrificaron por desangrado.

Muestreo de sangre

Las muestras de sangre se tomaron del seno retro-orbital de las ratas después de al menos 14 horas de ayuno, bajo
anestesia ligera con CO,/O», al inicio y a la terminacién. La sangre se dejdé 30 minutos a temperatura ambiente para su
coagulacion, lo que se siguié por una centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos Todo el liquido libre de codgulos se
transfirid a tubos frescos y se centrifugd de nuevo a 1500 g durante 10 minutos. El suero se transfiri6 después a tubos
limpios y se almacené a -80°C.

Manipulacién de los tejidos

Después de que las ratas se sacrificaron, sus higados se diseccionaron cuidadosamente, se pesaron, se fijaron en
formaldehido al 4 % durante un minimo de 24 horas, se cortaron en rebanadas apropiadas y se embebieron en parafina.
Secciones de 5 ym de grosor se cortaron, se monatron en portaobjetos de vidrio y se tifieron con Rojo Sirio. Las secciones
del higado se evaluaron histolégicamente por la evaluacién de la arquitectura, la presencia de inflamacion, la proliferacion
de los conductos biliares y de la fibrosis. La formacién de novo del conducto de la bilis en el parénquima se evalué semi-
cuantitativamente mediante la utilizacion del siguiente sistema de puntuacion: normal = 0, cambios leves (1/3 0 menos del
I6bulo afectado) = 1, cambios moderados (entre 1/3 y 2/3 del I6bulo afectado) = 2, y cambios severos (2/3 o mas del l16bulo
afectado) = 3. Las fotografias digitales se capturaron mediante la utilizacién de un microscopio Olympus BX60 con x 40 y x
100 de aumento y una camara digital con zoom 5050 Olympus (Olympus, Tokio, Japén).

Determinacion del colageno total y del CTX-II del suero

La concentracion total de colageno se ensayd mediante la utilizacién del estuche comercial QuickZyme Collagen Assay
(QuickZyme Bioscience, Leiden, Paises Bajos). La concentracion de CTX-ll se ensayé mediante la utilizacion del estuche
comercial Rat CTX-1l. Todas las muestras se comprobaron por duplicado.

Cuantificacion del ARNm del colageno tipo Il

El nimero de transcriptos del colageno tipo Il (Col3al) en muestras de tejido del higado se determind por reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) mediante la utilizacion de sondas reporteras fluorescentes. El
numero de copias Col3al en la muestra se extrapold a partir de una curva patréon que se obtuvo mediante la utilizacion del
ADNCc plasmidico de Col3a1 Image Clone 7.097.081 (Geneservice, Cambridge, Reino Unido) como estandar de dilucién. Las
cantidades de Col3al se normalizaron con los genes domésticos hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1). Los
iniciadores y sondas para los ARNm de Col3al y HPRT1 se disefiaron mediante la utilizacion de las Secuencias de
Referencia del NCBI NM_032085.1 y NM_012583.2 como moldes, respectivamente (TIB Molbiol GmbH, Berlin, Alemania).
El ARN total se extrajo de muestras congeladas de higado mediante la utilizacion del estuche Absolutely RNA Miniprep
(Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos) mediante el seguimiento de las instrucciones del fabricante y su calidad se
evalué en Nano chips de ARN mediante la utilizacion de un instrumento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
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Clara, CA, Estados Unidos). Inmediatamente después del aislamiento del ARN, el ADN complementario (ADNc) se sintetiz6
con el estuche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Basilea, Suiza) mediante la utilizacion de 1ug de ARN
como molde. Para cada muestra que se ensayo, se incluyé un control negativo de sintesis de ADNc, omitiendo la enzima
transcriptasa inversa de la mezcla de reaccién. Las reacciones de PCR separadas para Col3al y HPRT1 se realizaron en
un formato de 20 pl mediante la utilizacién del estuche LightCycler Faststart DNA Master Plus HybProbe (Roche) segln las
instrucciones del fabricante. Los datos de fluorescencia en tiempo real se recogieron en un instrumento LightCycler 2.0
(Roche).

Extracciones

El tejido se pulverizé en un mortero de acero en exceso de nitrégeno liquido. Las muestras se transfirieron después a un
tubo eppendorf de 1.5 ml y se dejaron en agitaciéon durante la noche a 4°C en disolucion de 4cido acético 0.5 M que
contiene un coctel inhibidor de proteasas (Roche). Las muestras se sometieron a sonicaciéon con ultrasonido mediante la
utilizacion de 5 pulsos al 60 % de la amplitud (U50 control, IKA Labortechnik) y se dejaron durante un periodo adicional de 2
horas a 4 °C después de lo cual se centrifugaron durante 5 minutos a 13,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante con cuidado,
y se transfirié a un eppendorf nuevo y se almacené a -80 °C.

Densitometria

Las mediciones de densitometria se realizaron con un UN-SCAN-IT Versién 6.1 de Silk Scientific (proporcionar ciudad,
pais).

Analisis de imagenes de histologia

Las secciones histolégicas que se tifieron con Rojo Sirio se analizaron medante la utilizacién del software Visiopharm
version 3.2.8.0 (proporcionar ciudad, pais). Las imagenes se adquirieron mediante una camara digital de microscopio
PixelinkPL-A623C.

SDS PAGE y Western blots

20 g de extracto de tejido se mezclaron con el tampén de carga (Invitrogen LDS 4x, NP0007) que contiene el agente
reductor (NUPAGE, NP0004 de Invitrogen). Las muestras se cargaron después en un gel de gradiente de 4-12 % de Bis-Tris
(NP0332BOX de Invitrogen) y y la electroforesis se desarrollé6 a 200V durante 52 minutos. Las proteinas se transfirieron
después a una membrana de nitrocelulosa mediante la utilizacion del sistema de transferencia i-Blot (Invitrogen), que se
bloquet después con leche al 5 % en (? Necesidad de explicar?) TTBS durante la noche a 4 grados. El anticuerpo anti Beta
Actina (AbCam ab8229, proporcionar empresa, pais ciudad?) se utilizé como control de carga.

