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DESCRIPCION
Biomarcador en suero bioquimico
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere al campo técnico de los marcadores en suero de diagnostico.
Estado de la técnica

BAG3 (Sec. de ref.: NP_004272; ID del gen 9531) es una proteina citoplasmatica de 74 kDa concentrada
particularmente en el reticulo endoplasmatico rugoso. Recientemente se ha descrito una forma citoplasmatica de
40 kD que esta asociada con sinaptosomas (Brown et al., 2008). Ademas, se expresaron una forma recombinante y
algunos mutantes de delecion en E. coli (Rose et al 2007 (a)).

En seres humanos, la expresion del gen bag3 es constitutiva en miocitos, en algunos otros tipos de células normales
asi como en algunos canceres (leucemias y linfomas, mieloma, cancer pancreatico y tiroideo, melanoma,
osteosarcoma, etc.) (Romano et al, 2003; Homma et al. 2006; Chiappetta et al., 2007, Rosati et al., 2007) y se
induce en diversos tipos de células en respuesta a diferentes factores de estrés: lineas de cancer pancreatico
expuestas a altas temperaturas (Liao et al. 2001), células HelLa incubadas con metales pesados o sometidas a altas
temperaturas (Pagliuca et al., 2003), leucocitos tratados con maleato de dietilo, un agente inductor de estrés
oxidativo (Bonelli et al., 2004), células de la retina murinas dafiadas por la luz (Chen et al., 2004), células Molt-4
(células T leucémicas humanas) tratadas con ultrasonidos a baja intensidad (Tabuchi et al., 2006), células de la
microglia humanas expuestas a virus VIH-1 (Rosati et al., 2007 a). Estos hallazgos indican que la regulacion de la
expresion de BAG3 es un componente importante en la respuesta celular al estrés y concuerda con la presencia de
elementos que responden al factor de transcripcion HSF (factor de choque térmico) 1, activado en diversas formas
de estrés celular, en el promotor del gen bag3. La modulaciéon de la actividad de HSF1 conduce a una reduccion
significativa de los niveles celulares de proteina BAG3, indicando que este regulador desempefia un papel
importante en la expresion de bag3 (Franceschelli et al., 2008). EGR1 es otro factor de transcripcion implicado en la
regulacion de la expresion de bag3 (Gentilella et al., 2008).

La primera evidencia de que BAG3 afecta a la supervivencia de células de cancer primarias aparecié a partir de
estudios en células leucémicas primarias de 24 pacientes con leucemia linfoide crénica de células B (B-CLL) y 11
nifios con leucemia linfoblastica aguda (ALL): la disminucién de los niveles de BAG3 mediante el uso de
oligodesoxinucledtidos antisentido especificos dio como resultado un aumento de mas del 100% de cuerpos
apoptoticos (p <0,001) tal como también se describe en los documentos en EP 1465927 A1y U.S. 7.537.760 B2. Por
tanto, el porcentaje de apoptosis en estas células aumento significativamente en comparacion tanto con células no
tratadas como con células tratadas con los mismos farmacos quimioterapico (Leone y Turco, 2001, Romano et al.,
2003a, 2003b). En leucocitos normales, se probd que la sobreexpresion del gen reducia significativamente la
respuesta apoptotica (Bonelli ef al., 2004). Posteriormente, un analisis de tejido tiroideo de ser humano mostré que
el tejido normal y muestras de bocio dieron resultados negativos en pruebas para determinar la expresion de BAG3,
mientras que muestras de cancer dieron resultados de las pruebas claramente positivos, y se observd una expresion
mas alta de BAG3 en tumores anaplasicos.

En otros tumores, tales como células de osteosarcoma y melanoma, ARNip especifico de bag3 provoca una
reduccion de la supervivencia de células basales, lo que muestra un efecto notablemente sinérgico con agentes
quimioterapicos; el silenciamiento de BAG3 en células de melanoma humanas implantadas en ratones redujo
significativamente el crecimiento tumoral, con mejora de la supervivencia de animales (Ammirante et al., en
impresion). Por otro lado, la sobreexpresion de bag3 da como resultado una disminucion de la apoptosis de células
de cancer tratadas con farmacos quimioterapicos o expuestas a otros estimulos proapoptéticos (Rose et al., 2007

(b)).

El documento WO2011/067377 da a conocer métodos para detectar proteina BAG-3 en muestras biologicas
basandose en secuencias de nucledtidos y proteinas de BAG-3 y métodos que asocian la presencia de proteina
BAG-3 con estados patolégicos, en particular leucemias y enfermedades que implican apoptosis.

