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DESCRIPCION
NNMT como marcador para la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método in vitro para ayudar en la evaluacion de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (= EPOC). Se describe el uso de la proteina NNMT como marcador para diferenciar EPOC de
asma. Ademas, sobre todo se refiere a un método para diferenciar la EPOC de asma de una muestra, derivada de
un individuo mediante la medicién in vitro de la proteina NNMT en dicha muestra.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) es una enfermedad caracterizada por inflamacién cronica y
obstruccioén del flujo aéreo irreversible con un descenso en el parametro de la funcion pulmonar FEV1 que es mas
rapido de lo normal. Esto conduce a una limitacion del flujo de aire hacia y desde los pulmones causando falta de
aliento. La enfermedad tiene dos aspectos principales de patologia, es decir, la bronquitis crénica, caracterizada por
hipersecrecién de moco de las vias respiratorias conductoras, y enfisema, caracterizado por cambios destructivos en
los alveolos. En la practica clinica, la EPOC se define por su caracteristicamente bajo flujo de aire en las pruebas de
funcién pulmonar (Nathell, L., et al., Respiratory Research 8 (2007) 89). Al contrario que con el asma, esta limitacion
es poco reversible y por lo general empeora progresivamente con el tiempo.

A nivel mundial, la EPOC esta clasificada como la sexta causa principal de muerte en 1990. Se prevé que sea la
cuarta causa de muerte en el mundo en 2030 debido a un aumento en las tasas de tabaquismo y los cambios
demograficos en muchos paises (Mathers, CD, et al., PLoS Med. 3 (2006) E442). La EPOC es la cuarta causa de
muerte en los EE.UU., y la carga econémica de la EPOC en los EE.UU. en 2007 fue el 42,6 $ millones de dolares en
costos de atencién médica y pérdida de productividad.

La EPOC esta causada por particulas nocivas o gas, mas comunmente por fumar tabaco, lo que desencadena una
respuesta inflamatoria anormal en el pulmén (Rabe, K.F., et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 176 (2007 ) 532-555 y
Hogg, J.C., et al., N. Engl. J. Med. 350 (2004) 2645-2653). La respuesta inflamatoria en las vias respiratorias mas
grandes se conoce como bronquitis crénica, que se diagnostica clinicamente cuando la gente tose regularmente
esputo. En los alvéolos, la respuesta inflamatoria causa la destruccion de los tejidos del pulmén, un proceso
conocido como enfisema. El curso natural de la EPOC se caracteriza por subitos empeoramientos ocasionales de
los sintomas llamados exacerbaciones agudas, la mayoria de las cuales son causadas por infecciones o la
contaminacion del aire.

Muchos de los sintomas de la EPOC son compartidos por otras enfermedades respiratorias como el asma, la
bronquitis, fibrosis pulmonar y tuberculosis. El estandar de referencia actual para el diagndstico de la EPOC requiere
de pruebas de funcion pulmonar (espirometria), que es un procedimiento costoso en términos de tiempo y dinero
que solo puede ser realizado por un médico especialista de pulmén. Una prueba de espirometria, por ejemplo,
depende altamente de la cooperacion y el esfuerzo del paciente, y normalmente se repite al menos tres veces para
asegurar la reproducibilidad.

La bronquitis cronica puede diagnosticarse preguntando al paciente si tienen una "tos productiva" es decir, uno que
produce esputo.

El asma se diferencia de la EPOC en su respuesta patogénica y terapéutica, y por lo tanto debe ser considerada
como una entidad clinica diferente. Sin embargo, algunos pacientes con asma desarrollan limitacion del flujo aéreo
poco reversible, que actualmente son indistinguibles de los pacientes con EPOC pero a efectos practicos se tratan
como el asma. La alta prevalencia de asma y EPOC en la poblaciéon general resulta en la coexistencia de ambas
entidades de la enfermedad en muchos individuos. Este se caracteriza por la limitacion significativa del flujo aéreo y
una gran respuesta a los broncodilatadores. En estos pacientes, el volumen espiratorio forzado en un segundo
(FEV1) no vuelve a la normalidad y con frecuencia empeora con el tiempo.

Se sabe que los niveles séricos de CRP son significativamente mas altos en pacientes con asma en comparacion
con los controles normales (Fujita, M., et al., Ann Allergy Asthma Immunol. 99 (2007) 48-53). La CRP aumenta en
respuesta a un numero de condiciones infecciosas e inflamatorias y por lo tanto no es especifico de la EPOC
(Donaldson, G.C., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 175 (2007) 209-210). Por lo tanto, la CRP no cumple con los
criterios que se refiere a la precision diagndstica requerida para una herramienta de cribado de la EPOC.

El método de deteccion actual de la EPOC, la espirometria, parece que no es apropiado para su uso como
herramienta de cribado general. La espirometria es muy costosa, consume tiempo y no es asequible a los sistemas
de atencion de salud para un uso amplia y general en el cribado de un gran nimero de sujetos. Ademas, sus
resultados dependen en gran medida del cumplimiento de los pacientes.
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Se describe en la técnica que en la EPOC también se observa un aumento de neutréfilos, macroéfagos vy linfocitos T
(especificamente CD8+) en diversas partes de los pulmones, que se relacionan con el grado de limitacion del flujo
aéreo (Saetta, M., et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 157 (1998) 822-826). Puede haber un aumento de eosindfilos
en algunos pacientes, particularmente durante las exacerbaciones (Saetta, M., et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med.
150 (1994) 1646-1652 y Saetta, M., et al., Clin. Exp. Allergy 26 (1996) 766-774). Estas células inflamatorias son
capaces de liberar una variedad de citoquinas y mediadores de la inflamacion, sobre todo de leucotrieno 4,
interleucina-8 y TNF-a. Este patron inflamatorio es notablemente diferente del observado en pacientes con asma
bronquial. Los cambios inflamatorios pueden persistir después de dejar de fumar. Los mecanismos que explican la
perpetuacion de esta respuesta inflamatoria en ausencia de los eventos incitadores son desconocidos.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento simple y coste-efectivo de evaluar
la EPOC, por ejemplo para identificar a los individuos sospechosos de padecer EPOC. Para este propdsito, se debe
encontrar un marcador general de la EPOC presente en la circulacion, que sea detectable en los fluidos corporales
(por ejemplo sangre, suero o plasma).

Con el fin de ser de utilidad clinica, un nuevo marcador diagnéstico como marcador Unico deberia ser comparable a
otros marcadores conocidos en la técnica, o mejor. O bien, un nuevo marcador deberia conducir a una mejora en la
sensibilidad diagndstica o especificidad o bien si se usa solo o si se utiliza en combinaciéon con uno o mas
marcadores diferentes, respectivamente. La sensibilidad de diagnostico o la especificidad de una prueba esta mejor
valorado por sus caracteristicas operativas del receptor, que se describiran en detalle a continuacion.

La sangre completa, suero o plasma son las fuentes mas utilizadas en muestras de rutina clinica. La identificacion
de un marcador temprano de EPOC que ayudaria en la deteccion fiable de EPOC o proporcionar informacion
prondstica precoz podria conducir a un método que ayudaria mucho en el diagnéstico y en el tratamiento de esta
enfermedad. Por lo tanto, existe una necesidad clinica urgente para mejorar la evaluacion in vitro de la EPOC. Es
especialmente importante mejorar el diagndstico precoz de la EPOC, ya que para los pacientes diagnosticados en
estadios tempranos de EPOC las posibilidades de reversibilidad de dafos pulmonares son mucho mas altos en
comparacion con aquellos pacientes diagnosticados en una etapa mas progresada de la enfermedad.

Existe una necesidad en la técnica de identificar un indicador fiable y directo del estado de enfermedad de la EPOC
(por ejemplo, un marcador sustituto) tanto con el fin de distinguir de manera fiable los sintomas de la EPOC de los
anteriormente mencionados de otras enfermedades respiratorias, para predecir cambios en la gravedad de la
enfermedad, progresion de la enfermedad y la respuesta al medicamento.

Fue un objeto de la presente invencion investigar si un marcador bioquimico se puede identificar que se puede
utilizar en la evaluacién de la EPOC in vitro. En particular, los inventores de la presente invencion investigaron si un
marcador bioquimico podria ser identificado para la evaluacién de la EPOC en una muestra de fluido corporal.

Resumen de la invencion

Ahora se ha encontrado que el uso de la proteina NNMT puede superar, al menos parcialmente, algunos de los
problemas de los métodos disponibles para la evaluacion de la EPOC conocidos en la actualidad.

Sorprendentemente, se encontré en la presente invencidon que una determinacioén in vitro de la concentraciéon de
proteina NNMT en una muestra, permite la diferenciacién de la EPOC del asma. En este contexto se encontré que
una concentracion elevada de dicha proteina NNMT en dicha muestra obtenida de un individuo en comparacién con
una concentracion de referencia de proteina NNMT es indicativo de la presencia de la EPOC.

Se describe aqui un método in vitro para la evaluaciéon de la EPOC que comprende determinar en un suero, plasma,
o muestra de sangre completa la concentracion de proteina NNMT mediante un método de deteccidon inmunolégica y
utilizando el resultado determinado, en particular la concentracién determinada, para la diferenciaciéon de EPOC del
asma.

La invencién también se refiere a un método in vitro para diferenciar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) del asma en un sujeto, que comprende a) determinar la concentracion de proteina NNMT en un suero,
plasma, o muestra de sangre completa, y b) la comparacion de la concentracion de proteina NNMT determinada en
la etapa (a) con una concentracion de referencia de la proteina NNMT, en el que la concentracion de proteina NNMT
por encima de una concentracién de referencia es indicativo de la EPOC.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere al uso de la proteina NNMT en la diferenciacion in vitro
de la EPOC de asma en un suero, plasma, o muestra de sangre completa, en el que una concentracion de proteina
NNMT por encima de una concentracion de referencia para la proteina NNMT es indicativo de la EPOC.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere al uso del método in vitro para la evaluacién de la
EPOC de acuerdo con la presente invencion para diferenciar EPOC de otros tipos de enfermedades pulmonares,
preferiblemente asma.
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Aspectos y ventajas adicionales de la presente invencion seran evidentes a la vista de la descripcion detallada que
sigue.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores de la presente invencién han sido sorprendentemente capaces de demostrar que la proteina
marcadora NNMT es util para diferenciar EPOC de asma. Debido a las incertidumbres de la clasificacion de las
distintas etapas del dafio pulmonar, y especialmente de la EPOC segun el estado de los métodos de la técnica, es
muy posible que la proteina NNMT pueda llegar a ser uno de los criterios fundamentales en la evaluacion de los
pacientes con EPOC en el futuro.

El método de la presente invencion es adecuado para la diferenciacion de la EPOC de asma. Se han encontrado
que el aumento de las concentraciones de proteina NNMT en una muestra, en comparacién con los controles
normales son indicativos de EPOC.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método in vitro para diferenciar la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) de asma en un sujeto humano, que comprende a) determinar la concentracion de
proteina NNMT en un suero, plasma, o muestra de sangre completa y b) comparar la concentracion de proteina
NNMT determinada en la etapa (a) con una concentracion de referencia de la proteina NNMT, en el que una
concentracion de proteina NNMT por encima de una concentracion de referencia es indicativo de EPOC.