Anadlisis estadistico

Los valores medios y el error estandar de la media (SEM) se calcularon utilizando el programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA, Estados Unidos) y se compararon mediante la prueba t de Student pareado de dos colas (a =
0.05) de significacion estadistica asumiendo una distribucién normal, o mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney
de dos colas (a = 0.05). El coeficiente de correlacién (RZ) y el correspondiente valor p se determiné por una regresién lineal.

Resultados

Apariencia del higado: En el momento del sacrificio, los higados de los animales de control mostraron una morfologia
macroscoépica normal, mientras que los higados de los animales BDL eran agrandados. Los pesos de los higados fueron
significativamente superiores en las ratas BDL en comparacién con los controles con operacion simulada (pesos medios en
el sacrificio: 2 semanas después de la cirugia, simulada 8.1 g; BDL 14.1 g; 4 semanas después de la cirugia, simulada 9.0 g;
BDL 19.4 g) (Figura 4 panel A). La puntuacion semicuantitativa de las secciones del higado mediante la utilizaciéon de la
escala de 0-3 mostr6 significativamente mas cambios estructurales del higado a las 4 semanas en comparaciéon con a las 2
semanas (Figura 4 Panel B). La Figura 4, panel A muestra el peso del higado en las ratas con ligadura del conducto biliar
(BDL) - o en las ratas con operacién simulada. Los datos se muestran como media + SEM.[*** , P<0.0001. El panel B
muestra la puntuacion de los cambios estructurales en el higado de cada grupo. Los datos se muestran como media + SEM.
** P=0.0094. El panel C muestra las microfotografias con Rojo Sirio que muestran la estructura hepatica en ratas con
operacion simulada, y en ratas BDL a las 2 y 4 semanas después de la cirugia. La estructura hepatica en todo el tracto
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portal se desorganiza claramente en las ratas BDL en comparacién con las ratas con operacion simulada. Los colagenos se
resaltan en rojo. El aumento original fue x40.

Bajo el examen histolégico, el higado de los animales con operacién simulada no mostr6 signos de fibrosis y era
microscopicamente normal (Figura 4C). En los higados BDL, se observé una proliferacién ductal marcada. En el grupo de 2
semanas de post-cirugia, la proliferacion se localizdé alrededor del tracto portal mientras que en el grupo de 4 semanas la
proliferacion se extendi6 (Figura 4C). La deposicién de colageno se encontr6 alrededor de las estructuras ductulares. La
inflamaciéon fue minima y se limité a los tractos portales. No se observaron signos de colestasis, ya sea colestasis
intracelular, tapones biliares, infartos biliares o formacion de rosetas hepatociticas.

Cambios en los niveles del CO3-610C: La Figura 5 muestra en el panel A los niveles en suero de la degradacion del CO3
mediada por MMP-9 en las ratas con ligadura del conducto biliar (BDL) - o en las ratas con operacion simulada. Los datos
se muestran como la media + el error estandar de la media. 2 semanas post-cirugia *** P<0.0001 y 4 semanas post cirugia
** P=0.0014. En el panel B se muestran los valores delta del CO3-610C (terminacién-inicio apareados), 2 semanas post-
cirugia P<0.0001 y 4 semanas post-cirugia P=0.0016. En el panel C se muestran los niveles de CTX-Il en las ratas BDL- o
en las ratas con operacion simulada. Los datos se muestran como la media + el error estandar de la media.

En los grupos BDL los niveles de CO3-610C aumentaron considerablemente con respecto a los grupos con operacién
simulada (valores medios: 2 semanas, post-cirugia simulada 39.7 ng/ml, BDL 100.3 ng/ml; el aumento promedio entre los
grupos fue de 153 %; 4 semanas post-cirugia, operacion simulada 39.7, BDL 92.6 ng/ml, el aumento promedio entre los
grupos fue de 133 %) (Figura 5 paneles A y B). No hubo cambios en los grupos con operacion simulada. Los niveles de
CTX-1l que indican la degradacién del colageno tipo Il no cambiaron en los grupos de operacion simulada o en los grupos
BDL (Figura 5 Panel C).

Expresion de los Genes del Colageno Tipo lll: La Figura 6 muestra la expresion génica del colageno tipo Il en ratas BDL o
con operacion simulada. Los datos se muestran como media + estandar de la media; 2 semanas post-cirugia P<0.0001 y 4
semanas post-cirugia P=0.0006

El mRNA de la cadena a1l del colageno tipo Ill aumenté significativamente en ambos grupos BDL en comparacion con las
ratas con operacion simulada.

Western Blot y Densitometria: La Figura 7 muestra los cambios en la expresion de CO3-610C en el higado de ratas en los
grupos BDL y con operacion simulada que se evaluaron por A) Western blot 2 y 4 semanas post-cirugia y B) Bandas de
western que se cuantificaron por densitometria.

El andlisis por Western Blot mostrd niveles muy bajos de CO3-610C en las ratas con operacion simulada (Figura 7 Panel A).
Durante y después de 2 semanas los niveles de CO3-610C post-cirugia aumentaron prominentemente (Figura 7 Panel A).
Los resultados se cuantificaron mediante el analisis de densitometria (Figura 7 panel B).

Anadlisis de las imagenes de histologia: La Figura 8 Panel A muestra en la fila superior las secciones de histologia de las
ratas BDL o de las ratas con operacién simulada tefiidas con Rojo Sirio. La fila inferior muestra las secciones histoldgicas
enmascaradas para la cuantificacién del contenido total de colageno (color rojo) en el higado. El panel B muestra el
colageno total que se cuantificd por el programa Visiopharm - 2 semanas post-cirugia P=0.0081; 4 semanas post-cirugia
P=0.0047

Las secciones histolégicas que se tifieron con Rojo Sirio y que se mejoraron mediante la utilizacion del programa Visiopharm
mostraron un aumento del contenido de colageno en el tiempo en las ratas operadas-BDL. (Figura 8 panel A). El color rojo
en la mascara que representa el colageno se cuantificé mediante la utilizaciéon del mismo programa (Figura 8 panel B) y
confirmd un aumento significativo en el contenido total de colageno en las ratas operadas-BDL en comparacion con las ratas
con operacion simulada (2 semanas post-cirugia P=0.0081; 4 semanas post-cirugia P=0.0047).