Aunque se ha detectado la presencia de BAG-3 citoplasmatica en diferentes sistemas de células y se ha encontrado
asociada con tumores, por ejemplo leucemia o canceres tiroideos, asi como mas generalmente a supervivencia
celular, hasta la fecha nunca se habia descrito una forma soluble de BAG3, y su presencia en el suero nunca se
habia asociado con estados de molestias cardiacas.

Por tanto, la presente invencién soluciona el problema de la identificacién de una nueva forma soluble secretada de
la proteina BAG-3 y de su produccién en seres humanos y otros mamiferos, que esta asociada con estados
patoldgicos especificos de manera sorprendentemente especifica y sensible.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia y/o concentracion de proteina BAG3 soluble
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en una muestra bioldgica desconocida, que comprende las siguientes etapas:
a. determinar la presencia o concentracion de BAG3 soluble en una muestra bioldgica obtenida anteriormente,

b. comparar los valores obtenidos de una muestra con valores de referencia o con valores obtenidos de muestras
bioldgicas de referencia,

c. opcionalmente, determinar grupos adicionales de valores similares (y posiblemente su division adicional en grupos
con valores medios estadisticamente diferentes),

d. asociar la presencia y/o el nivel de BAG3 soluble a un estado patoldgico, en el que el estado es una cardiopatia o
cancer pancreatico.

Preferiblemente, la etapa de dosificacion (b) se realiza mediante ELISA con anticuerpos, preferiblemente
monoclonales. Alternativamente, la proteina soluble puede aislarse del suero de pacientes.

El método de ensayo propuesto permite una separacion estadisticamente significativa del grupo de pacientes con
problemas cardiacos del grupo de gente sana, preferiblemente en grupos de edad comparable. También puede
estratificar tales pacientes con cardiopatia en subgrupos de pacientes con un aumento del riesgo (insuficiencia
cardiaca, IC).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Seccién inmunohistoquimica que muestra la expresion de la proteina BAG3 en tejido cardiaco normal y
tras la induccion de infarto en ratas.

Figura 2. Inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpos anti-BAG3 realizada en lisado y sobrenadantes de
cardiomiocitos.

Figura 3. Analisis de inmunotransferencia de tipo Western, con anticuerpos anti-BAG3, de la proteina soluble
purificada a partir del suero de un paciente con cardiopatia isquémica crénica.

Figura 4. Curva de calibracion de ELISA para la deteccion de BAG3.

Figura 5. Representacion grafica de concentraciones en suero de BAG3 en donantes sanos y segun grupos de
edad.

Figura 6. Representacion grafica de concentraciones en suero de BAG3 en donantes sanos divididos en grupos de
edad y en pacientes.

Figura 7. Curva ROC de la prueba ELISA para la deteccion de la proteina BAG3 en pacientes con insuficiencia
cardiaca.

Figura 8. Representacion grafica de concentraciones en suero de BAG3 en pacientes con diagnéstico de
insuficiencia cardiaca en comparacién con pacientes con cardiopatia no descompensada.

Figura 9. a) Produccion de proteina iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) y de una proteina control para
comparacion (GAPDH) en macréfagos murinos (J774) estimulados con dosis crecientes de BAG-3 recombinante
soluble en presencia o ausencia de LPS, b) determinacion de nitrito con reactivo de Griess en el mismo tipo de
célula.

Figura 10. Analisis de microscopia confocal de la unién de proteina rBAG3 a la superficie de células J774.
Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se basa en el hallazgo de una forma soluble de la proteina BAG3 con una actividad
biolégica inesperada en comparacion con la funcién descrita anteriormente para la forma intracelular (regulacion del
ciclo celular y apoptosis): por ejemplo tal forma, secretada de forma activa por las células, puede activar
monocitos/macréfagos.

Se encontré que la forma soluble también es un marcador bioquimico en suero que es altamente especifico para
determinadas condiciones patoldgicas, especialmente cardiopatia y cancer pancreatico. Por tanto, el objeto de la
presente invencion es la forma soluble de la proteina BAG3 y métodos para verificar sus niveles en una muestra
biolégica que consiste en suero, con el fin de determinar la presencia de las situaciones patolégicas mencionadas
anteriormente.

Por BAG3 soluble se quiere decir una forma de BAG3 que se secreta de forma activa por células, tal como se
muestra, por ejemplo, por su asociacion con exosomas en células de cancer pancreatico (Panc-1) y por su presencia
en el sobrenadante de lineas celulares de tumor viables (mediante ensayo de exclusién con azul de tripano) tales
como células Hep G2 (carcinoma hepatocelular humano), células C6 (glioblastoma de rata), células ASPC-1
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(adenocarcinoma pancreatico humano), células ARO (carcinoma tiroideo anaplasico), células HT-29
(adenocarcinoma colorrectal) y las propias células Panc-1, mostrando asi que BAG3 soluble no se origina por la
liberacion de contenido celular en el medio de cultivo tras la muerte celular.