ASC, la "proteina similar a mota asociada a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento asociado a
caspasa" también se conoce como "diana de silenciamiento inducido por metilacion 1" (TMS1) (Swiss-Prot:
Q9ULZ3). La proteina ASC, en el sentido de la presente invencion, se caracteriza por la secuencia dada en Id. de
Sec. N° 1, es una proteina de 22 kDa. Los dominios de reclutamiento asociados a caspasas (CARD) median en la
interaccion entre las proteinas adaptadoras como APAF1 (factor activador de proteasa apoptética 1) y la pro-forma
de caspasas (por ejemplo, CASP 9) que participan en la apoptosis. ASC es un miembro de la familia de proteinas
adaptadoras que contienen CARD. En el documento WO 2006/105252se ha demostrado que el nivel de expresion
génica de ASC (= CARD-9) es indicativo para el diagndstico de la EPOC.

El papel bioldgico y la funcion de la proteina ARMET (rico en arginina, mutado en tumores en estadios tempranos,
ARP, Swiss-Prot ID: P55145) sigue siendo en gran medida dificil de alcanzar. La proteina ARMET en el sentido de la
presente invencion, se caracteriza por la secuencia dada en Id. de Sec. N° 2, es una proteina de 20,3 kDa. La
proteina ARMET consta de 179 aminoacidos, y lleva una secuencia sefal predicha (aa 1-21). El gen
correspondiente se encuentra en la banda cromosémica 3p21.1 y se caracteriz6 por primera vez por Shridhar, V., et
al., (Oncogene 12 (1996) 1931-1939). El gen esta altamente conservado y se puede encontrar en muchas especies
de mamiferos, como rata, ratén, vaca, y hamster. ARMET fue nombrado como tal, porque los estudios iniciales
sugirieron que ARMET tenia 50 aminoacidos mas en el extremo N-terminal que lleva una region rica en arginina
(Shridhar, V., et al., Oncogene 12 (1996) 1931-1939;. Shridhar, R., et al., Cancer Res. 56 (1996) 5576-5578;
Shridhar, V., et al., Oncogene 14 (1997) 2213-2216). Sin embargo, estudios mas recientes indican evidencias
transcritas de un marco de lectura abierto mas pequefio que no codifica el tramo de arginina (Tanaka, H., et al.,
Oncol. Rep. 7 (2000) 591-593; Mizobuchi, N., et al., Cell Struct. Func. 32 (2007) 41-50). Con la correspondiente
correccion del tamafo de la proteina, el codéon mutado descrito inicialmente (ATG50) se identifica ahora como el
codon de iniciacion. Petrova, P., et al., (J. Mol. Neurosci. 20 (2003) 173-188) purificd el producto del gen ARMET a
partir de medio acondicionado de una linea celular mesencefalica de astrocitos de rata de tipo 1 y la llamé MANF
(factor neurotréfico derivado de astrocito mensencefalico). La mayoria de los estudios recientes demostraron que
ARMET esta sobreregulada por la "respuesta de la proteina desplegada” (UPR), un proceso que se activa una vez
proteinas mal plegadas se acumulan en el reticulo endoplasmatico (ER) (Tanaka, H., et al., Oncol. Rep. 7 (2000)
591-593; Apostolou, A., et al., Exp Cell Res 314 (2008) 2454-2467). Sobre la base de este estudio, ARMET se
caracteriza como un nuevo mediador secretado de la via de adaptacion de UPR.

La proteina NNMT (nicotinamida N-metiltransferasa; SWISS-PROT: P40261) en el sentido de la presente invencion,
se caracteriza por la secuencia dada en Id. de Sec. N°: 3, es una proteina de 29,6 kDa y tiene un punto isoeléctrico
de 5,56. NNMT cataliza la N-metilacion de la nicotinamida y otras piridinas. Esta actividad es importante para la
biotransformacion de muchos farmacos y compuestos xenobioticos. Se ha descrito que la proteina se expresa
predominantemente en el higado y se encuentra en el citoplasma. NNMT ha sido clonada a partir de DNAc de
higado humano y contiene un marco de lectura abierto de 792 nucledtidos que codifica una proteina de 264
aminoacidos con una masa molecular calculada de 29,6 kDa. (Aksoy, S., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 14835-
14840). Poco se sabe en la literatura sobre un papel potencial de la enzima en la EPOC humana. En Kim, H. C., et
al., Am. J. Respir. Crit. Care Med. 181, pp. 797-805 se ha observado una expresiéon de RNAmM mas alto de NNMT en
células del musculo esquelético de pacientes con EPOC. En un estudio se ha demostrado que NNMT es un
biomarcador util para el cancer de pulmén (CP) (Tomida, M., et al., J. Cancer Res. Y Clin. Onc., 135 (2009) 1223-
1229). En dicho estudio, se ha encontrado que los niveles séricos de NNMT fueron significativamente mayores en
los pacientes de CP que en los pacientes con EPOC y donantes sanos. En Kharitonov et al., Proc. of the American
Thoracic Soc., 2004, vol. 1, No. 3, 191-199 se describen los efectos de los corticosteroides sobre biomarcadores no
invasivos de la inflamacién en asma y la enfermedad de EPOC.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 583 084 T3

la proteina endonucleasa Flap-1 (= FEN1, FEN-1), Swiss-Prot ID: P39748, en el sentido de la presente invencion, es
una proteina nuclear de 380 aminoacidos con un peso molecular de 42,6 kDa, que se caracteriza por la secuencia
dada en Id. de Sec. N°: 4. La secuencia de codificacion de FEN1 humana la predijo Murray en 1994 (Murray, J.M., et
al., Mol. Cell. Biol. 14 (1994) 4878-4888) a partir de una secuencia recientemente clonada. Basado en la funcion del
homologo de levadura rad2 se ha sugerido una funcion con gran fidelidad de la segregacion cromosémica y en la
reparacion del dafio del DNA inducido por UV. Debido a que estos son procesos fundamentales en la integridad
cromosomica, los autores también proponen una implicacién de la proteina en la evitacion del cancer. El locus del
gen en el cromosoma humano 11 lo identificd posteriormente Hiraoka, et al., (Hiraoka, L.R., et al., Genomics 25
(1995) 220-225) y Taylor, et al., (Taylor, T.D., et al. , Nature 440 (2006) 497-500). Las funciones de FEN1 y sus
interacciones con el DNA han sido el foco de numerosos estudios (Robins, P., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994)
28535-28538), Shen, B., et al., J. Biol. Chem. 271 (1996) 9173-9176, Hasan, S., et al., Mol. Cell 7 (2001) 1221-1231,
Qiu, J., et al., J. Biol. Chem. 277 (2002) 24659-24666 y Sakurai, S., et al., EMBO J. 24 (2005) 683-693). Se han
demostrado varias funciones enzimaticas en el metabolismo del DNA que incluye la actividad de endonucleasa que
escinde la estructura en aleta que sobresale en 5' generada por sintesis de desplazamiento cuando la polimerasa de
DNA se encuentra con el extremo 5' de un fragmento de Okazaki corriente abajo. Ademas FEN1 también posee una
actividad exonucleasa 5 'a 3' sobre el DNA de doble cadena con bucles “nicked” o con huecos “gapped”, y presenta
actividad RNasa H. Estos han sido revisados por Shen, et al., (Shen, B., et al., BioEssays 27 (2005) 717-729) o Liu,
etal., (Liu, Y., et al., Annu. Rev . Biochem. 73 (2004) 589-615).

La endonucleasa AP (APEX1, APEX-1) (. Swiss-Prot P27695) en el sentido de la presente invencion se caracteriza
por la secuencia dada en Id. de Sec. N°: 5. La molécula precursora no procesada consta de 318 aminoacidos y tiene
un peso molecular de 35,6 kDa. APEX1 participa en la reparacion del DNA y escinde el sitio apurinico o apirimidinico
de las cadenas de DNA. Tales sitios son abasicos se generan con relativa frecuencia de forma espontanea o por
medio de agentes quimicos o por glicosilasas de DNA que eliminan bases anormales especificas.

Los sitios de AP son lesiones premutagénicas que pueden prevenir la replicacion normal del DNA por lo que la
célula contiene sistemas para identificar y reparar dichos sitios. (Barzilay, G., y Hickson, I.D., Bioessays 17 (1995)
713-719). La estructura 3D fue aclarada y se identificaron los aminoacidos implicados en la actividad endonucleasa
(Barizilay, G., et al., Nature Structural Biology 2 (1995) 561-567; Gorman, M.A., et al., EMBO Journal 16 (1997)
6548-6558; Beernink, P., et al., J. Mol. Biol. 307 (2001) 1023-1034). APEX1 es también un regulador redox de
diversos factores de transcripcion tales como c-Fos, c-Jun, NF-KB y HIF-1. Esta actividad parece ser independiente
de la actividad endonucleasa. Ambas funciones se encuentran en diferentes dominios de la proteina (Barzilay, G., y
Hickson, I.D., Bioessays 17 (1995) 713-719). La fosforilacion de APEX1 por la proteina quinasa C aumenta la
actividad redox mientras que la forma no fosforilada esta implicada en la reparacion del DNA (Yacoub, A, et al.,
Cancer Res. 57 (1997) 5457-5459). Un sitio de fosforilacion, Y 261, (de acuerdo con la secuencia de Swissprot) fue
identificado por Rush, J., et al., Nature Biotech 23 (2005) 94-101).

Seprasa, también conocida como proteina de activacion de fibroblastos (= FAP), en el sentido de la presente
invencion es una glicoproteina de 170 kDa que tiene actividad gelatinasa y dipeptidil peptidasa que consta de dos
unidades seprasa monomeéricas idénticas (Pineiro-Sanchez, M.L., et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 7595-7601; Park,
J.E., et al., J. Biol Chem 274 (1999) 36505-36512).. EI mondmero de la membrana humana unido a proteinas
seprasa comprende 760 aminoacidos y se muestra en Id. de Sec. N°: 6. La seprasa humana se predice que tiene
sus primeros 4 residuos N-terminales en el citoplasma de los fibroblastos, seguido por un dominio transmembrana
de 21 residuos y a continuacion, un dominio catalitico C-terminal extracelular de 734 residuos (Goldstein, L.A., et al.,
Biochim. Biophys. Acta. 1361 (1997) 11-19; Scanlan, M.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994) 5657-5661).
Una forma mas corta de la proteina seprasa humana es conocida por el experto en la técnica como seprasa soluble
o enzima de la de escision del antiplasmina en circulacion (= APCE) (Lee, K.N., et al., Blood 103 (2004) 3783-3788;
Lee, K.N,, et al., Blood 107 (2006) 1397-1404), que comprende las posiciones de aminoacidos 26 a 760 del nimero
de acceso Q12884 de la base de datos Swissprot. El dimero de seprasa soluble es una glicoproteina de 160 kDa
que consta de dos unidades monoméricas solubles de proteinas seprasa idénticas. Pifieiro-Sanchez et al. (Supra)
encontré que un incremento en la expresion de seprasa se correlaciona con el fenotipo invasivo de las células de
melanoma y de carcinoma humano. Henry, L. R., et al., Clin. Cancer Res. 13 (2007) 1736-1741, describe que los
pacientes humanos con cancer de colon que tienen altos niveles de seprasa en estroma son mas propensos a tener
progresion agresiva de la enfermedad y desarrollo potencial de metastasis o recurrencia.