COITe/aCIOH La Figura 9 Panel A muestra que una correlacién de Col3al con respecto a CO3-610C se encontr6 con
R =0.6993, P<0.0001. En el panel B, una correlacién del CO3-610C con respecto al % del coldgeno se encontrdé con
R°=0.2278 y P=0.0050. En el panel C se encontré una correlacion del Co13al con respecto al % de colageno con
R®=0.5409, P<0.0001.

Se encontraron correlaciones de los siguientes: mMRNA de Col3a1 con respecto al CO3-610C con R?=0.6993 Y, P<0.0001
(Figura 9A), y del C03-610C con respecto al % de colageno que se cuantificé mediante el visiopharm con R?=0.2278 y
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P=0.0050 (Figura 9B), y del mRNA de Col3a1l con respecto al % de colageno que se cuantific6 mediante el visiopharm con
R?=0.5409 y P<0.0001 (Figura 9C).

La remodelacién de la ECM es un proceso integrado de desarrollo de los tejidos, de mantenimiento y de patogénesis. La
actividad proteolitica es esencial en este proceso para la migracién celular, la eliminacion del tejido dafiado, y el secuestro
de nuevas proteinas, para la orientacion correcta y éptima del tejido y la calidad (108: 109). Los productos especificos de la
degradacion de la matriz, los neo-epitopos, pueden ser importantes para la identificacion de nuevos marcadores
bioquimicos del recambio de la matriz de la fibrosis hepatica y la comprensiéon de la patogénesis de la fibrosis. En la
actualidad no hay técnicas de medicion disponibles, ni marcadores bioquimicos, que permitan la evaluacion de la
remodelacion de la ECM en la patogénesis de la fibrosis.

En este ejemplo, para investigar el marcador CO3 - 610C en situaciones in vivo, se eligieron ratas BDL de 6 meses, ya que
previamente demostraron tener una remodelaciéon de coladgeno mas baja en comparacién con las ratas mas jévenes. Las
ratas son maduras esqueléticamente, y el cartilago de crecimiento es casi inactivo, contribuyendo asi en un grado mucho
menor a la remodelacién global del colageno. Esto influye en la sensibilidad y la especificidad por el biomarcador. Estas
ratas claramente presentadas con fibrosis hepatica, tal como se evalué tanto por analisis histolégico cuantitativo, como por
el alargamiento con un aumento de peso, por tanto, el modelo fue uno apropiado para buscar evidencia de la remodelacion
de la ECM, en particular para evidencias de colageno de tipo Ill en el suero.

Los datos actuales demuestran claramente que el neo-epitopo CO3 - 610C que se obtiene de la degradacion del colageno
tipo Ill por la MMP-9 es un marcador bioquimico de diagndstico para la fibrosis hepatica con un incremento promedio en el
suero de hasta el 153 % de las ratas con operacion simulada respecto a las ratas operadas-BDL.

Para investigar mas aun la razén biolégica para el aumento del marcador CO3 - 610C, hicimos las extracciones de proteinas
a partir de higados sanos y enfermos. Por Western Blot, identificamos una banda predominante, lo que sugiere que se trata
de un fragmento de proteina abundante en los higados enfermos pero no en los sanos. Esto proporciona evidencia de la
exactitud patolégica de este marcador novedoso.

Para investigar mas aun la representacion del recambio patolégico del higado, se midié el mRNA del colageno tipo Ill. Se
encontré un aumento de mRNA en las ratas BDL en comparacion con aquellas que se sometieron a la operacion simulada,
lo que se correlaciona con los resultados anteriores. Estos datos sugieren fuertemente que la fibrosis hepatica no es sélo
una acumulacién de proteinas de la ECM, sino ademds una situacion de recambio acelerado, en la que tanto la formacion
del tejido como la degradacion del tejido son ambas altamente reguladas positivamente. La formacién de tejido supera la
degradacion del tejido, lo que lleva a una acumulacién de tejido cicatricial en el tiempo. Investigadores anteriores utilizaron
otras proteinas del recambio de la matriz para evaluar la fibrosis hepatica, una de ellas es el marcador de formacién del
colageno tipo Ill N-terminal pro-colageno Ill. Este marcador representa la formacién de colageno tipo Il y demostré que se
aumenta en la fibrosis hepatica en estudios anteriores.

Para comprender mas aun la dindmica de los marcadores bioquimicos CO3 - 610C, hicimos una variedad de correlaciones.
Lo mas importante, habia una correlacién significativa del CO3 - 610C con el grado de la fibrosis que se midi6 en el higado
por la histologia cuantitativa. El nivel de la fibrosis hepatica se correlacioné con los niveles de expresién del mRNA del
colageno tipo Ill. Finalmente, el CO3 - 610C se correlaciona con el ARNm del colageno tipo Ill en el higado. En su conjunto,
hubo una correlacién significativa de los procesos patolégicos en el higado con los niveles de los marcadores bioquimicos
sistémicos C03 - 610C. Ademas las extracciones de tejidos proveyeron pruebas de que los niveles de circulacion se
produjeron localmente.

Ejemplo 6: ELISA con muestras de suero humanas

Las muestras de suero humano se obtuvieron de pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (COPD) (n = 5),
con esclerodermia (n = 5), con infeccidn crénica por virus de la hepatitis C (n = 5), y de controles sanos (n = 5). Las
muestras de suero se ensayaron en el ELISA de CO3-610 (véase el Ejemplo 4 anteriormente) para determinar la
concentracion de los fragmentos del CO3-610. Los resultados se muestran en la Figura 10. Mientras que las muestras de
suero de los sujetos sanos tuvieron una concentracion de fragmentos de CO3-610 por debajo de 30 ng/ml, se encontré que
los sujetos enfermos tenian niveles elevados en circulacién lo que sugiere una remodelacion masiva del tejido en los tejidos
fibréticos afectados.