Ademas, BAG3 soluble se libera (o secreta) tras la induccion de estrés oxidativo en cardiomiocitos y puede
purificarse cuantitativamente como una forma con un peso molecular de alrededor de 75 kD, por ejemplo mediante
SDS-PAGE, a partir del suero de pacientes con cardiopatia.

Por tanto, en una muestra biolégica, BAG3 soluble puede distinguirse de la forma citoplasmatica debido a que su
presencia no depende de la presencia de células. De hecho, por ejemplo, se encuentra que la proteina BAG3 esta
mas elevada en biopsias de tumor tiroideo que en tejido normal, pero la tincidn inmunohistoquimica detecta la
proteina solo en el citoplasma.

Segun el uso de BAG3 soluble como marcador en suero para un estado patoldgico, la invencion se refiere a un
método para la deteccion de la presencia y de la cantidad de tal forma mediante el uso de anticuerpos monoclonales
o policlonales como agentes de captura y/o deteccion preferidos.

Anticuerpos anti-BAG3 monoclonales y policlonales se describen en los documentos EP 1465927 A1 y U.S.
7.537.760 B2.

Segun un ejemplo, el método comprende las siguientes etapas:
a. proporcionar una muestra bioldgica, que consiste en suero o plasma, obtenida anteriormente
b. determinar la concentracién de BAG3 soluble en tal muestra bioldgica

c. compara los resultados obtenidos de la muestra con valores de referencia o con valores obtenidos de muestras de
suero de referencia,

d. opcionalmente, determinar subgrupos de pacientes con valores medios de BAG-3 en suero soluble que no son
estadisticamente diferentes (por ejemplo, un grupo de pacientes de 21 - 43 afios de edad y un grupo de 44 - 65 afios
de edad),

e. asociar los niveles o la presencia de BAG3 soluble con un estado patolégico seleccionado entre cardiopatia o
cancer pancreatico.

La definicién cardiopatia se refiere a angina de pecho, angina inestable, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca,
enfermedad coronaria aguda, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica y cardiopatia yatrogénica.

Segun una realizacion preferida, la muestra biolégica es suero o plasma y es de origen humano. También puede
obtenerse de sangre completa, opcionalmente complementada con sustancias, por ejemplo con actividad anti-
coagulante.

La presencia de BAG3 en la muestra bioldgica se determina preferiblemente mediante métodos inmunoldgicos e
incluso mas preferiblemente con anticuerpos monoclonales, policlonales o recombinantes anti-BAG3 (por ejemplo
fragmentos ScFv, diacuerpos, etc.). Segun una realizacion preferida, los anticuerpos son monoclonales y reconocen
epitopos en la secuencia de BAG3 (Sec. de ref.: NP_004272; ID del gen 9531) incluyendo los fragmentos 18-33,
385-399 6 533-547. Los anticuerpos son incluso mas preferiblemente los identificados en el documento U.S.
7.537.760 o subclones del hibridoma parental n.° PD02009, depositado el 17/12/2002 en el Centro de biotecnologia
avanzada (Advanced Biotechnology Center) de Génova, descrito en el presente documento; alternativamente,
pueden ser derivados de tales anticuerpos, tales como formas recombinantes y/o humanizadas.

Segun una realizacion adicional, también pueden usarse anticuerpos anti-BAG3 comerciales (por ejemplo:
anticuerpo policlonal de cabra anti-Bag3, Abcam; anticuerpo policlonal de conejo anti-Bag3, Abcam; anticuerpo
monoclonal de raton anti-Bag3, Abcam; anticuerpo policlonal de conejo anti-Bag3 humana, Abcam; anticuerpo
monoclonal de ratén anti-Bag3 humana, clon 5A8, Abgent; anticuerpo policlonal anti-Bag3, Abnova Corporation;
anticuerpo policlonal de cabra anti-Bag3, Abnova Corporation; anticuerpo policlonal de ratén anti-Bag3, Abnova
Corporation; anticuerpo policlonal de conejo anti-Bag3 humana, Atlas Antibodies; anticuerpo policlonal de cabra anti-
Bag3/BIS/CAIR1, Everest Biotech; anticuerpo policlonal de cabra anti-Bag3, GeneTex; anticuerpo policlonal de
conejo anti-Bag3 humana, GeneTex; anticuerpo policlonal de cabra anti-proteina BIS de uniéon a Bcl-2 (BAG3)
humana, LifeSpan BioSciences; anticuerpo policlonal de conejo anti-proteina BIS de unién a Bcl-2 (BAG3) humana,
LifeSpan BioSciences; anticuerpo policlonal de cabra anti-Bag3, Novus Biologicals; anticuerpo policlonal de raton
anti-Bag3 humana, Novus Biologicals; anticuerpo policlonal de conejo anti-Bag3, Novus Biologicals; anticuerpo
policlonal de conejo anti-Bag3 humana, Novus Biologicals; anticuerpo policlonal de cabra anti-BAG3/BIS/CAIR1
humana, Raybiotech, Inc.; anticuerpo policlonal de conejo anti-Bag3 humana, Proteintech Group, Inc.; anticuerpo de
conejo anti-BAG3 humana Prestige Antibodies Powered by Atlas Antibodies, Sigma-Aldrich; etc.), preferiblemente si
son monoclonales.