La dipeptidil peptidasa IV humana (DPPIV =), que también se conoce como CD26, es en el sentido de la presente
invencion una molécula de superficie celular de 110 kDa. La secuencia de aminoacidos de la proteina DPPIV
humana comprende 766 aminoacidos y se muestra en Id. de Sec. N° 7 (base de datos SwissProt N° de Acceso
P27487). Contiene actividad dipeptidil peptidasa IV intrinseca que elimina selectivamente el dipéptido N-terminal de
los péptidos con prolina o alanina en la tercera posicion de aminoacidos. También esta relacionada con varias
moléculas extracelulares y también esta involucrada en cascadas de transduccion de sefiales intracelulares. Las
actividades multifuncionales de DPPIV humana dependen del tipo de célula y las condiciones intracelulares o
extracelulares que influyen en su papel como una enzima proteolitica, receptor de superficie celular, proteina de
interaccion coestimuladora y mediador de transduccion de sefiales. DPPIV humana tiene un corto dominio
citoplasmatico desde la posicion de aminoacido 1 a 6, una regién transmembrana desde la posicién de aminoacidos
7 a 28, y un dominio extracelular desde la posicion de aminoacido 29 a 766 con la actividad intrinseca de la dipeptidil
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peptidasa IV (DPPIV). La secuencia de aminoacidos de la dipeptidil peptidasa IV humana soluble (=DPPIV soluble)
comprende la posiciones de aminoacidos 29 a 766 de niumero de acceso de base de datos Swissprot P27487. El
dimero de DPPIV soluble es una glicoproteina de 170 kDa que consiste en dos unidades de DPPIV solubles
monoméricas idénticas.

El "complejo de proteina DPPIV soluble/seprasa” (= DPPIV/seprasa) en el sentido de la presente invencion se refiere
al complejo soluble formado de un homodimero DPPIV soluble (170 kDa) y un homodimero seprasa soluble (160
kDa) con un peso molecular de 330 kDa. Bajo ciertas condiciones, este complejo puede formar un complejo doble
que tiene un peso molecular de 660 kDa.

Como es obvio para el experto en la materia, la presente invencion no debe considerarse limitada a la proteina de
longitud completa NNMT de Id. de Sec. N° 3. Los fragmentos fisiolégicos o artificiales de la proteina NNMT,
modificaciones secundarias de la proteina NNMT, asi como variantes alélicas de la proteina NNMT también estan
abarcados por la presente invencion. Las variantes de un polipéptido estan codificadas por el mismo gen, pero
pueden diferir en su punto isoeléctrico (= Pl) o el peso molecular (= PM), o ambos, por ejemplo, como resultado de
RNAm alternativo o procesamiento de pre-RNAm. La secuencia de aminoacidos de una variante es idéntica en un
95% o mas a la secuencia del marcador correspondiente. Los fragmentos artificiales abarcan preferiblemente un
péptido producido sintéticamente o mediante técnicas recombinantes, que al menos comprende un epitopo de
interés diagnostico que consiste en al menos 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos contiguos derivados de la secuencia
descrita en Id. de Sec. N°: 3. Tal fragmento puede ventajosamente ser utilizado para la generacion de anticuerpos o
como un estandar en un inmunoanalisis.

Al parecer, en la técnica anterior la presencia o el nivel de la proteina NNMT en un fluido corporal no se sabia de
utilidad en el diagndstico para la evaluacion de la EPOC. Los inventores de la presente invencién han encontrado
ahora y podrian establecer que un aumento de la concentracion de la proteina NNMT determinada a partir de una
muestra de fluido corporal derivada de un individuo es indicativo para la EPOC.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica, e inmunologia,
que estan dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia, tal
como, Sambrook, et al., Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, segunda edicion (1989); Gait, M. J., (Ed.)
Oligonucleotide Synthesis (1984); Freshney, R. ., (ed.), Animal Cell Culture (1987); Methods in Enzymology,
Academic Press, Inc.; Ausubel, F. M., et al., (eds.), Current Protocols in Molecular Biology (1987) (y actualizaciones
periddicas); Mullis, et al., (eds)., PCR: The Polymerase Chain Reaction (1994).

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado entendido cominmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Singleton, et al.,
Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 22 ed, John Wiley & Sons, Nueva York, N. Y. (1994); March,
Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 42 ed, John Wiley & Sons, Nueva York, N. Y.
(1992); Lewin, B., Genes V, publicado por Oxford University Press (1994), ISBN 0-19-854287 9); Kendrew, J., et al.,
(eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd. (1994), ISBN 0-632-02182-9); y
Meyers, R.A., Molecular Biology and Biotechnology (ed.): a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc. (1995), ISBN 1-56081-569 8) proporcionan a un experto en la materia una guia general para muchos
de los términos utilizados en la presente solicitud.

Tal como se usa en este documento, cada uno de los siguientes términos tiene el significado asociado con él en esta
seccion.

Los articulos "un" y "una" se usa aqui para referirse a uno o a mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un marcador” significa un marcador o mas de un marcador. El término
"al menos" se utiliza para indicar que, opcionalmente, uno o mas de un objeto puede estar presente.

La expresion "uno o mas" denota 1 a 50, preferiblemente de 1 a 20 también preferido 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 0
15.

El término "marcador" o "marcador bioquimico" tal como se utiliza aqui, se refiere a una molécula que se utilizara
como una diana para el andlisis de la muestra de ensayo de un individuo. En uno de tales ejemplos de realizacion
dichas dianas moleculares son proteinas o polipéptidos. Las proteinas o polipéptidos utilizados como marcador en la
presente invencion se contemplan para incluir variantes naturales de dicha proteina asi como fragmentos de dicha
proteina o dicha variante, en particular, fragmentos inmunolégicamente detectables. Los fragmentos
inmunolégicamente detectables preferentemente comprenden por lo menos 6, 7, 8, 10, 12, 15 o 20 aminoacidos
contiguos de dicho polipéptido marcador. Un experto en la técnica reconocera que las proteinas que son liberadas
por las células o presentes en la matriz extracelular pueden resultar dafiadas, por ejemplo, durante la inflamacion, y
podrian ser degradadas o escindidas en tales fragmentos. Ciertos marcadores se sintetizan en una forma inactiva,
que puede ser posteriormente activada por protedlisis. Como el experto en la técnica apreciara, las proteinas o
fragmentos de los mismos también pueden estar presentes como parte de un complejo. Tal complejo también puede
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utilizarse como un marcador en el sentido de la presente invencion. El término "marcaje” como se usa en el presente
documento se refiere a cualquier sustancia que es capaz de producir una sefial a través de la detecciéon directa o
indirecta.

Para la deteccion directa, el grupo marcador o marcaje adecuado para su uso en la presente invencion se puede
seleccionar de cualquier grupo marcador detectable conocido, pero no se limita a, cromégenos, grupos
fluorescentes, grupos quimioluminiscentes (por ejemplo ésteres de acridinio o dioxetanos), compuestos
electroquimioluminiscentes, catalizadores, enzimas, sustratos enzimaticos, colorantes, tintes fluorescentes (por
ejemplo fluoresceina, cumarina, rodamina, oxazina, resorufina, cianina y derivados de los mismos), particulas
metdlicas y no metalicas coloidales, y particulas de latex de polimero organico. Otros ejemplos de grupos
marcadores son los complejos metalicos luminiscentes, tales como rutenio o europio, complejos de enzimas, por
ejemplo los utilizados para ELISA, y radioisétopos.

Los sistemas de deteccion indirectos comprenden, por ejemplo, que el reactivo de deteccion, por ejemplo, el
anticuerpo de deteccion, esté marcado con un primera parte de una pareja de union bioafin. Los ejemplos de pares
de unién adecuados son hapteno o antigeno/anticuerpo, biotina o andlogos de biotina tales como aminobiotina,
iminobiotina o destiobiotina/avidina o estreptavidina, azucar/lectina, acido nucleico o analogo de acido nucleico/acido
nucleico complementario, y receptor/ligando, por ejemplo, receptor de hormona esteroide/hormona esteroide. Los
miembros preferidos de primera parte de unién comprenden hapteno, antigeno y hormona. Especialmente preferidos
son los haptenos como la digoxina y la biotina y analogos de los mismos. El segundo miembro de dicho par de unién
es, por ejemplo, un anticuerpo, estreptavidina, etc., por lo general marcado para permitir la deteccion directa, por
ejemplo, mediante los marcadores mencionados anteriormente.

Ademas, o como alternativa, un polipéptido marcador o una variante del mismo puede llevar una modificacion
posterior a la traduccion. Las modificaciones postraduccionales preferidas son glicosilacion, acilacion, o fosforilacion.

El término " evaluacion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica" o "la evaluacion de la EPOC" se utiliza para
indicar que el método segun la presente invencién solo o junto con otros marcadores o variables, por ejemplo, ayuda
al médico para establecer o confirmar la ausencia o la presencia de la EPOC. El método, por ejemplo, sera util para
establecer o confirmar la ausencia o presencia de la EPOC.

Un "marcador para la EPOC" en el sentido de la presente invencién es un marcador que, como Unico marcador o si
se combina con el marcador NNMT, afiade la informacién pertinente en la evaluacién de la EPOC a la pregunta de
diagndstico bajo investigacion. La informacion se considera relevante o de valor adicional si en una especificidad
determinada, la sensibilidad, o si en una sensibilidad determinada, la especificidad, respectivamente, para la
evaluacion de la EPOC se puede mejorar mediante la inclusion de dicho marcador en un panel de marcadores
(combinacion de marcadores) que ya comprenda el marcador NNMT. Preferiblemente, la mejora en la sensibilidad o
especificidad, respectivamente, es estadisticamente significativa a un nivel de significaciéon de p = 0,05, 0,02, 0,01 o
inferior.

El término "muestra" o "muestra de ensayo", como se usa aqui, se refiere a una muestra bioldgica obtenida de un
individuo con el propdsito de la evaluacion in vitro. En los métodos de la presente invencion, la muestra o la muestra
del paciente puede comprender en una realizacién de la presente invencion cualquier liquido corporal. Las muestras
preferidas son liquidos corporales, tales como suero, plasma o sangre completa, suero o plasma son los mas
preferidos.

La proteina NNMT, en particular las formas solubles de la proteina NNMT, se determina in vitro en una muestra
adecuada. Preferiblemente, la muestra deriva de un sujeto humano, por ejemplo, un paciente con EPOC o una
persona en riesgo de EPOC o una persona sospechosa de tener EPOC. También se determina la proteina NNMT de
forma preferida en una muestra de suero o plasma.