Ejemplo 7: Reactividad del clon nb94
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Los ratones se inmunizaron con el péptido sintético KAFVFP (SEQ ID NO1167) que se conjugé con ovoalbimina
(KAFVFPKESD-GGC-OVA (SEQ ID NO1049)), se utilizaron células de bazo para la fusién, y los anticuerpos monoclonales
se comprobaron para determinar la reactividad con el KAFVFP biotinilado (SEQ ID NO 1167), es decir, (KAFVFPKESD-
biotina (SEQ ID NO1049)) se inmovilizé en pocillos de placas de microtitulacion recubiertas previamente con estreptavidina.
Los anticuerpos que se unen al KAFVFPKESD biotinilado (SEQ ID NO1049), que podrian ser inhibidos mediante la co-
incubacién con el KAFVFPKESD (SEQ ID NO1049) pero no con el péptido alargado RKAFVFPKESD (SEQ ID N01166), se
seleccionaron para una caracterizacién adicional. El anticuerpo monoclonal que se prefirié se design6 NB94-37-1A7.

La utilizacién de un ELISA de competencia, se realizd esencialmente como se describe anteriormente con el KAFVFPKESD
biotinilado (SEQ ID NO1049) (utilizado a 0.15 ng/ml) inmovilizado en los pocillos de las placas de microtitulacion recubiertas
con estreptavidina, una etapa de incubacién (90 minutos a 20°C) con la muestra y el anticuerpo monoclonal NB94-37-1A7
seguido por una etapa de lavado, y después la adicién de inmunoglobulinas anti-ratén conjugados con peroxidasa. Para la
competencia se utilizé el siguiente material en diluciones dobles;

(1) el péptido sintético KAFVFP (SEQ ID N01167); (2) un péptido sin sentido (KNEGTG) no relacionado con la CRP; (3) una
mezcla de muestras de suero humano; (4) la CRP que se escindié proteoliticamente con MMP3 durante 7 dias, se detuvo
posteriormente mediante la adicion de EDTA para bloquear la actividad de la proteasa, y se almacené a -80°C hasta las
pruebas; (5) igual que (4), pero con la utilizaciéon de la MMP8 en lugar de la MMP3; (6) igual que (4) excepto por el uso de la
catepsina K (durante 2 dias) en lugar de la MMP3 (y E64 como inhibidor para bloquear la actividad de la catepsina K).

Los datos demuestran que el anticuerpo monoclonal NB94-37-1A7 se une fuertemente al péptido sintético KAFVFPKESD
(SEQ ID N01049), y con la CPR que se clivo con la MMP3 y la MMP8. El clivaje de la CRP con la catepsina K libera menos
analito que se reconoce por el anticuerpo monoclonal NB94-37-1A7. Finalmente, los datos muestran que el anticuerpo se
une a los fragmentos peptidicos en el suero humano lo que confirman la presencia de esta secuencia en los fragmentos
peptidicos que circulan.

Ejemplo 8: CO3 en muestras bioldgicas relevantes: niveles de CO3 en la cirrosis que se induce por Tetracloruro de carbono
(CC14) en ratas.

Animales e induccion de la cirrosis:

Este estudio incluyé a 52 ratas Wistar machos con fibrosis o cirrosis y 35 ratas macho Wistar de control. Para hacer que
desarrollen fibrosis o cirrosis animales de tres meses de edad se incluyeron en un programa de induccién con tratamientos
con tetracloruro de carbono (CCl4) y con fenobarbital. EI CCls se administré por inhalacién dos veces por semana y el
fenobarbital (0.3 g/l) se ahadi6 al agua de beber. A los animales se les permitié el libre acceso al agua y los alimentos
durante todo el estudio.

Cuantificacion de la fibrosis:

Las secciones del higado (4 pM) se tifieron en 0.1 % de rojo Sirio F3B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en acido picrico
saturado (Sigma-Aldrich). El area de fibrosis relativa (que se expres6 como un porcentaje del area total del higado) se
evalu6 mediante el andlisis de 36 campos de las secciones de higado que se tifieron con rojo Sirio por animal. Cada campo
se adquirié con un aumento de 10X [microscopio E600 (Nikon) y cdmara digital RT-Slider SPOT (Diagnostic Instruments,
Inc., Sterling Heights, MI). Los resultados se analizaron mediante la utilizacién de un sistema de morfometria Bioquant Life
Science computarizado. Para evaluar el area de fibrosis relativa, el area de coldgeno que se midi6 se dividi6 por el area de
campo neta y luego se multiplicd por 100. La resta del area luminal vascular de la superficie total del campo produjo el
calculo final de la superficie neta de la fibrosis. De cada animal que se analiz6, se midi6 la cantidad de fibrosis en porcentaje
y el valor promedio que presento.

Clasificacion de los grupos de acuerdo con su estadio de fibrosis/cirrosis:

Los animales se clasificaron en 4 estadios diferentes de la fibrosis y la cirrosis (Grupo A: fibrosis moderada, grupo B: fibrosis
avanzada, Grupo C: cirrosis moderada, y Grupo D: cirrosis avanzada) que se determinaron por el porcentaje de area del
higado positiva a rojo Sirio (Grupo A: <5 %, Grupo B: de 5 a10 %, Grupo C: de 10 a 15 % y Grupo D: >15 %). Con este
propésito, las ratas de control y fibroticas/cirréticas se estudiaron considerando cuatro puntos temporales diferentes durante
el tratamiento con CC14: 8, 12, 16 y 20 semanas después de iniciar el programa de induccion de la cirrosis.

Medicién de acido hialurénico:
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El hialuronano en suero se midi6 mediante la utilizacién de un estuche de ELISA sandwich &D Systems Inc., Minneapolis,
MN, USA).

Estadisticas:

El andlisis estadistico de los resultados se realizé mediante pruebas t de Student no pareadas cuando se considerd
adecuado. Los datos se expresaron como media +S.E.M, y se consideraron significativos a nivel de p de 0.05 o menos.