El ensayo inmunolégico es preferiblemente ELISA, en el que el primer ligando de captura es un anticuerpo, incluso
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mas preferiblemente seleccionado de anticuerpos monoclonales que reconocen epitopos en la secuencia de BAG3
que corresponde a los aa 18-33, 385-399 6 533-547; el segundo anticuerpo para la deteccion, que reconoce un
epitopo diferente del reconocido por el anticuerpo de captura, puede ser un anticuerpo monoclonal, una mezcla de al
menos dos anticuerpos monoclonales o un anticuerpo policlonal.

Aunque la realizacion preferida del ensayo implica el uso de anticuerpos anti-BAG3, puede lograrse el mismo
resultado con moléculas de unién a BAG3 distintas de anticuerpos, por ejemplo receptores solubles o ligandos
naturales o sintéticos. El ligando usado para la deteccién puede a su vez reconocerse por anticuerpos, por ejemplo
anticuerpos marcados con fluoréforos, cromoéforos o enzimas que pueden convertir un sustrato en un cromaoforo, por
tanto utiles para visualizar la presencia de BAG3 en la muestra bioldgica; alternativamente puede unirse
directamente a tales grupos de croméforo.

Pueden identificarse esquemas de reaccion diferentes que son igualmente validos para detectar y/o medir el nivel de
BAG3 soluble. Por ejemplo es posible usar, para la captura, un primer anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo
monoclonal anti-BAG3, preferiblemente seleccionado de anticuerpos monoclonales producidos por el clon parental
PD2009 (AC-1, AC-2 o AC-3 que reconocen un epitopo individual de la secuencia de BAG3, y en particular la
secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 18-33, 385-399 6 533 -547, respectivamente). Para la deteccion, es
posible usar un segundo anticuerpo que puede ser un anticuerpo monoclonal o uno policlonal (si es policlonal, el
anticuerpo se denomina preferiblemente TOS-2, tal como se describe por Rosati et al., 2007 (a), obtenido contra la
proteina recombinante completa usada como inmunégeno) o un anticuerpo monoclonal obtenido del clon parental
PD2009 pero diferente del anticuerpo usado para la captura, tal como, por ejemplo, AC-2 o AC-3, o una mezcla de
los dos, que reconocen epitopos que son diferentes del epitopo reconocidos por AC-1 (que corresponde a las
secuencias de aminoacidos 385-399 y 533-547 de la proteina BAG3, respectivamente).

Un experto en la técnica puede determinar las variaciones de los esquemas de captura y/o deteccion de BAG3
anteriores incluso si se usan anticuerpos monoclonales o policlonales que son diferentes de los descritos para las
realizaciones preferidas del ensayo. Por ejemplo, el método comprende el uso de anticuerpos derivados de los
anticuerpos monoclonales descritos anteriormente, tales como los expresados de forma recombinante (tal como, por
ejemplo, fragmentos ScFv, minicuerpos, diacuerpos etc.) o modificados, por ejemplo, mediante humanizacion, etc.

Generalmente, la deteccion de BAG3 soluble se realiza segin un esquema en sandwich en el que la proteina
soluble en el suero interacciona con una primera molécula inmovilizada sobre la fase sdlida (ligando de BAG3, en la
etapa de captura) y después con una segunda molécula que permite la deteccion colorimétrica o fluorimétrica directa
o indirecta mediante la unién de la proteina BAG3 soluble que ya se ha unido al ligando de captura, al nivel de un
sitio diferente. El segundo ligando se denomina ligando de deteccion. El método también incluye una realizacion del
ensayo en la que el primer agente de captura o el segundo agente de deteccion se adsorben, se adhieren o se unen
covalentemente a una matriz (también denominada fase sélida), por ejemplo una placa de microtitulacién o perlas o
la pared de un tubo.

Alternativamente BAG3 soluble puede detectarse en el suero también tras la separacion molecular (por ejemplo
mediante SDS-PAGE) y reconocimiento de anticuerpo posterior, por ejemplo mediante inmunotransferencia de tipo
western, o mediante secuenciacion de la proteina separada basandose en el peso molecular.