El término "muestra de referencia" como se usa aqui, se refiere a una muestra bioldgica proporcionada por un grupo
de referencia de individuos aparentemente sanos con el propdsito de la evaluacion in vitro. El término "concentracion
de referencia" como se usa aqui se refiere a un valor establecido en un grupo de referencia de individuos
aparentemente sanos.

Es conocido para un experto en la técnica que los resultados de la medicion del paso (a) de acuerdo con el método
de la presente invencion sera comparado con una concentracion de referencia. Tal concentracion de referencia
puede ser determinada usando una muestra negativa de referencia, una muestra de referencia positiva, o una
muestra de referencia mixta que comprende uno o mas de uno de estos tipos de controles. Una muestra de
referencia negativa preferiblemente comprendera una muestra de no fumador, fumadores control sin diagndstico de
EPOC, asma o diversas combinaciones de los mismos. Una muestra de referencia positiva preferiblemente
comprendera una muestra de un sujeto con EPOC diagnosticada.

La expresion "comparar la concentracion determinada con una concentraciéon de referencia" se utiliza simplemente
para ilustrar adicionalmente lo que es evidente para el experto en la materia de todos modos. Una concentraciéon de
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referencia se establece en una muestra de control. La muestra de control puede ser una muestra de control interno o
una muestra de control externo. En una realizacién se usa una muestra de control interno, es decir, el nivel del
marcador se evaluado en la muestra de prueba, asi como en una o mas muestras tomadas del mismo sujeto para
determinar si hay algun cambio en el nivel de dicho marcador. En otra realizacion se usa una muestra de control
externo. Para una muestra de control externo la presencia o cantidad de un marcador en una muestra derivada del
individuo se compara con su presencia o cantidad en un individuo que se sabe que sufre de, o que se sabe que esta
en riesgo de una condicion determinada; o un individuo que se sabe que esta libre de una condicién determinada, es
decir, un "individuo normal". Por ejemplo, un nivel de marcador en una muestra de paciente se puede comparar con
un nivel conocido que se asocia con un curso especifico de la EPOC. Por lo general, el nivel de marcador de la
muestra esta directamente o indirectamente correlacionado con un diagnoéstico y el nivel del marcador se utiliza, por
ejemplo para determinar si un individuo esta en riesgo de EPOC. Por otra parte, el nivel de marcador de la muestra
puede ser comparado, por ejemplo, con un nivel de marcador que se sabe que esta asociado con una respuesta a la
terapia en pacientes con EPOC, el diagnostico de la EPOC, la guia para la seleccion de un medicamento apropiado
para la EPOC, la valoracion del riesgo de progresion de la enfermedad, o en el seguimiento de pacientes con EPOC.
Dependiendo del uso previsto del diagndstico se elige una muestra de control apropiado y un valor de control o de
referencia para el marcador establecido en el mismo. Se apreciara por el experto en la materia que dicha muestra de
control en una realizacion se obtiene de una poblacién de referencia que esta emparejado por la edad y libre de
confundir enfermedades. También queda claro para el experto en la materia, que los valores de los marcadores
absolutos en una muestra control dependeran del ensayo utilizado. Se utilizan preferiblemente muestras de 100
individuos bien caracterizados de la poblacion de referencia apropiada para establecer un valor (de referencia) de
control. También se prefiere que la poblacion de referencia se elija entre 20, 30, 50, 200, 500 o 1000 individuos. Los
individuos sanos representan una poblacion de referencia preferida para establecer un valor de control.

El término "medicién", "medir" o "determinaciéon" comprende preferentemente una mediciéon cualitativa,
semicuanitativa o cuantitativa. En la presente invencion la proteina NNMT se mide en una muestra de fluido corporal.
En una realizacion preferida, la medicién es una medida semicuantitativa, es decir, se determina si la concentracion
de proteina NNMT esta por encima o por debajo de un valor de corte. Como el experto en la materia apreciara, en
un ensayo de Si- (presencia) o No- (ausencia), la sensibilidad del ensayo se ajusta usualmente para que coincida
con el valor de corte.

Los valores de proteina NNMT como se determina en un grupo de control o de una poblacion de control se utilizan
por ejemplo para establecer un valor de corte o un rango de referencia. Un valor por encima de dicho valor de corte
o fuera del rango de referencia en su extremo superior esta considerado como elevado o como indicativo de la
presencia de EPOC.

En una realizacién, se establecié un valor fijo de corte. Dicho valor de corte se elige para que coincida con la
cuestion de diagndstico de interés.

En una realizacion, el corte se establece para dar lugar a una especificidad del 90%, también se prefiere establecer
la linea de corte para dar lugar a una especificidad del 95%, o también se prefiere establecer la linea de corte para
dar lugar a una especificidad del 98%.

En una realizacion, el corte se establece para dar lugar a una especificidad del 90%, también se prefiere establecer
la linea de corte para dar lugar a una especificidad del 95%, o también se prefiere establecer la linea de corte para
dar lugar a una especificidad del 98%.

En una realizacion, se utilizan los valores de proteina NNMT como se determina en un grupo de control o de una
poblacion de control para establecer un rango de referencia. En una realizacion preferida una concentracion de
proteina NNMT se considera elevada si el valor determinado esta por encima del percentil 90% del rango de
referencia. En realizaciones preferidas adicionales una concentracion de proteina NNMT se considera elevada si el
valor determinado esta por encima del percentil 95%, del percentil 96%, del percentil 97% o el percentil 97,5% del
rango de referencia.

Un valor por encima del valor de corte puede ser indicativo, por ejemplo de la presencia de EPOC. Un valor por
debajo del valor de corte puede ser indicativo por ejemplo de la ausencia de la EPOC.

En una realizacion preferida adicional, la medicion de la proteina NNMT es una medida cuantitativa. En otras formas
de realizacion la concentracion de proteina NNMT se correlaciona a una pregunta de diagndstico subyacente.

Una muestra proporcionada de un paciente con EPOC ya confirmada puede utilizarse en ciertas configuraciones
como una muestra de control positivo y analizarse preferiblemente en paralelo con la muestra a analizar. En tales
configuraciones un resultado positivo para la proteina marcadora NNMT en la muestra de control positivo indica que
el procedimiento de prueba ha funcionado en el plano técnico.

Como el experto en la materia apreciara, cualquiera de tales analisis se realiza in vitro. La muestra (muestra de
ensayo) se desecha después. La muestra se utiliza Unicamente para el método diagnéstico in vitro de la invencién y
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el material de la muestra no se transfiere de nuevo al cuerpo del paciente. Tipicamente, la muestra es una muestra
de fluido corporal, por ejemplo, suero, plasma, o sangre completa.

El método de acuerdo con la presente invencion se basa en una muestra de fluido o liquido corporal que se obtiene
de un individuo y en la determinacion in vitro de la proteina NNMT en dicha muestra. Un "individuo" como se usa
aqui, se refiere a un solo organismo humano o no humano. Por lo tanto, los métodos y composiciones descritos en
este documento son aplicables tanto a la enfermedad humana como a la veterinaria. Preferiblemente, el individuo,
sujeto, o paciente es un ser humano.

Preferiblemente, la proteina marcadora NNMT se determina especificamente in vitro a partir de una muestra liquida
mediante el uso de un agente de unién especifico.

En una realizacion preferida de acuerdo con la presente invencidén, se determina la concentracién de proteina
NNMT. En una realizacion, la concentracion de proteina marcadora NNMT se determina especificamente in vitro a
partir de una muestra mediante el uso de un agente de unién especifico.

Un agente de union especifico es, por ejemplo, un receptor para la proteina NNMT, una lectina de unién a la
proteina NNMT, un anticuerpo contra la proteina NNMT, pepticuerpos contra la proteina NNMT, enlazantes doble
biespecificos o formatos de anticuerpos biespecificos. Un agente de union especifico tiene al menos una afinidad de
10" I/mol para su molécula diana correspondiente. El agente de unién especifico tiene preferiblemente una afinidad
de 10® I/mol o también preferiblemente de 10° I/mol para su molécula diana.

Como el experto en la materia apreciara, el término especifico se utiliza para indicar que otras biomoléculas
presentes en la muestra no se unen significativamente al agente de union especifico para la secuencia de proteina
NNMT de Id. de Sec. N°: 3. Preferiblemente, el nivel de unién a una biomolécula distinta de la molécula diana resulta
en una afinidad de unién que es a lo sumo un 10% o menos, sélo el 5% o menos, soélo el 2% o menos, o sélo el 1%
o menos de la afinidad a la molécula diana, respectivamente. Un agente de unién especifico preferido cumplira tanto
el criterio minimo anterior para la afinidad, asi como para la especificidad.

Los ejemplos de agentes de unién especificos son péptidos, miméticos de péptidos, aptameros, espiegélmeros,
darpins, proteinas de repeticién de anquirina, dominios de tipo Kunitz, anticuerpos, anticuerpos de dominio Unico,
(véase: Hey, T., et al., Trends Biotechnol 23 (2005) 514-522) y fragmentos de anticuerpos monovalentes.

En ciertas realizaciones preferidas, el agente de union especifico es un polipéptido.

En ciertas realizaciones preferidas, el agente de union especifico es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
monovalente, preferiblemente un fragmento monovalente derivado de un anticuerpo monoclonal.

Los fragmentos de anticuerpo monovalentes incluyen, pero no se limitan a Fab, Fab'-SH, anticuerpo de dominio
Unico, Fv, y fragmentos scFv, como se proporciona a continuacion.

El término "anticuerpo” en este documento se usa en el sentido mas amplio y cubre especificamente anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos)
formados a partir de al menos dos anticuerpos intactos, y fragmentos de anticuerpos, siempre que exhiban la
actividad biologica deseada. En ciertas realizaciones preferidas, el agente de union especifico es un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo monovalente, preferiblemente un fragmento monovalente derivado de un anticuerpo
monoclonal.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno
natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con los usos de
investigacion, de diagnostico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos
proteicos o no proteicos. En algunas realizaciones, un anticuerpo se purifica (1) hasta mas de un 95% en peso de
anticuerpo segun se determina mediante, por ejemplo, el método de Lowry, y en algunas realizaciones, a mas de un
99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-
terminal o interna mediante el uso de, por ejemplo, un secuenciador de taza giratoria, o (3) hasta homogeneidad
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o condiciones no reductoras usando, por ejemplo, azul de
Coomassie o tincion de plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya
que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. Sin embargo, habitualmente el
anticuerpo aislado se preparara mediante al menos un paso de purificacion.

Los "anticuerpos nativos" son normalmente glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons,
compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esta
unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente, mientras el nimero de enlaces disulfuro varia entre
las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena pesada y ligera también tiene
puentes disulfuro regularmente espaciados entre las cadenas. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio
variable (VH) seguido de un nimero de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un
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extremo (VL) y un dominio constante en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con
el primer dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el
dominio variable de la cadena pesada. Se cree que determinados residuos de aminoacidos forman una interfaz entre
los dominios variables de la cadena ligera y de la cadena pesada.