Disefo del estudio:

Los animales que se incluyeron en este protocolo s asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos: A / ocho
semanas de tratamiento con CCL4, B/ doce semanas de tratamiento con CCl4, C/ dieciséis semanas de tratamiento con CC4
y D/ veinte semanas de tratamiento con CCls. En paralelo, se estudiaron cuatro grupos de control en los mismos puntos
temporales. Trece ratas fibroticas y siete ratas de control se incluyeron en cada grupo. Al final del estudio, las ratas se
colocaron en jaulas metabdlicas estandar (Tecniplast Deutschland, Hohenpeissenberg, Alemania) durante un periodo de
adaptacion de 3 dias antes de proceder a la recoleccion de orina de veinticuatro horas. Los volimenes urinarios se
determinaron por gravimetria. Durante el periodo de adaptacion, a las ratas se les permitié el libre acceso al agua del grifo y
a los alimentos. Después, las muestras de orina de 24 horas se centrifugaron durante 5 min a 2,500 rpm y se dispensaron
en 10 tubos de polipropileno (400 uL cada uno). Las muestras de orina se almacenaron a -80°C para su posterior analisis.

En las necropsias que se programaron, las ratas se pesaron, se anestesiaron con pentobarbital (50 mg/kl) y se decapitaron.
La sangre se recolectd y se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 20 min para permitir la coagulacion y después se
centrifugd durante 10 min a 2500 rpm. El suero se recogi6 en alicuotas en tubos de polipropileno (400 ul en cada una) y se
transfirio en hielo seco a un congelador de -80°C. La recoleccién de las muestras de sangre iniciales al comienzo del
tratamiento con CCls no se considerd con el fin de evitar una intervencién adicional que puede aumentar el riesgo de
infeccion y/o introducir modificaciones en el modelo experimental que puedan comprometer la evolucion del proceso
fisiopatoldgico que se indujo. Para la histologia y para la tincién con rojo Sirio, la mitad del I6bulo izquierdo del higado se
coloco en formalina tamponada neutra al 10 % durante 16 horas, se embebié en parafina y se cort6 en rodajas de 4-um de
grosor. Después de la cuantificacion de la fibrosis hepatica, el material de bloque de parafina que no se utilizé6 se conservo
para la cuantificacién de los biomarcadores. La otra mitad del I6bulo izquierdo se congelé rapidamente en nitrégeno liquido y
se almaceno para el Western blot, el RT-PCR o el analisis inmunohistoquimico. Las mediciones del area fibrética del higado,
de la osmolalidad urinaria y del suero, de los iones Na* y K™, de la albimina, la creatinina, de la alanina amino-transferasa y
de la lactato dehidrogenasa se realizaron de acuerdo a la seccion de Material y Métodos.

Resultados:
Validacién histolégica del modelo:

El colageno del higado se cuantificé en todos los animales del estudio por tinciéon con rojo Sirio de los cortes del higado. Los
datos finales para cada animal se tomaron como el promedio de tincién con rojo que se observé en 36 campos
microscopicos consecutivos (Figura 12).

La Figura 12 muestra imagenes representativas de dos conjuntos de 36 imagenes que se utilizaron para cuantificar la
acumulacion de colageno en el higado en la rata # 1 (izquierda) y en la rata # 43 (derecha) que se trataron con tetracloruro
de carbono por ocho y veinte semanas respectivamente.

El marcador CO3 del suero muestra un aumento estadisticamente significativo en las ratas tanto fibréticas como cirréticas
en comparacion con las ratas de control. Los animales se clasificaron de acuerdo a una tincién totalmente automatizada con
rojo sirio el procedimiento de higado que se utilizé para cuantificar la fibrosis (Figuras 13 y 14).

La Figura 13 muestra los niveles del CO3 en suero en las ratas de control y en las que inhalaron CCls como se realiz6 en el
Hospital Clinic (Barcelona). Cada punto representa un animal. Las ratas se clasificaron segun un método de analisis de
imagen computarizado de la tincién con rojo sirio del higado que se utiliz6 para cuantificar la fibrosis.

Cuando se estudiaron los valores cuantitativos del CO3 en suero y la tincion con rojo sirio del higado en cada animal

individual, se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre las dos variables (R2 = 0.4087; n = 21) (Figura
14).
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Comparamos los niveles del CO3-610C con el punto de referencia serolégico del acido hialurénico de la fibrosis hepatica
(HA). Los niveles del HA se cuantificaron con un estuche de ELISA comercial y los resultados muestran elevaciones
significativas de este componente de la ECM en ratas cirréticas vs. animales fibréticos (Figuras 15y 16).

La correlacion del CO3 respecto al rojo Sirio superd a la del HA. Mas del setenta por ciento de la variacién en la
cuantificacién histolégica de la fibrosis hepatica se puede explicar por la medicion serolégica del CO3. El treinta por ciento
restante se debe a variables que no se conocen o a la variabilidad inherente. En cambio solamente el 25 % de la fibrosis
hepatica se puede explicar mediante la medicion del acido hialurénico (Figura 15).

Como era de esperar a partir del resultado anterior no se pudo encontrar una correlacion entre el CO3 y el acido hialurénico
lo que sugiere que son el resultado de dos procesos fisiopatolégicos independientes en el desarrollo de la fibrosis hepatica
(Figura 17).

Ejemplo 9: Fibrosis de la piel que se induce por la bleomicina en ratones.

Los ratones se trataron mediante la aplicaciéon en la piel de PBS o bleomicina. El aumento de los niveles en la orina del
fragmento C03-610 de la degradacion del colageno Il (C03) por la MMP-9 se asocia con la progresion de la fibrosis en la
piel en los ratones.

La Figura 18 muestra una seccién de piel de un ratén que se traté con PBS a las 8 semanas de tratamiento (panel A) y una
seccién de piel de un ratén que se traté con Bleomicina a las 8 semanas de tratamiento (panel B). El aumento de grosor de
la piel entre los ratones que se trataron con el PBS (n=7/punto temporal) y con la Bleomicina (n=13/punto temporal) durante
2 semanas (P = 0.0029), 4 semanas (P = 0.0004), 6 semanas (P < 0.0001) y 8 semanas (P < 0.0001) se graficé en los
paneles C y D. El grosor de la piel en general aumenta al comparar los ratones que se trataron con el PBS (n = 28) y los que
se trataron con la bleomicina (n = 52) durante la duracién del estudio (P < 0.0001). El ancho de la piel se calcul6 por el
software Visiopharm como un nimero global por seccién de piel en lugar de las imagenes de muestreo.