El método de ensayo propuesto permite la separacion del grupo de pacientes con problemas cardiacos del grupo de
pacientes sanos, preferiblemente en grupos de edad comparable. Ademas, estratifica los propios pacientes con
problemas cardiacos, identificando subpoblaciones de pacientes con un mayor riesgo (insuficiencia cardiaca) con un
prondstico mas desfavorable.

Por cardiopatia se quiere decir una patologia seleccionada del corazén, por ejemplo seleccionada del grupo que
consiste en: angina de pecho, angina inestable, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria
aguda, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica, dafo cardiaco debido a farmacos, etc.

Los valores de BAG3 en suero caracteristicos de un estado normal o uno patolégico se notifican a continuacion sélo
como ejemplo debido a que pueden variar con el esquema usado para el ensayo. La concentracion de BAG3 soluble
es en promedio de 2,38 ng/ml + 0:32, sin embargo en el grupo de edad de desde 21 hasta 43 afios, la concentracion
en suero promedio de BAG3 es de 3,13 ng/ml (+ 0,50), mientras que es de 1,80 ng/ml (+ 0,40) en donantes entre 44
y 65 afios de edad.

En sueros de pacientes con diagndstico clinico de cardiopatia (de diverso tipo y grado), la presencia de proteina
BAG3 soluble en un intervalo de edad comprendido entre 49 y 81 afios (edad promedio: 68,04 + 6,9), la
concentracion de BAG3 detectada es en promedio de 8,30 ng/ml + 0:58.

En pacientes afectados por adenocarcinoma pancreatico, la concentracion de BAG-3 soluble es generalmente
mayor de 10 ng/ml con un promedio de 130,8 ng/ml (+ 59,4). Segun un aspecto adicional, la invenciéon se refiere al
uso de la proteina BAG3 humana soluble como marcador de un estado patoloégico. En particular, el estado
patolégico es una cardiopatia y se selecciona del grupo que consiste en: angina de pecho, angina inestable, infarto
de miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria aguda, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia
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cardiaca crénica, dafio yatrogénico cardiaco, etc., o un tumor pancreatico, preferiblemente un adenocarcinoma.

Sin limitarse a ninguna teoria especifica, la secrecion BAG3 por células pancreaticas y cardiomiocitos podria
representar una respuesta celular “fisioloégica” al estrés que se origina, en el caso del corazén, de la lesion patégena
y, en el caso del adenocarcinoma pancreatico, de la privacion de oxigeno y/u otros nutrientes.

Ademas, la divulgacion se refiere al uso de la proteina BAG3 humana soluble para activar células diana del sistema
inmunitario, preferiblemente macréfagos de mamifero, ya que BAG3 es una proteina altamente conservada. El
alcance de proteccion se define por las reivindicaciones.

Parte experimental
Ejemplo 1. Aislamiento de clones AC-1, AC-2, AC-3 a partir del hibridoma parental

Se asilaron los anticuerpos monoclonales AC-1, 2 y 3 mediante subclonacioén a partir del hibridoma parental, que se
depositd con el n.° PD02009 el 17/12/2002 en el Centro de biotecnologia avanzada de Génova y se describe en el
documento U.S. 7.537.760, y se seleccionaron mediante ensayos ELISA en el medio de cultivo.

Ejemplo 2. La proteina BAG3 soluble se purifica a partir del suero de pacientes con cardiopatia.

Se analizé el suero de un paciente afectado por cardiopatia isquémica crénica mediante inmunotransferencia de tipo
Western. Se eluyd en gel la banda que correspondia a 75 KD (véase la figura 1a) y se analizaron los fragmentos
obtenidos mediante digestion con tripsina mediante espectrometria de masas (MALDI/EM) y se identificaron a través
del software “MASCOT". El analisis de algunas secuencias de péptido (figura 1b) permitié la identificacion de la
proteina como de tipo BAG3.

Ejemplo 3. Desarrollo de un modelo de estrés de miocardio en ratas.

Se anestesiaron ratas macho Sprague-Dawley (Charles River Laboratories, Italia), que pesaban alrededor de 220-
250 gramos, con inyeccion intraperitoneal de pentobarbital (60 mg/kg) por via oral y luego se intubaron. Tras
toracotomia anterior, se extrajo el corazén y se sometié a sutura del tracto anterior proximal de la arteria coronaria
descendente. Los animales control se sometieron al mismo procedimiento excepto la ligacion de la arteria. El dia
después del procedimiento, se seleccionaron todos los supervivientes mediante ecocardiografia transtoracica para
determinar la presencia de infartos grandes que implican al menos el 35% del ventriculo izquierdo (grupo IM).
Entonces se sacrificaron las ratas mediante procedimientos convencionales y se trato el ventriculo izquierdo con
formalina para procedimientos inmunohistoquimicos. La figura muestra datos de expresion de proteina BAG3
representativos de grupos control e IM.