La "regién variable" o "dominio variable" de un anticuerpo se refiere a los dominios amino-terminal de la cadena
pesada o ligera del anticuerpo. El dominio variable de la cadena pesada puede ser denominado como "VH". El
dominio variable de la cadena ligera puede ser denominado como "VL". Estos dominios son generalmente las partes
mas variables de un anticuerpo y contienen los sitios de unién a antigeno.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertas porciones de los dominios variables difieren ampliamente en
la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la union y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a través de los dominios variables de los
anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones hipervariables (HVR), ambos en los dominios
variables de la cadena ligera y de la cadena pesada. Las partes mas altamente conservadas de los dominios
variables se denominan las regiones marco (FR). Los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras nativas
comprenden cada uno cuatro regiones FR, adoptando en gran parte una configuracion de hoja beta, conectadas por
tres HVR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de la estructura de lamina beta. Las
HVR en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por las regiones FR y, con la HVR de la otra
cadena, contribuyen a la formacion del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat, et al., Sequences
of Proteins of Immunological interest, quinta ediciéon, National Institute of Health, Bethesda, MD (1991)). Los
dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero presentan
diversas funciones efectoras, como la participacién del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrado se pueden asignar a
uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (A), en base a las secuencias de
aminodacidos de sus dominios constantes.

Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los
anticuerpos (inmunoglobulinas) pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de estas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por
ejemplo, 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, e IgA2. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidos y se describen generalmente en,
por ejemplo, Abbas, et al., Celular y Mol. Inmunology, 42 ed., W. B. Saunders, Co. (2000). Un anticuerpo puede ser
parte de una molécula de fusion mayor, formada por asociacion covalente o no covalente del anticuerpo con una o
mas de otras proteinas o péptidos.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo” se usan en este
documento indistintamente para referirse a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, no a fragmentos de
anticuerpo como se define a continuacion. Los términos particularmente se refieren a un anticuerpo con cadenas
pesadas que contienen una region Fc.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcién de un anticuerpo intacto, que comprende preferiblemente
la region de union a antigeno del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena unica; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

La digestion de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos idénticos de unién a antigeno, llamados
fragmentos "Fab", cada uno con un Unico sitio de unién al antigeno, y un fragmento residual "Fc", cuyo nombre
refleja su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab')2 que tiene
dos sitios de combinacion a antigeno y todavia es capaz de unirse al antigeno.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de unién al antigeno. En una realizacion,
una especie de Fv de dos cadenas consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y de cadena
ligera en estrecha asociacion no covalente. En una especie de Fv de una sola cadena (scFv), un dominio variable de
cadena pesada y de cadena ligera pueden estar unidos covalentemente por un conector peptidico flexible tal que las
cadenas ligera y pesada pueden asociarse en una estructura "dimérica" analoga a la de una especie de Fv de dos
cadenas. Es en esta configuracion que las tres HVR de cada dominio variable interactdan para definir un sitio de
union al antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis HVR confieren al anticuerpo
especificidad de unién al antigeno. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que
comprende sélo tres HVR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno,
aungue a una afinidad menor que el sitio de unién completo.

El fragmento Fab contiene los dominios variables de las cadenas pesada y ligera y también contiene el dominio

constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab'
difieren de los fragmentos Fab por la adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxi terminal de la cadena
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pesada de dominio CH1 incluyendo una o mas cisteinas de la regidon bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la
designacion en este documento para Fab' en el que el residuo cisteina de los dominios constantes portan un grupo
tiol libre. Se produjeron originalmente F(ab')2 de anticuerpos como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas
bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos de anticuerpos "Fv de cadena sencilla" o "scFv" comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo,
donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido scFv
comprende ademas un polipéptido enlazador entre los dominios VH y VL que permite que el scFv forme la estructura
deseada para la unién a antigeno. Para una revision de scFv, ver, por ejemplo, Pluckthuen, en: The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore (eds.), Springer-Verlag, Nueva York (1994) pp. 269-315.

El término "diacuerpos" se refiere a fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno, fragmentos que
comprenden un dominio variable (VH) de cadena pesada conectado a un dominio variable (VL) de cadena ligera en
la misma cadena de polipéptido (VH-VL). Mediante el uso de un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos pueden ser
bivalentes o biespecificos. Los diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo, EP 0404097; WO
1993/01161; Hudson, et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134; y Hollinger, et al., PNAS USA 90 (1993) 6444-6448.
Triacuerpos y tetracuerpos también se describen en Hudson, et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134.

El término "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son
idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo, mutaciones de origen natural, que pueden estar presentes
en cantidades menores. De este modo, el modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como no siendo
una mezcla de anticuerpos discretos. En ciertas realizaciones, dicho anticuerpo monoclonal tipicamente incluye un
anticuerpo que comprende una secuencia de polipéptido que se une a una diana, en el que la secuencia de
polipéptidos de unién a la diana se obtuvo mediante un proceso que incluye la seleccidon de una Unica secuencia de
polipéptido de unidn a diana a partir de una pluralidad de secuencias de polipéptidos . Por ejemplo, el proceso de
seleccion puede ser la seleccion de un clon Unico de una pluralidad de clones, como un grupo de clones de
hibridomas, clones de fagos o clones de DNA recombinante. Se debe entender que una secuencia de unién a la
diana seleccionada puede alterarse adicionalmente, por ejemplo, para mejorar la afinidad por la diana, para
humanizar la secuencia de unién a la diana, para mejorar su produccion en el cultivo celular, para reducir su
inmunogenicidad in vivo, para crear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que un anticuerpo que comprende la
secuencia de unién a la diana alterada también es un anticuerpo monoclonal de esta invencién. En contraste con las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpo monoclonal se
dirige contra un uUnico determinante en un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpo
monoclonal tienen la ventaja de que por lo general no estan contaminados con otras inmunoglobulinas.

Un agente de union especifico es preferiblemente un anticuerpo reactivo con Id. de Sec. N°: 3.

Para los logros como se describe en la presente invencion, se pueden utilizar anticuerpos de diversas fuentes. Los
protocolos estandar para la obtencion de anticuerpos pueden ser utilizados, asi como los métodos alternativos
modernos. Los métodos alternativos para la generacion de anticuerpos comprenden, entre otros, el uso de péptidos
sintéticos o recombinantes, que representan un epitopo clinicamente relevante de NNMT para la inmunizacién.
Alternativamente, puede utilizarse la inmunizacién con DNA también conocida como vacuna de DNA. Es evidente
que se pueden utilizar los anticuerpos monoclonales o policlonales de diferentes especies, por ejemplo, conejos,
ovejas, cabras, ratas o cobayas. Dado que los anticuerpos monoclonales se pueden producir en cualquier cantidad
requerida con propiedades constantes, representan las herramientas ideales en el desarrollo de un ensayo para la
rutina clinica.

Como el experto en la materia apreciara ahora, la proteina NNMT se ha identificado como un marcador que es Uutil
en la evaluacion de la EPOC. Varios procedimientos de inmunodiagnoéstico se pueden utilizar para lograr datos
comparables a los logros de la presente invencion.

Para la determinacion de la proteina NNMT se incuba la muestra obtenida de un individuo in vitro con el agente de
union especifica para NNMT en condiciones apropiadas para la formacion de un complejo de agente de unién a
NNMT. Tales condiciones no necesitan especificarse, ya que el experto en la materia sin ningin esfuerzo inventivo
puede identificar facilmente tales condiciones de incubacion apropiadas. La cantidad de complejo de agente de
union a NNMT se determina y se utiliza en la evaluacion de la EPOC. Como el experto en la técnica apreciara,
existen numerosos métodos para determinar la cantidad de complejo de agente de unién especifico a NNMT todo
descrito con detalle en los libros de texto pertinentes (cf., por ejemplo, Tijssen, P., supra, o Diamandis, E.P., y
Christopoulos, T.K. (eds.), immunoassay, Academic Press, Boston (1996)).

Los inmunoensayos son bien conocidos por el experto en la materia. Los métodos para llevar a cabo tales ensayos,
asi como las aplicaciones practicas y procedimientos se resumen en los libros de texto relacionados. Los ejemplos
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de los libros de texto relacionados son Tijssen, P., Preparacién de enzima-anticuerpo u otros conjugados enzima-
macromolécula, en: Practice and theory of enzyme immunoassays, pp 221-278, Burdon, R.H., y V. Knippenberg,
P.H., (eds.), Elsevier, Amsterdam (1990), y varios volimenes de Colowick, S.P., y Caplan, N.O. (Eds.), Methods in
Enzymology, Academic Press, que trata de los métodos de deteccion inmunoldégicos, especialmente los volimenes
70,73,74,84,92y 121.

La presente invencion también se refiere en una realizaciéon a la utilizacién de un anticuerpo que se une
especificamente a la proteina NNMT en un método de acuerdo con la presente invencion.

En una forma de realizaciéon en un método de acuerdo con la presente invencién, se mide la proteina NNMT en un
procedimiento de inmunoensayo.

En una realizacion adicional la proteina NNMT se detecta en un inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA).

En una realizacion adicional la proteina NNMT se detecta en un ensayo de sandwich (formato de ensayo tipo
sandwich). En tal ensayo, un primer agente de unidn especifica se utiliza para capturar la proteina NNMT en un lado
y un segundo agente de union especifico, que estd marcado para ser directa o indirectamente detectable, se usa en
el otro lado. Los agentes de unidon especificos utilizados en un formato de ensayo tipo sandwich pueden ser
anticuerpos dirigidos especificamente contra la proteina NNMT. Por una parte, la deteccion puede llevarse a cabo
mediante el uso de diferentes anticuerpos de captura marcados, es decir, anticuerpos que reconocen diferentes
epitopos en el polipéptido NNMT. Por otra parte, un ensayo de tipo sandwich también puede llevarse a cabo con un
anticuerpo de captura y el marcaje esta dirigido contra el mismo epitopo de proteina NNMT. En esta realizacion, sélo
se pueden detectar formas di- y multiméricas de la proteina NNMT. En una realizacién se utiliza un anticuerpo
dirigido a la proteina NNMT en un inmunoensayo cualitativo (NNMT presente o ausente) o cuantitativo (se determina
la cantidad de NNMT).

En una realizacién adicional el método de acuerdo con la presente invencion se basa en la medicién de NNMT, en el
que dicha medicion de NNMT se realiza en un inmunoensayo de tipo sandwich que emplea al menos dos
anticuerpos reactivos con al menos dos epitopos no solapantes.

En una forma de realizacién adicional se detecta la proteina NNMT en un ensayo competitivo. En tal formato de
ensayo se utiliza un agente de unién que se une especificamente a NNMT de Id. de Sec. N°: 3. En una mezcla
NNMT marcado que se ha afhadido a la mezcla y NNMT comprendido en una muestra compiten por la unién al
agente de unién especifica. El alcance de esta competicion puede medirse de acuerdo con procedimientos estandar.

La concentracion de la proteina NNMT en muestras de ensayo se puede determinar in vitro utilizando un ELISA
especifico, como ya se ha descrito anteriormente. Al usar de este formato de ensayo, los inventores han demostrado
que las muestras de pacientes ya diagnosticados de EPOC por métodos clasicos, por ejemplo, espirometria, se
pueden distinguir de las muestras de individuos aparentemente sanos. Los resultados se muestran en la seccion de
ejemplos de esta solicitud.