La Figura 19 muestra los resultados del ensayo del CO3-610 en orina de que demuestran un aumento significativo a través
de los puntos temporales del estudio La figura muestra el resultado por punto temporal (ratones que se trataron con PBS
n=7, con Bleomicina n=13 por punto de terminacién) y los niveles del CO3-610 colectivos para todos los puntos temporales
(ratones que se trataron con Bleomicina n = 52 y con PBS n = 28 PBS). 2 semanas P = 0.0008, 4 semanas P < 0.0001, 6
semanas P < 0.0001, 8 semanas P < 0.0001 y en general P < 0.0001.

La Figura 20 muestra una imagen de Western Blot del CO3-610 con el control C y con la Bleomicina B después de 2y 8
semanas de tratamiento (panel A). Las mediciones de densitometria del CO3-610 para todos los puntos temporales (ratones
que se trataron con PBS n=7 y Bleomicina n=13 por punto de terminacién) y los niveles del CO3-610 colectivos (ratones que
se trataron con PBS n = 28 y ratones que se trataron con bleomicina n=52) se muestran en el panel B, demuestran un
aumento estadisticamente significativo de los niveles del CO3-610 (P < 0.0001).

Como se ve en la Figura 21, se encontré que los niveles del CO3-610 en el ensayo de orina se correlacionan con la
progresion del grosor de la piel, y por lo tanto con la deposicién total de colageno r = 0.4883, R2 = 0.2384.

Como se ve en la Figura 22, se encontré una correlacién estadisticamente significativa (r = 0.6528, P<0.0001) entre los
resultados del ensayo ELISA de orina de CO3-610 y las mediciones de densitometria del Western Blot.

La Aplicacién Divisional de Patentes EP14169636.9 describe y reivindica los bioensayos andlogos que se relacionan con los
fragmentos proteoliticos del Colageno tipo |, IV, V, y VI, de la elastina, de la proteina C-reactiva, y los proteoglicanos que
incluyen el Biglicano, la Decorina, el Versicano, y el Perlecano. En particular, esa aplicacion divisional describe los métodos
de cuantificacion de la fibrosis que se basan en secuencias especificas de estas proteinas para obtener detalles de cuales
referencias podrian tenerse para la lista de secuencias de este caso. Las secuencias que figuran en la lista de secuencias
para este caso que no se refieren especificamente a las anteriores se refieren en la Solicitud de Patente Divisional
EP14169636.9.

En esta especificacion, a menos que expresamente se indique lo contrario, la palabra "o" se utiliza en el sentido de un
operador que devuelve un valor verdadero cuando una o ambas de las condiciones indicadas se cumple, en contraposicién
con el operador "exclusivo 0" que requiere que so6lo una de las condiciones se cumpla. La palabra "comprende” se utiliza en
el sentido de "que incluye" y no en el sentido de "que consiste en". Todas las ensefianzas anteriores que se reconocen
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anteriormente se incorporan de este modo por referencia. El no reconocimiento de cualquier documento que se publico
antes en la presente invencién debe tomarse como una admisiéon o una representacion de que la ensefianza de la misma
era de conocimiento general comun en Australia o en cualquier otro lugar en la fecha de la misma.
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Reivindicaciones

1. Un método para el diagnéstico o la cuantificacion de la fibrosis que es diferente de un diagnoéstico o cuantificacién de la
aterosclerosis, que comprende, realizar un inmunoensayo en una muestra de biofluido que se obtiene de un paciente para
medir los fragmentos de proteina que contienen un neo-epitopo naturalmente presente en dicha muestra, y que asocian una
elevacion de dicha medicién en dicho paciente por encima de un nivel normal con la presencia o el grado de la fibrosis, en
donde dicho inmunoensayo se lleva a cabo por un método que comprende:

poner en contacto los fragmentos de proteinas naturalmente presentes en dicha muestra con una pareja de unién
inmunolégica especificamente reactiva con un neo-epitopo N-terminal que se forma por el clivaje de una proteina por
una proteinasa o con un neo-epitopo C-terminal que se forma por el clivaje de una proteina por una proteinasa,

cuya pareja de unién inmunolégica es no reactiva con la proteina intacta de la que deriva el epitopo, y medir el grado de
unién de los fragmentos peptidicos a dicha pareja de unién inmunolégica para medir en los mismos los fragmentos de
proteina que comprenden dicho neo-epitopo, y en donde dicha proteina es el colageno tipo Ill.

2. Un método como se reivindica en la reivindicacién 1, en donde dicha pareja de unién mmunologlca se une
especificamente a los fragmentos de colageno tipo Ill que tienen una secuencia N-terminal KNGETG..

3. Un método como se reivindica en la reivindicacién 1, en donde dicha pareja de unién inmunoldgica se une
especificamente a un neo-epitopo constituido por una secuencia de aminoacidos N-terminal presente en los péptidos que se
producen por el clivaje del colageno tipo lll, dichos péptidos comprenden una secuencia N-terminal que se selecciona del
grupo que consiste en:
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Colageno
GIPGAP..
IAGITG...
KGDAGQ

tipo Il

. SEQ ID NO372
SEQ ID NO375
... SEQ ID NO381

GKSGDR... SEQ ID NO383

DGTSGH...
GPPGVA...
GARGLA..
KGESGK...
QPGVMG..
GPPGPT...
GLPGPP..
GINGSP...
LMGARG..
DKGEPG...
PGMKGH..
FPGMKG...
GQPGDK..
GERGSP...
GSDGQP..
GFPGAP...
PGPQGH..

PGPPGI..

GPPGSN...
PQGLQG...
GAPGFR...
GAPGPQ...
GPTGPL..
KGSPGA...
GSRGAP...
NTGAPG...
HAGAQG..
PGPQGP...
AGQPGE...
VKGERG...
GPPGAP...
GSPGAQ...
PGAPGL...

ESCPTG...