La figura 2 muestra los resultados de inmunohistoquimica obtenidos con un anticuerpo monoclonal especifico para
BAG3 descrito en el ejemplo 1: se observa un aumento significativo de los niveles de proteina BAG3 en tejido
cardiaco de ratas tras la induccién de infarto mediante oclusién temporal de la aorta.

Los analisis de inmunotransferencia de tipo Western revelaron entonces que la proteina BAG3 se libera en el
sobrenadante de cardiomiocitos expuestos a estrés oxidativo inducido por PEITC (isotiocianato de fenilo) (figura 3).

En este experimento se sembraron en placa cardiomiocitos de rata, a una confluencia del 80% y se incubaron en
medio que carecia de suero a 37°C en atmosfera del 5% de COy, se trataron con PEITC 10 uM durante los tiempos
indicados en la figura.

Al final del experimento, se recogieron las células y se procesaron. Se analizd el lisado de proteinas mediante
inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpos anti-BAG3 (TOS-2 y AC-1) para evaluar los niveles de
expresion de BAG3 intracelular, y anticuerpo anti-GAPDH usado como control de carga (figura 3A); en la figura 3B,
se recogieron los sobrenadantes, se precipitaron con acetona (1:9 vol.) y se analizaron mediante
inmunotransferencia de tipo Western.

También se detectd la presencia de BAG3 en el sobrenadante de las lineas celulares Hep G2 (carcinoma
hepatocelular humano), C6 (glioblastoma de rata), Panc-1 (adenocarcinoma pancreatico humano), ARO (carcinoma
tiroideo anaplasico) y HT-29 (adenocarcinoma colorrectal). BAG3 se libera por las diversas lineas celulares
tumorales sometidas a prueba pero no en el medio de cultivo de células primarias normales tales como HUVEC
(células endoteliales de cordon umbilical humanas).

Ejemplo 4. Desarrollo de una prueba ELISA para la medicién de BAG-3 en suero.

Para someter a prueba si la proteina BAG3 podia detectarse en la sangre de pacientes con cardiopatia, se ha
desarrollado una prueba ELISA usando como calibrador la proteina recombinante BAG3 preparada tal como se
describe a continuacion.

Las diferentes combinaciones de anticuerpos especificos para BAG3 sometidos a prueba son:
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a):

- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-1, disefiado para reconocer la secuencia de aa 18-33 de la proteina
BAG3 (DRDPLPPGYEIKIDPQ);

- un segundo anticuerpo policlonal denominado TOS-2, desarrollado usando como inmunégeno la proteina
recombinante completa (Sec. de ref.: NP_004272), se us6 en cambio como detector de la proteina BAG3 capturada
por el anticuerpo AC-1;

b):
- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-1;

- un segundo anticuerpo monoclonal denominado AC-2, disefiado para reconocer la secuencia de aa 385-399 de la
proteina BAG3 (SSPKSVATEERAAPS) y usado como detector;

c):
- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-1;

- un segundo anticuerpo monoclonal denominado AC-3, disefiado para reconocer la secuencia de aa 533-547 de la
proteina BAG3 (DKGKKNAGNAEDPHT) y usado como detector;

d):

- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-1;

- una mezcla de anticuerpos AC-2 y AC-3 usados como detector;

e):

- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-2;

- como detectores: AC-1 o AC-3, o una mezcla de anticuerpos AC-1y AC-3;
f):

- un primer anticuerpo monoclonal, clon AC-3;

- como detectores: AC-1 o0 AC-2, o una mezcla de anticuerpos AC-1y AC-2.

Todas las combinaciones sometidas a prueba pueden identificar, de manera cuantitativa, la presencia de BAG-3
soluble en el suero de pacientes, mediante la prueba ELISA. Un ejemplo ilustrativo en la figura 4 muestra el
desarrollo de una curva de calibracidon con concentraciones escalares de proteina BAG3 recombinante reconstituida
en solucion salina con la adicion de albumina sérica bovina al 3% (BSA).

Se produjo la proteina recombinante a partir de ADNc que codifica para la proteina BAG3, que corresponde a los
nucledtidos 1 a 2608 de la secuencia de PubMed de NCBI: NM_004281.3 humana, amplificada mediante PCR a
partir de ARN total obtenido de la linea celular de cancer de mama MCF-7 y entonces se clon6 en el vector de
expresion pET 30a (+) (Novagen) usando las enzimas de restriccion Ncol/Xhol.

Se expreso la proteina recombinante resultante fusionada a residuos de seis histidinas en E. coli y se purifico
mediante cromatografia de afinidad con columnas HisTrap HP (GE Healthcare).