Los inventores de la presente invencidon sorprendentemente son capaces de detectar proteina NNMT en una
muestra de fluido corporal. Aun mas sorprendente es que son capaces de demostrar que la presencia de proteina
NNMT en dicha muestra de fluido obtenida de un individuo puede correlacionarse con la EPOC. No se requiere
tejido ni ninguna muestra de biopsia para hacer uso del marcador NNMT en la evaluacion de la EPOC. La medicién
del nivel de proteina NNMT en (por ejemplo, una pequefa alicuota de) un simple muestra de fluido corporal se
considera muy ventajosa en el campo de la EPOC.

En una realizacién preferida del método de acuerdo con la presente invencién se practica con suero como material
de muestra. En una realizacién preferida adicional, el método de acuerdo con la presente invencion se practica con
plasma como material de muestra. En una realizacién preferida adicional, el método de acuerdo con la presente
invencion se practica con sangre completa como material de muestra.

En una realizacion preferida adicional, la presente invencion se refiere al uso de la proteina NNMT como molécula
marcadora en la evaluacion in vitro de la EPOC a partir de una muestra liquida obtenida de un individuo.

El escenario ideal para el diagndstico seria una situacion en la que un Unico evento o proceso causaria la
enfermedad correspondiente, tal como, por ejemplo, en enfermedades infecciosas. En todos los demas casos un
diagndstico correcto puede ser muy dificil, especialmente cuando la etiologia de la enfermedad no se entiende
completamente como es el caso de la EPOC. Como el experto en la materia apreciara, ningin marcador bioquimico
es diagndstico con 100% de especificidad, y al mismo tiempo 100% sensible para una enfermedad multifactorial
determinada, como, por ejemplo para la EPOC. Mas bien, los marcadores bioquimicos se usan para evaluar con una
determinada probabilidad o valor predictivo una cuestion de diagndstico subyacente, por ejemplo, la presencia,
ausencia, o la gravedad de una enfermedad. Por lo tanto en el diagnoéstico clinico de rutina, en general, diversos
sintomas clinicos y marcadores biolégicos se consideran en conjunto en la evaluacién de una enfermedad
subyacente. El experto en la materia esta totalmente familiarizado con los métodos matematicos/estadisticos que

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 583 084 T3

habitualmente se utilizan para calcular un riesgo relativo o la probabilidad de la cuestién de diagndstico que deben
evaluarse. En la practica clinica rutinaria diversos sintomas clinicos y marcadores bioldgicos generalmente se
consideran juntos por un médico en el diagndstico, tratamiento y manejo de la enfermedad subyacente.

Los pacientes con EPOC se tratan tradicionalmente con broncodilatadores o esteroides y se examinan mediante
espirometria para la reversibilidad de la obstruccion del flujo aéreo. Si la reversibilidad es inferior al 15%, y en
particular si tienen una larga historia de tabaquismo, entonces se clasificaran como pacientes con EPOC.

Los criterios ATS (American Thoracic Society) para el diagnostico de la EPOC son los siguientes:

» Relacién de FEV1/FVC <0,7

* FEV1 <70% del valor tedrico, <15% de reversibilidad a la inhalacién de agonista B2:

2 semanas con tratamiento de prednisolona oral produce menos de 15% de reversibilidad del FEV1
* historial de fumador

FEV1 es el volumen de aire expulsado de los pulmones en un segundo, empezando desde una posicién de maxima
inspiracion y el sujeto haciendo el maximo esfuerzo. FEV1% es el FEV1 expresado como un porcentaje de la
capacidad vital forzada (FVC). EI FVC es el volumen total de aire expulsado de los pulmones desde una posicion de
maxima inspiracion con el sujeto haciendo el maximo esfuerzo. FEV1 se puede medir utilizando un espirémetro para
medir el volumen de aire expirado en el primer segundo de la espiracion.

La clasificacién espirométrica de la EPOC segun la ATS (American Thoracic Society)/Sociedad Europea de
Enfermedades Respiratorias 2004 se muestra en la Tabla 1. ATS EPOC en estadio 0 ya no se utiliza actualmente en
el sistema de clasificacion de la ATS.

Tabla 1:
Estadio de | Gravedad FEV1/FVC postbroncodilatador FEV1% pred.
EPOC
0 En riesgo * >0,7 >80%
[ EPOC leve <0,7 >80%
1] EPOC moderada <0,7 50% - 80%
11 EPOC grave <0,7 30% - 50%
v EPOC muy grave <07 <30%
FEV1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; #: pacientes que fuman
o estan expuestos a contaminantes, tener tos, esputo o disnea, tienen antecedentes familiares de enfermedad
respiratoria.

En la evaluacion de la EPOC la proteina marcadora NNMT sera una ventaja en uno o mas de los siguientes
aspectos: evaluacion; cribado; estadificacion de la enfermedad; seguimiento de la progresion de la enfermedad;
prondstico; orientacion de la terapia y el seguimiento de la respuesta al tratamiento.

Las areas preferidas de importancia diagndstica en la evaluaciéon de un individuo que se sospecha o se sabe que
tiene EPOC son el cribado, estadificacion de la enfermedad, seguimiento de la progresion de la enfermedad y el
seguimiento de la respuesta al tratamiento.

Cribado (evaluacion de si los individuos estan en riesgo de desarrollar EPOC o tienen EPOC):

El cribado se define como la aplicacion sistematica de una prueba para identificar a los individuos por ejemplo, en
individuos de riesgo, para los indicadores de una enfermedad, por ejemplo, la presencia de la EPOC.
Preferiblemente, la poblacién de seleccidon se compone de individuos que se sabe estan en riesgo de EPOC superior
a la media. Por ejemplo, una poblacion de cribado para la EPOC se compone de individuos que se sabe estan en
riesgo de EPOC superior a la media, como los fumadores y exfumadores.

El cribado en el sentido de la presente invencién se refiere a la evaluacién imparcial de los individuos con respecto a
su riesgo de desarrollar EPOC.

La medicion de la proteina NNMT ayudara al médico para evaluar la presencia o ausencia de la EPOC en un
individuo sospechoso de tener EPOC.

En una realizacion, la presente invencion se refiere al uso de la proteina NNMT en la evaluacion de la EPOC.
Preferiblemente la proteina NNMT se utiliza en la evaluacién de la presencia o ausencia de la EPOC.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere al uso de la proteina NNMT en la evaluacién in vitro de

la EPOC en una muestra, en el que una concentracion de proteina NNMT por encima de una concentraciéon de
referencia de proteina NNMT es indicativo de la EPOC.
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En una realizacion preferida, dicha muestra de acuerdo con el uso se selecciona del grupo que consiste en suero,
plasma y sangre completa.

En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere al uso de la proteina NNMT en la evaluacion in vitro de
la EPOC en un suero, plasma, o muestra de sangre completa, en el que una concentracion de proteina NNMT por
encima de una concentracion de referencia de proteina NNMT en un suero, plasma, o muestra de sangre es
indicativa de la presencia de la EPOC.

Estadificacion de los pacientes

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que el uso de la proteina NNMT puede conducir a una
clasificacion in vitro de un paciente con EPOC en una etapa de la enfermedad EPOC, por ejemplo, en una etapa de
0 - IV de la EPOC segun la clasificacion de la ATS, respectivamente.

Los resultados experimentales para el uso de la proteina NNMT para clasificar a un paciente con EPOC en una
etapa de la EPOC se muestran en el Ejemplo 4, Fig. 3 y 4.

Pronéstico

Los indicadores prondsticos pueden definirse como caracteristicas clinicas, patolégicas o bioquimicas de los
pacientes con EPOC que predicen con una cierta probabilidad la evolucién de la enfermedad. Su uso principal es
ayudar en la planificacion racional del manejo del paciente, es decir, evitar un tratamiento insuficiente de una
enfermedad agresiva o un sobretratamiento de una enfermedad leve, respectivamente.

Como el nivel de proteina NNMT por si solo contribuye significativamente a la diferenciacion de los pacientes con
EPOC de controles sanos o de otras enfermedades de pulmén, como por ejemplo, asma, bronquitis, fibrosis
pulmonar y tuberculosis, preferiblemente para diferenciar EPOC de asma, se ha de esperar que sera de ayuda en la
evaluacion del pronodstico de los pacientes que sufren de EPOC. La concentracion de proteina NNMT muy
probablemente se combinara con los resultados de pruebas de la funcién pulmonar o espirometria.

Diferenciacion de la EPOC del asma

En una realizaciéon adicional, se utiliza el método de acuerdo con la presente invencién para diferenciar EPOC de
otros tipos de enfermedades pulmonares, preferiblemente el asma.

También es preferible la utilizacion de la proteina NNMT para diferenciar EPOC de otros tipos de enfermedades
pulmonares, como por ejemplo asma, bronquitis, fibrosis pulmonar y tuberculosis, preferiblemente para diferenciar la
EPOC del asma. Sorprendentemente, los inventores han descubierto que el uso de una combinacién de
marcadores, un marcador especifico de la EPOC, preferiblemente NNMT, y un marcador de inflamacion
seleccionado del grupo que consiste en CRP, interleucina-6, amiloide A sérica, S100 y E-selectina, puede dar lugar
a una diferenciacion entre EPOC y otras enfermedades inflamatorias de pulmén, por ejemplo, asma e inflamacion
aguda o cronica del pulmon, respectivamente. Los resultados experimentales para la proteina NNMT y la proteina
CRP se muestran en la seccion de ejemplos.

la progresion de la enfermedad

En la actualidad es muy dificil predecir con una probabilidad razonable si un paciente diagnosticado de EPOC tendra
un estado mas o menos estable, o si la enfermedad progresara.

La progresion de la enfermedad, es decir de la EPOC, se puede evaluar mediante el control in vitro de la
concentracion de proteina NNMT en muestras de ensayo, en especial mediante el analisis de una o mas muestras
consecutivas. Como se podra apreciar que un aumento del nivel de ProSP-B C-terminal a lo largo del tiempo es
indicativo de progresion de la enfermedad.

Seguimiento de la respuesta de un paciente a la terapia

El método de acuerdo con la presente invencion, cuando se usa en la monitorizaciéon de pacientes, se pueden usar
en el seguimiento de los pacientes y por ejemplo para ayudar a evaluar la eficacia de un tratamiento de la EPOC.

La monitorizacién de la respuesta de un paciente a la terapia puede ponerse en practica por ejemplo, estableciendo
el nivel del marcador pre- y post-terapéutico para la proteina NNMT, y comparando el nivel del marcador pre- y post-
terapéutico.

La respuesta de un paciente a un tratamiento de la EPOC se puede evaluar in vitro mediante el seguimiento de la
concentracion de proteina NNMT en muestras de ensayo a lo largo del tiempo.
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El nivel de proteina NNMT parece ser apropiada para controlar la respuesta de un paciente a la terapia. La presente
invencion por lo tanto también se refiere al uso de proteina NNMT en el seguimiento de la respuesta de un paciente
a la terapia, en el que una disminucién del nivel de proteina NNMT es un indicador positivo de un tratamiento eficaz
de la EPOC.