SEQ ID NO135
SEQ ID NO158
. SEQ ID NO111
SEQ ID NO374
.SEQ ID NO144
SEQ ID NO391
. SEQ ID NO394
SEQ ID NO397
. SEQ ID NO400
SEQ ID NO403
. SEQ ID NO406
SEQ ID NO409
. SEQ ID NO412
SEQ ID NO415
. SEQ ID NO405
SEQ ID NO420
. SEQ ID NO426
. SEQ ID NO432
SEQ ID NO423
SEQ ID NO440
SEQ ID NO435
SEQ ID NO445
SEQ ID NO448
SEQ ID NO444
SEQ ID NO462
SEQ ID NO437
. SEQ ID NO434
SEQ ID NO453
SEQ ID NO454
SEQ ID NO159
SEQ ID NO461
SEQ ID NO464
SEQ ID NO467
SEQ ID NO433

GPAGIP... SEQ ID NO441
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GDPGPP... SEQ ID NO373

IKGHRG..
ITGARG..
LQGLPG.
IGSPGP..
AGPPGM
GAPGEK.
GLSGER.
IPGAPG..
INGSPG..

KNGETG..
PGENGK...
GKDGES..
GHAGAQ...
FPGARG...
PGDKGE...
GPPGEN...
PGVPGA...
GPPGPP...
GAAGEP...
PGFPGM..

GITGAR..

RPGLPG...
GPPGVA...
PGFRGP...
GFPGNP..
GDAGQP..
GSPGER...
TGARGL...
VGGLAG...
PGAPGG...
AGQQGA..
GLAGPP...
GGAGEP...
SPGAQG...
IKGPAG...
GIPGQP...

DAGAPG.

. SEQ ID NO376
. SEQ ID NO379
.. SEQ ID NO384
.SEQID NO
... SEQ ID NO145
.. SEQ ID NO141
.. SEQ ID NO387
.SEQID NO117
. SEQ ID NO392
. SEQ ID NO395
SEQ ID NO398
.SEQ ID NO418
SEQ ID NO404
SEQ ID NO407
SEQ ID NO410
SEQ ID NO413
SEQ ID NO416
SEQ ID NO100
SEQ ID NO421
SEQ ID NO427
. SEQ ID NO430
SEQ ID NO436
SEQ ID NO158
SEQ ID NO443
. SEQ ID NO446
. SEQ ID NO449
SEQ ID NO439
SEQ ID NO378
SEQ ID NO155
SEQ ID NO455
. SEQ ID NO457
SEQ ID NO388
SEQ ID NO463
SEQ ID NO465
SEQ ID NO169
SEQ ID NO468
.. SEQ ID NO469
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LAGPPG... SEQ ID NO89
RGLAGP... SEQ ID NO377
VKGESG... SEQ ID NO380
LRGGAG... SEQ ID NO382
AIGSPG... SEQ ID NO143
LSGERG... SEQ ID NO176
PQGPPG... SEQ ID NO389
YQGPPG... SEQ ID N0401
FRGPAG... SEQ ID NO137
GPPGEP... SEQ ID NO393
LPGIAG... SEQ ID NO396
LKGENG... SEQ ID NO399
QQGAIG... SEQ ID NO390
GERGAP... SEQ ID NO402
GFPGAR... SEQ ID NO408
GDKGET... SEQ ID NO411
AAGFPG... SEQ ID NO417
GARGND... SEQ ID NO419
GGAGPP... SEQ ID NO425
GARGPP... SEQ ID NO422
GSPGGP.... SEQ ID NO428
GIAGIT... SEQ ID NO431
GAPGPM... SEQ ID NO438
SGDRGE... SEQ ID NO429
GPVGPS... SEQ ID NO447
GPPGIN... SEQ ID NO470
NGEKGE... SEQ ID NO450
AIGPSG... SEQ ID NO368
ERGLPG... SEQ ID NO385
VAGPPG... SEQ ID NO452
GIPGFP... SEQ ID NO414
PGPPGP... SEQ ID NO458
GRNGEK... SEQ ID NO460
SPGGKG... SEQ ID NO459
PGVSGP... SEQ ID NO466
PGAPGAQ... SEQ ID NO456
SRGAPG... SEQ ID NO451
GPKGDA... SEQ ID NO424
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4. Un método como se reivindica en la reivindicaciéon 1, en donde dicha pareja de union inmunolégica se une
especificamente a un neo-epitopo constiuido por una secuencia de aminoacidos C-terminal presente en los péptidos que se
producen por el clivaje del colageno tipo lll, dichos péptidos comprenden una secuencia C-terminal que se selecciona del
grupo que consiste en:
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Colageno tipo Il
...GPPGPA SEQ ID NO9%4
..GMPGPR SEQ ID NO473
...ERGAAG SEQ ID NO476
...ERGPPG SEQ ID NO147
...GLPGLA SEQ ID NO486
...GLAGTA SEQ ID NO488
...LAGPPG SEQ ID NO89
...IPGFPG SEQ ID NO492
...FPGPKG SEQ ID NO491
...GPPGIC SEQ ID NO2187
...PGPQGL SEQ ID NO497
...SPGPKG SEQ ID NO499
..LPGPPG SEQ ID NO72
...GHRGFD SEQ ID NO503
...GLPGIA SEQ ID NO507
...GLPGPP SEQ ID NO394
...TGARGL SEQ ID NO378
...PQGLPG SEQ ID NO508
...GTPGLQ SEQ ID NO521
...GMKGHR SEQ ID NO531
...EMGPAG SEQ ID NO534
...GVKGER SEQ ID NO538
...GPPGPR SEQ ID NO544
AGPRGA SEQ ID NO547
...GRNGDP SEQ ID NO171
...AGIPGF SEQ ID NO496
...PPGPQG SEQ ID NO103
...IPGAPG SEQ ID NO117
...TSGHPG SEQ ID NO518
...PSGPPG SEQ ID NO483
...PPGPAG SEQ ID NO52
...FPGMKG SEQ ID NO409
...EKGPAG SEQ ID NO515
...MPGPRG SEQ ID NO523
...GIPGAP SEQ ID NO372