Entonces se funcionalizaron microplacas de 96 pocillos mediante la adicién de una disolucién que contenia el
anticuerpo AC-1 y posteriormente se trataron con disolucion de bloqueo para impedir interacciones no especificas.
Entonces se afiadio la proteina recombinante a las concentraciones mostradas en la figura, se revelé mediante el
anticuerpo policlonal TOS-2. Se obtuvo la sefial mediante el uso de un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado
con hidroperoxidasa (HRP) y adicion posterior de reactivo TMB (eBioscience, RU).

Se probd que el ensayd era Util para analizar la presencia de proteina BAG3 soluble en el suero de pacientes con
insuficiencia cardiaca.

Ejemplo 5. Validacion del ensayo ELISA en el suero de pacientes con cardiopatia y cancer pancreatico.

Se recogieron sueros de donantes sanos para comprobar la concentracién en suero de BAG3 en sujetos que no
padecian ningun tipo de enfermedad sintomatica. El intervalo de edad de los donantes era de desde 21 hasta 65
afos. La concentracion de BAG3 detectada era en promedio 2,38 ng/ml + 0,32.

Hubo una diferencia de concentraciones leve, relacionada con la edad. En particular, en el grupo de edad de 21 - 43
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afios, la concentracion en suero promedio de BAG3 es de 3,13 ng/ml (= 0,50), mientras que es de 1,80 ng/ml
(+ 0,40) en donantes entre 44 y 65 afos de edad (figura 5).

Entonces se recogieron sueros de 38 pacientes con diagnostico clinico de cardiopatia (de diverso tipo y grado) para
analizar la presencia de proteina BAG3 soluble. El intervalo de edad de los pacientes examinados comprendia entre
49 y 81 afos (edad media: 68,04 + 6,9). La concentracion de BAG3 detectada era en promedio 8,30 ng/ml + 0:58.

La diferencia entre pacientes con cardiopatia y donantes sanos, tanto totales como en el mismo intervalo de edad de
pacientes, es altamente significativa (figura 6).

Ademas, se reconocieron dos poblaciones entre pacientes con cardiopatia, que consistian en sujetos con o sin
insuficiencia cardiaca, y se caracterizaban por niveles en suero de proteina BAG3 diferentes, tal como se describe
en la figura 8 que muestra graficamente las concentraciones en suero de BAG3 en pacientes con diagndstico de
insuficiencia cardiaca en comparacién con pacientes con cardiopatia no descompensada.

Ademas, también se midieron los niveles en suero de BAG-3 soluble en algunos pacientes con cancer pancreatico,
cancer de colon o cancer de pulmén. Sélo se midieron niveles en suero por encima de 70 ng/ml en pacientes con
cancer pancreatico, tal como se muestra en la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Niveles de BAG-3 soluble en sueros de pacientes con cancer

Adenocarcinoma pancreatico | Concentracion en suero de BAG-3 (ng/ml)

Paciente 1, pancreas 2225
Paciente 2, pancreas 157,6
Paciente 3, pancreas 102,7
Paciente 4, pancreas 77,4
Paciente 5, pancreas 94

Cancer de colon

Paciente 1, colon 0
Paciente 2, colon 0
Paciente 3, colon 0
Carcinoma de pulmoén
Paciente 1, pulmon 0
Paciente 2, pulmon 0

Ejemplo 6. Determinacion de sensibilidad y especificidad del ensayo ELISA

Se analizaron entonces los datos obtenidos a través de un programa de analisis estadistico para definir los valores
de sensibilidad y especificidad del ensayo ELISA para la deteccion de la proteina BAG3 en pacientes con
insuficiencia cardiaca.

Usando 2,76 ng/ml como valor de punto de corte, los valores de sensibilidad y especificidad son el 83,3% vy el
77,08%, respectivamente, mientras que los valores predictivos positivos y negativos son el 75% y el 88,1%,
respectivamente. La figura 7 muestra la curva ROC obtenida con el punto de corte indicado.

Ejemplo 7. Caracterizacion de la actividad funcional de la proteina BAG3 soluble.

Se uso6 la proteina BAG3 recombinante para ensayos de activacion de macréfagos, para determinar el posible papel
en células sanguineas de la proteina liberada en el suero. Para este fin, se traté la linea celular J774 de monocitos
murinos con concentraciones diferentes de la proteina BAG3 recombinante, usando un agente proinflamatorio tal
como lipopolisacarido (LPS) como control positivo. Se sembraron en placa células J774 a una confluencia del 60% y
se incubaron durante 24 h con la proteina BAG3 recombinante a concentraciones de 250, 500 ng/ml y 1 mg/ml,
solas 0 en combinacion con LPS a una concentracion de 10 ng/ml.