Combinaciones de marcadores

Como el experto en la técnica apreciara, hay muchas maneras de utilizar las mediciones de dos 0 mas marcadores
con el fin de mejorar la respuesta diagnéstica bajo investigacion.

Los marcadores bioquimicos se pueden determinar individualmente, o en una forma de realizacién de la invencion,
se pueden determinar de forma simultanea, por ejemplo, mediante el uso de una tecnologia de array basada en un
chip o en cuentas. Las concentraciones de los biomarcadores se interpretan entonces de forma independiente, por
ejemplo, usando un valor umbral individual para cada marcador, o se combinan para la interpretacion.

Como el experto en la materia apreciara, el paso de correlacionar un nivel de marcador con una cierta probabilidad o
riesgo puede realizarse y conseguirse de diferentes maneras. Preferiblemente, la concentracion determinada de la
proteina NNMT y el uno o mas marcadores se combinan matematicamente y el valor combinado se correlaciona con
la cuestion diagnostica subyacente. Los valores de los marcadores se pueden combinar con la determinacion de
NNMT mediante cualquier método matematico actual adecuado.

Preferiblemente, el algoritmo matematico aplicado en la combinacion de marcadores es una funcién logistica. El
resultado de aplicar tal algoritmo matematico o tal funcién logistica preferiblemente es un solo valor. Dependiendo de
la cuestion diagnoéstica subyacente, tal valor puede correlacionarse facilmente con, por ejemplo, el riesgo de un
individuo de padecer EPOC o de otro tipo de usos diagndsticos previstos Utiles en la evaluacion de pacientes con
EPOC. En una forma preferible, tal funcion logistica se obtiene mediante a) la clasificacion de los individuos en
grupos, por ejemplo, normales, personas en situacion de riesgo de EPOC, pacientes con inflamacién aguda o
cronica de los pulmones y asi sucesivamente, b) la identificacion de marcadores que difieren significativamente entre
estos grupos mediante analisis univariado, c) el analisis de regresion logistica para evaluar los valores
discriminativos independientes de los marcadores utiles en la evaluacion de estos diferentes grupos y d) la
construccion de la funcién logistica para combinar los valores discriminativos independientes. En este tipo de
analisis, los marcadores ya no son independientes sino que representan una combinaciéon de marcadores.

La funcion logistica se utiliza para combinar los valores de NNMT y el valor de al menos otro marcador se obtiene
mediante a) la clasificacion de los individuos en los grupos de normales e individuos que puedan tener EPOC,
respectivamente, b) el establecimiento de los valores de NNMT y el valor de al menos un marcador adicional c) llevar
a cabo un analisis de regresion logistica y d) la construccion de la funcién logistica para combinar los valores de los
marcadores de NNMT vy el valor de la al menos un marcador adicional.

Una funcidon logistica para correlacionar una combinacion de marcadores con una enfermedad emplea
preferentemente un algoritmo desarrollado y obtenido mediante la aplicacién de métodos estadisticos. Son métodos
estadisticos apropiados, por ejemplo, el analisis discriminante (DA) (es decir, DA lineal, cuadratico, regularizado), los
métodos de Kernel (es decir, SVM), los métodos no paramétricos (es decir, los clasificadores del vecino mas
proximo k), PLS (minimos cuadrados parciales), los métodos basados en arboles (es decir, l6gica de regresion,
CART, métodos de bosque al azar, métodos de impulsado/embolsado), modelos lineales generalizados (es decir, de
regresion logistica), métodos basados en componentes principales (es decir, SIMCA), modelos aditivos
generalizados, métodos basados en la légica difusa, redes neuronales y métodos basados en algoritmos genéticos.
El experto en la materia no tendra ningun problema en la seleccion de un método estadistico adecuado para evaluar
una combinacién de marcadores de la presente invencion y para obtener con ello un algoritmo matematico
adecuado. En una realizacion, el método estadistico empleado para obtener el algoritmo matematico utilizado en la
evaluacion de la EPOC se selecciona de entre DA (es decir, analisis discriminante lineal, cuadratica, regularizada),
métodos de Kernel (es decir, SVM), métodos no paramétricos (es decir, clasificadores del vecino mas proximo k),
PLS (minimos cuadrados parciales), métodos basados en arboles (es decir, légica de regresion, CART, métodos de
bosque al azar, métodos de impulsado), o modelos lineales generalizados (es decir, de regresion logistica). Los
detalles relativos a estos métodos estadisticos se encuentran en las siguientes referencias: Ruczinski, I., et al., J. de
Computational and Graphical Statistics 12 (2003) 475-511; Friedman, J. H., J. de la American Statistical Association
84 (1989) 165-175; Hastie, T., et al., The Elements of Learning, Springer Verlag (2001); Breiman, L., et al.,
Clasification and regression trees, Wadsworth International Group, California (1984); Breiman, L., Machine Learning
45 (2001) 5-32; Pepe, M. S., The Statistical Evaluation of Medical Tests for Classification and Prediction, Oxford
Statistical Science Series, 28, Oxford University Press (2003); y Duda, R.O., et al., Pattern Classification, John Wiley
& Sons, Inc., 22 Ed. (2001).

Es una realizacién de la invenciéon el uso de un valor umbral multivariante optimizado para la combinacion
subyacente de marcadores bioldgicos y para discriminar el estado A del estado B, por ejemplo, individuos normales
de personas en riesgo de EPOC, pacientes con EPOC que responden a la terapia de los que la terapia falla, los
pacientes que tienen una inflamacion aguda de pulmén de los pacientes con EPOC, los pacientes con EPOC que
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muestran progresion de la enfermedad y los pacientes con EPOC que no muestra progresion de la enfermedad,
respectivamente.

El area bajo la curva operadora del receptor (= AUC) es un indicador del rendimiento o precisién de un
procedimiento de diagnostico. La exactitud de un método diagndstico se describe mejor mediante sus caracteristicas
operadoras del receptor (ROC) (ver especialmente Zweig, M. H., y Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). El
grafico ROC es una representacion de todos los pares de sensibilidad/ especificidad resultantes de variar
continuamente el umbral de decisién en toda la gama de datos observados.

El rendimiento clinico de una prueba de laboratorio depende de su exactitud diagnédstica, o la capacidad de clasificar
correctamente a los sujetos en subgrupos clinicamente relevantes. La exactitud diagndstica mide la capacidad de la
prueba de distinguir correctamente dos condiciones diferentes en los sujetos investigados. Tales condiciones son,
por ejemplo, salud y enfermedad, o progresion de la enfermedad frente a ninguna progresion de la enfermedad.

En cada caso, el grafico ROC indica la superposiciéon entre las dos distribuciones representando la sensibilidad
frente a 1 - especificidad para el rango completo de umbrales de decision. El eje y es la sensibilidad, o la fraccion de
verdaderos positivos [definida como (numero de resultados positivos verdaderos de la prueba)/(nimero de
resultados verdaderos positivos + falsos negativos de la prueba)]. Esto también ha sido denominado positividad en
presencia de una enfermedad o condicién. Se calcula Unicamente a partir del subgrupo afectado. El eje x es la
fraccion de falsos positivos, o 1 — especificidad [definida como (nimero de resultados falsos positivos)/(nUmero de
resultados falsos positivos + verdaderos negativos)]. Es un indice de especificidad y se calcula por completo del
subgrupo no afectado. Debido a que las fracciones de positivos verdaderos y de falsos positivos se calculan
enteramente por separado, mediante el uso de los resultados de la prueba de dos subgrupos diferentes, el grafico
ROC es independiente de la prevalencia de la enfermedad en la muestra. Cada punto de la grafica ROC representa
un par de sensibilidad/ 1-especificidad correspondiente a un umbral de decisiéon particular. Una prueba con
discriminacion perfecta (sin solapamiento en las dos distribuciones de resultados) tiene una linea ROC que pasa por
la esquina izquierda superior, en la que la fraccién de positivos verdaderos es 1,0 0 100% (sensibilidad perfecta), y
la fraccion de falsos positivos es 0 (especificidad perfecta). La representaciéon tedrica para una prueba sin
discriminacion (distribuciones idénticas de resultados para los dos grupos) es una linea diagonal de 45° desde la
esquina inferior izquierda a la esquina superior derecha. La mayoria de representaciones se ubican entre estos dos
extremos. (Si la linea ROC cae completamente por debajo de la diagonal de 45°, esto se soluciona facilmente
invirtiendo el criterio de "positividad" de "mayor que" a "menor que", o viceversa.) Cualitativamente, cuanto mas
cerca esta la representacion a la parte superior esquina izquierda, mayor es la exactitud global de la prueba.

Un objetivo conveniente para cuantificar la precision diagndstica de una prueba de laboratorio es expresar su
rendimiento con un solo numero. La medida global mas comun es el area bajo el grafico ROC (AUC). Por
convencion, esta area es siempre = 0,5 (si no lo es, se puede invertir la regla de decision para que asi sea). Los
valores oscilan entre 1,0 (separacion perfecta de los valores de prueba de los dos grupos) y 0,5 (sin diferencia de
distribucion aparente entre los dos grupos de valores de prueba). El area no depende solamente de una parte
particular de la representacion, como el punto mas cercano a la diagonal o la sensibilidad al 90% de especificidad,
sino de toda la representacion. Esta es una expresion cuantitativa, descriptiva de la proximidad de la linea ROC a la
perfeccion (area = 1,0).

La sensibilidad global del ensayo dependera de la especificidad requerida para la practica del método aqui descrito.
En ciertas configuraciones preferibles, una especificidad del 75% puede ser suficiente y los métodos estadisticos y
algoritmos resultantes pueden basarse en este requisito de especificidad. En una realizacion preferida, el método
utilizado para evaluar los individuos en riesgo de EPOC se basa en una especificidad del 80%, del 85% o también
preferiblemente del 90% o del 95%.

Ciertas combinaciones de marcadores seran ventajosas en el cribado de la EPOC.
Marcador de inflamacién

Actualmente se conocen muchos marcadores séricos para el diagnostico de una inflamacion. El experto en la
materia esta familiarizado con el término "marcador de inflamacion". Dicho marcador de inflamacion, por ejemplo, se
selecciona de entre interleucina-6, proteina C reactiva, amiloide A sérica, sE-selectina y una proteina S100.

La interleuquina-6 (IL-6) es una proteina secretada de 21 kDa que tiene numerosas actividades biologicas que
pueden dividirse entre las que participan en la hematopoyesis y las que participan en la activacion de la respuesta
inmune innata. IL-6 es un reactante de fase aguda y estimula la sintesis de una variedad de proteinas, incluyendo
moléculas de adhesién. Su funcidn principal es mediar en la produccién de proteinas hepaticas de fase aguda, y su
sintesis esta inducida por las citoquinas IL-1 y TNF-a. IL-6 es producida normalmente por los macrofagos y los
linfocitos T. La concentracion normal de IL-6 en suero es <5 pg/ml.