..NGDPGI SEQ ID NO471
...SPGPAG SEQ ID NO474
...PGPLGI SEQ ID NO477
..PGPPGT SEQ ID NO479
...APGLRG SEQ ID NO481
...GSPGPA SEQ ID NO484
...PGLMGA SEQ ID NO489
...GPPGPQ SEQ ID NO490
...GPAGIP SEQ ID NO441
...PPGPPG SEQ ID NO119
...GAPGLM SEQ ID NO498
..LPGAAG SEQ ID NO2188
...GPPGIN SEQ ID NO470
...PGLPGI SEQ ID NO504
...PGPKGD SEQ ID NO506
...GANGLP SEQ ID NO510
...GPPGIK SEQ ID NO512
...GAPGLR SEQ ID NO509
...GEVGPA SEQ ID NO514
...GKPGAN SEQ ID NO537
...PGAAGF SEQ ID NO539
...GDAGAP SEQ ID NO542
...GPAGPR SEQ ID NO545
...GGKGER SEQ ID NO548
...GPAGAN SEQ ID NO550
...VKGESG SEQ ID NO380
..TGPRGP SEQ ID NO177
...EPGPRG SEQ ID NO516
...GAPGPA SEQ ID NO519
...GTSGHP SEQ ID NO522
...GAPGLK SEQ ID NO525
...GEPGPR SEQ ID NO500
...PGPKGN SEQ ID NO527
...PPGAPG SEQ ID NO517
...TPGLQG SEQ ID 520
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...SPGPQG SEQ ID NO472
...PGPQGV SEQ ID NO475
...AAGTPG SEQ ID NO478
...GNRGER SEQ ID NO480
...HPGSPG SEQ ID NO482
...GPAGPP SEQ ID NO485
...QGPPGP SEQ ID NO487
...GFPGMK SEQ ID NO493
...FPGAPG SEQ ID NO494
...FPGARG SEQ ID NO407
...GAIGPS SEQ ID NO495
...APGPLG SEQ ID NO2189
...IPGQPG SEQ ID NO501
...GAAGIK SEQ ID NO505
...GPPGVA SEQ ID NO158
...GPPGPS SEQ ID NO511
...TAGFPG SEQ ID NO513
...GPQGVK SEQ ID NO524
...GSPGPQ SEQ ID NO533
...QPGPPG SEQ ID NO536
...PGANGL SEQ ID NO529
...GPAGER SEQ ID NO543
...RGFDGR SEQ ID NO546
...APGLMG SEQ ID NO549
...PQGVKG SEQ ID NO541
...TGERGA SEQ ID NO540
...GSPGYQ SEQ ID NO526
...GAAGAR SEQ ID NO528
...TGAPGS SEQ ID NO502
...GTGGPP SEQ ID NO530
...GITGAR SEQ ID NO430
...GIAGPR SEQ ID NO535
...GLSGER SEQ ID NO387
...EGGPPG SEQ ID NO532
...GFPGAR SEQ ID NO408
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Expresion Génica del Colageno Tipo 111
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Correlacion de CO3-610C respecto a CO3
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Péptido desnudo KAFVFP
Péptido sin sentido

Suero humano
CRP + MMP3
CRP + MMPS8
CRP + CatK

¢t b

0.0 T T - 1 g L] ¥ A
0 200 400 600 800 1000
Conc de péptido desnudo {ng/mL)

Figura 11

Figura 12

52



ES 2529101 T3

CONTROL/FIBROTICO/CIRROTICO

150
ry .
£ 100 .
=) &
€
Q “:1;_.
E=3 A
4 z []
i [ ] a
~r
o 504 [ ] a
C -
® By
L ]
a
o T
CONTROL  FIBROTICO CIRROTICO
CONTROL VS CIRROTICO FIBROTICO VS CIRROTICO

Prueba no pareada
valor de P

Resumen del valor de P
_ ¢Son las medias signif. diﬁ'rcm(?? (P<0.05) | s

_| P<o.0001

Prueba no pareada

valor de P 0.0007
Resumen del valor de P bt
“zSon Ias medias signif diferentes? (F< 0.03) | si" 7

Figura

13

C03-610C vs CONTENIDO DE COLAGENO

1501
3
'S 1004
&
8]
=
©  5p4
(o]
=]
(&)
c T T L] L] L)
0 5 10 15 20 25
CONTENIDO DE COLAGENO
Numero de Pares XY 21
"7 Pearsonr 0.6393
Intervalo dE'Epllﬁériz? del 95% | 0.2866 t0 0.8394
valor de P (dos colas) 0.0018 ’
__Resumen del valorde P o
¢Es la correlacion significativa? (alfa=0.05) | Si
R cuadrado 0.4087
Figura 14

53




ES 2529101 T3

ST eandiyg

1S | (50°0 >d) ;S°aua1ap1p JIugis seipaw se uog?

100°0>d :091)9L11D) SA 031)91q1]

SE[02 SOp 9P ¢ SE[0D SOP 0 BUN IP J 9P A0[BA 7 . i
1S {(S0°0 >d) {SIUdIdIp JruUBIS sepamm sef nog? : 4 7R TIEL 1P0 RO 100°0>d 03013 54 010D
J 9P A0[¥A [9p USWINSIY 89700 d 9P 10]eA su=d :021304q14 A [0.U0)
1000°0>d d 2p 1ojep epeaaed ou ) BqINIJ J10)98] Un 3Ip VAONYV eqanad
vpeaied ou ) Bqand g
OU-P@MK-U ODLLOU 1A OU-H@&M-U OU-F_Omm:rT- ODI1LOYWAID OU:.muMm:m JOK,__.ZOU
24
. 0 . A * ., . 0 = " 0
s 8 0
anll = u —t— B 8
Ill.“!l.. B M -l“ & 08 |-“"l. @ oz
a s wm, [ ] P -
" o oo 57
v ? = -0y
— 1 2 € v
P &= 35t 5
= 08 =
ve Loz & 09
= -00Z
. .
~§% =~ L
7 -05Z o
orug ofos esI[d €00

sI VH

(9wBu) e0D

54



ES 2 529

CO3 vs rojo Sirio
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CO3 VS HA
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Bleomicina
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Ensayo de C03-610 en Orina
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Niveles de C03-610 en Western Blot
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