Al final del experimento, se recogieron las células y se procesaron. Se analizd el lisado de proteinas mediante
inmunotransferencia de tipo Western con anticuerpos anti-iNOS (iNOS: éxido nitrico sintasa inducible) para evaluar
los niveles de expresion de la enzima, y con anticuerpo contra GAPDH, usados como control de carga. Los datos se
muestran en la figura 9 a).

Ademas, se verificd la produccién de nitritos en el medio de cultivo, que se correlaciona con la activaciéon de
monocitos, con el reactivo de Griess (sulfanilamida al 1%, naftiletilendiamina al 0,1%, acido fosférico al 5%) y se
midi6 en un espectrofotémetro DU-62 de Beckman a 550 nM (figura 9 b).

La figura 9 b) muestra que la proteina recombinante, a una concentracion de 500 ng/ml, aumenté tres veces la
produccion de nitritos en comparacion con el control (que consiste en células no tratadas) (p <0,001); ademas su
actividad es dependiente de la dosis. (Figura 9 a y b)).

Entonces se conjugd la proteina recombinante BAG3 con FITC usando el kit de conjugaciéon de FITC FluoroTag
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(Sigma). Se afiadieron cantidades iguales de BSA-FITC (control negativo) y rBAG3-FITC al medio de cultivo durante
1 hora. Entonces se fijaron las células con una disolucion de formaldehido al 3,7% y se analizaron mediante un
microscopio confocal LSM de Zeiss.

Se confirmé la unién de la proteina BAG3 a la superficie de células J774 mediante el uso de la proteina
recombinante conjugada con un fluoréforo (figura 10). La unién de BAG3 es especifica ya que no se observa cuando
se usan otras proteinas, por ejemplo BSA, en lugar de BAGS3.
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REIVINDICACIONES

Método para detectar la presencia y/o concentracion de la proteina BAG3 soluble en una muestra bioldgica
desconocida, que comprende las etapas de:

a. determinar la presencia o valores de concentracion de BAG3 soluble en una muestra biolégica obtenida
anteriormente, que consiste en suero o plasma;

b. comparar los valores obtenidos de la muestra con valores de referencia o con los valores obtenidos de
muestras bioldgicas de referencia,

c. opcionalmente, determinar agrupaciones adicionales de valores similares o division en grupos con
valores medios estadisticamente diferentes,

d. asociar la presencia y/o el nivel de BAG3 soluble con un estado patoldgico seleccionado del grupo que
consiste en cardiopatia o cancer pancreatico.

Método segun la reivindicacién 1, en el que la etapa de determinacion b) se realiza con ligandos especificos
para BAG3 soluble.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha muestra bioldgica es de origen
humano.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que se afiaden sustancias anticoagulantes a
dicha muestra bioldgica.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que dichos ligandos especificos son
anticuerpos.

Método segun la reivindicacion 5, en el que dicha etapa de determinacion b) se realiza por medio de
anticuerpos anti-BAG3 monoclonales, policlonales o recombinantes o sus fragmentos (scFv, diacuerpos,
minicuerpos).

Método segun la reivindicacion 6, en el que dicho anticuerpo es monoclonal y reconoce al menos un
epitopo de BAG3 seleccionado del grupo que consiste en las siguientes secuencias de aminoacidos: 18-33,
385-399 6 533-547 de la secuencia primaria de BAG3 o es un derivado recombinante del mismo,
humanizado o modificado de otra manera por recombinacion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en el que dichos anticuerpos o ligandos estan
marcados con fluoréforos, croméforos o enzimas que pueden convertir un sustrato en un cromaéforo.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que dicha etapa de determinacion b) se
realiza usando un ELISA de sandwich con un ligando de captura y un ligando de deteccion de BAG3, en el
que tanto el primero como el segundo son anticuerpos monoclonales y en el que el segundo anticuerpo
reconoce un epitopo diferente del reconocido por el anticuerpo de captura usado, o es una mezcla de varios
anticuerpos monoclonales.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-9, en el que dicho estado patolégico es cardiopatia.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que dicha cardiopatia (etapa (d)) se
selecciona del grupo que consiste en: angina de pecho, angina preinfarto, infarto de miocardio, insuficiencia
cardiaca, enfermedad coronaria aguda, insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica o
cardiopatia yatrogénica.

Uso de la proteina BAG3 soluble humana como marcador en suero de un estado patoldgico seleccionado
de cardiopatia o un cancer pancreatico.

Uso segun la reivindicacion 12, en el que dicha cardiopatia se selecciona del grupo que consiste en: angina
de pecho, angina preinfarto, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria aguda,
insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica y cardiopatia yatrogénica.
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