La proteina C reactiva (CRP) es una proteina de fase aguda homopentamérica de union a Ca®* con subunidades de
21 kDa que esta involucrado en la defensa del huésped. La sintesis de la CRP esta inducida por IL-6, e
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indirectamente por IL-1, ya que IL-1 puede activar la sintesis de IL-6 en las células de Kupffer en los sinusoides
hepaticos. La concentracion plasmatica normal de CRP es <3 pg/ ml (30 nM) en un 90% de la poblacién sana, y <10
png/ ml (100 nM) en un 99% de los individuos sanos. Las concentraciones plasmaticas de CRP pueden, por ejemplo,
medirse mediante un inmunoensayo. Las concentraciones plasmaticas de CRP pueden, por ejemplo, medirse
mediante formatos de ensayo homogéneo o ELISA.

La amiloide A sérica (SAA) es una proteina de fase aguda de bajo peso molecular de 11,7 kDa. Es
predominantemente sintetizada por el higado en respuesta a la estimulacién de IL-1, IL-6 o TNF-a, y esta implicada
en la regulacién de la respuesta inmune dependiente de células T. Tras eventos agudos la concentracion de SAA
aumenta hasta 1000 veces alcanzando un miligramo por mililitro. Se utiliza para monitorizar la inflamacion en
enfermedades tan diversas como la fibrosis quistica, rechazo de injerto renal, trauma o infecciones. En la artritis
reumatoide, en ciertos casos se han utilizado como sustituto de la CRP, pero la SAA aun no esta tan ampliamente
aceptada.

Las proteinas S100 forman una familia cada vez mayor de proteinas de union a Ca®* que hoy incluye mas de 20
miembros. La estructura fisiolégicamente relevante de las proteinas S100 es un homodimero, pero algunas pueden
formar también heterodimeros entre si, por ejemplo, S100A8 y S100A9. Las funciones intracelulares van desde la
regulacion de la fosforilacion de proteinas, de actividades enzimaticas, o de la dinamica del citoesqueleto a la
implicacién en la proliferacion celular y la diferenciacion. Como algunas proteinas S100 también se liberan de
células, se han descrito también funciones extracelulares, por ejemplo, de supervivencia neuronal, proliferacion de
astrocitos, induccion de apoptosis y regulacion de los procesos inflamatorios. S100A8, S100A9, el heterodimero
S100A8/A9 y S100A12 se han encontrado en la inflamacion, respondiendo S100A8 a inflamacién cronica, mientras
que S100A9, S100A8/A9 y S100A12 aumentan en la inflamaciéon aguda. S100A8, S100A9, S100A8/A9 y S100A12
se han relacionado con diferentes enfermedades con componente inflamatorio, incluyendo algunos tipos de cancer,
rechazo a aloinjerto renal, colitis y sobretodo con la RA (Burmeister, G., y Gallacchi, G., Inflammopharmacology 3
(1995) 221-230; Foell, D., et al., Rheumathology 42 (2003) 1383-1389).

La sE-selectina (molécula de adhesion a los leucocitos endotelial soluble-1, ELAM-1) es una glicoproteina
transmembrana de tipo | de 115 kDa, que se expresa soélo en las células endoteliales y soélo tras la activacion por
citoquinas inflamatorias (IL-13, TNF-a) o endotoxina. La E-selectina de la superficie celular es un mediador de la
unién rodante de los leucocitos al endotelio, un paso esencial en la extravasacion de leucocitos hacia el sitio de la
inflamacion, y por lo tanto juega un papel importante en la respuesta inflamatoria localizada. La E-selectina soluble
se encuentra en la sangre de individuos sanos, probablemente derivada de la escision proteolitica de la molécula
expresada en la superficie. Los niveles elevados de sE-selectina en suero se han reportado en una variedad de
condiciones patolégicas (Gearing, A. J., y Hemingway, I., Ann. N.Y. Acad. Sci. 667 (1992) 324-331).

Un array es una coleccion de marcadores individuales ordenables. Tales marcadores pueden estar dispuestos
espacialmente, como en los arrays contenidos en placas de microtitulacién o impresos sobre superficies planas,
donde cada marcador esta presente en distintas coordenadas X e Y. Alternativamente, los marcadores pueden estar
ordenados en base a etiquetas, cuentas, nanoparticulas o propiedades fisicas. Un array de bio-chip se puede
preparar segun métodos conocidos por el experto en la técnica (véase, por ejemplo, la US 5.807.522; Robinson,
WH, et al., Nat Med 8 (2002) 295-301; Robinson, WH, et al., Arthritis Rheum. 46 (2002) 885-893). Un array como se
utiliza aqui se refiere a cualquier ensayo inmunolégico con multiples marcadores ordenables. Un array de bio-chip,
también conocido por el experto en la materia como microarray, es una forma miniaturizada de un array.

Los términos "chip", "bio-chip"”, "polimero-chip" o "proteina-chip" se usan indistintamente y se refieren a una
coleccion de un gran numero de sondas, marcadores o marcadores bioquimicos dispuestos sobre un sustrato
comun, que podria ser una parte de una lamina de silicio, una tira de nylon, una tira de plastico o un portaobjetos de
vidrio.

Un "array", "macroarray” o "microarray” es una coleccion creada intencionalmente de sustancias, tales como
moléculas, marcadores, aberturas, microbobina, detectores y/ o sensores, conectados a o fabricados sobre un
sustrato o superficie soélida, tal como vidrio, plastico, chip de silicio u otro material que forma una matriz. Los arrays
se pueden utilizar para medir los niveles de un gran ndmero, por ejemplo, decenas de miles o millones, de
reacciones o combinaciones simultaneamente. Un array también puede contener un pequefio nimero de sustancias,
por ejemplo, una, algunas o una docena. Las sustancias del array pueden ser iguales o diferentes unas de otras. El
array puede adoptar una variedad de formatos, por ejemplo, bibliotecas de moléculas solubles, bibliotecas de
moléculas inmovilizadas, bibliotecas de anticuerpos inmovilizados, bibliotecas de compuestos unidos a cuentas de
resina, chips de silice u otros soportes solidos. El array podria ser un macroarray o un microarray, dependiendo del
tamano del soporte del array. Un macroarray generalmente contiene tamafios de pastilla de alrededor de 300 micras
0 mas grandes para poder tomar imagenes facilmente con escaneres de gel y de transferencia. Un microarray
contendria generalmente tamarios de pastilla de menos de 300 micras.

Un "soporte solido" es material polimérico insoluble funcionalizado, al que se pueden adherir o unir covalentemente
(a menudo a través de un enlazante) miembros de la biblioteca o reactivos para ser inmovilizados o para permitir que
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puedan separarse facilmente (por filtracion, centrifugacion, lavado etc.) de los reactivos en exceso, subproductos de
reaccion solubles o disolventes.

Los siguientes ejemplos, lista de secuencias y figuras se proporcionan para ayudar a la comprension de la presente
invencion.

Descripcion de las Figuras

Figura 1: La figura 1 muestra el diagrama de las caracteristicas operadoras del receptor (representacion ROC) de la
proteina NNMT en muestras de EPOC con una AUC de 0,88 (ROC del 88%) para la evaluacién de 123 muestras
obtenidas de pacientes con EPOC en comparacion con las 186 muestras control obtenidos de pacientes sanos del
grupo control. Eje X: 1-especificidad (falsos positivos); Eje Y: sensibilidad (verdadero positivo).

Figura 2: La figura 2 muestra el diagrama de las caracteristicas operadoras del receptor (representacion ROC) de la
CRP en muestras de EPOC con una AUC de 0,74 (ROC del 74%) para la evaluacion de 123 muestras obtenidas de
pacientes con EPOC en comparacion con las 186 muestras control obtenidas de pacientes sanos control. Eje X: 1-
especificidad (falsos positivos); Eje Y: sensibilidad (verdadero positivo).

Figura 3: La figura 3 muestra la distribucion de la representacion de cajas de los valores de concentracion de NNMT
determinados en suero de acuerdo con los estadios 0 - IV de la EPOC de las 123 muestras con EPOC (estadio
EPOC como se describe en la Tabla 1).

Figura 4: La figura 4 muestra la distribucion de la representacion de cajas de la concentracién en suero de CRP
determinada de acuerdo con los estadios 0 - IV de EPOC de las 123 muestras con EPOC (estadio EPOC como se
muestra en la Tabla 1).

Figura 5: La figura 5 muestra el grafico de las caracteristicas operadoras del receptor (representacion ROC) de la
proteina NNMT en muestras de EPOC con una AUC de 0,88 (ROC del 88%) para la evaluacién de 123 muestras
obtenidas de pacientes con EPOC en comparacién con las 26 muestras control obtenidas de pacientes con asma.
Eje X: 1-especificidad (falsos positivos); Eje Y: sensibilidad (verdadero positivo).

Figura 6: La figura 6 muestra la representacion grafica de las caracteristicas operadoras del receptor (representacion
ROC) de la CRP en muestras de EPOC con una AUC de 0,70 (ROC del 70%) para la evaluacion de 123 muestras
obtenidas de pacientes con EPOC en comparacién con las 26 muestras control obtenidas de pacientes con asma.
Eje X: 1-especificidad (falsos positivos); Eje Y: sensibilidad (verdadero positivo).

Figura 7: La figura 7 muestra una distribucion de la representacion de cajas de la concentracion sérica de NNMT
determinada [pg/ ml] de acuerdo con 123 muestras con EPOC de estadio 0-1V (4_EPOC), 50 sanos (1_sano), 135
controles de cribado (2_control de cribado) y 26 muestras de pacientes de asma (3_asma). El eje y se ajustd para
una mejor "visualizacion”.

Figura 8: La figura 8 muestra el grafico de las caracteristicas operadoras del receptor (representacion ROC) de la
proteina NNMT en muestras de EPOC para las combinaciones de marcadores NNMT (linea continua), NNMT +
FEN1 (linea discontinua) y NNMT + FEN1 + ASC (linea punteada) en la evaluacion de 123 muestras obtenidas de
pacientes con EPOC en comparacion con 161 muestras control obtenidas de pacientes sanos control y de asma. Eje
X: 1-especificidad (falsos positivos); Eje Y: sensibilidad (verdadero positivo).

Descripcion de las secuencias

Id. de Sec. N°: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina ASC humano (nimero de registro de base de
datos SwissProt: Q9ULZ3).

Id. de Sec. N°: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina humana ARMET (nUmero de registro de base
de datos SwissProt: P55145).

Id. de Sec. N°: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina NNMT humano (numero de registro de base de
datos SwissProt: P40261).

Id. de Sec. N°: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina humana FEN1 (ndmero de registro de base de
datos SwissProt: P39748).

Id. de Sec. N° 5 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina humana APEX1 (nimero de registro de base
de datos SwissProt: P27695).

Id. de Sec. N° 6 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina humana Seprasa (numero de registro de base
de datos SwissProt: Q12884).
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Id. de Sec. N°: 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina humana DPPIV (niUmero de registro de base
de datos SwissProt: P27487).

Ejemplo 1
Poblacion de estudio con EPOC
Fuentes de muestras de suero:

Con el fin de identificar proteinas especificas de la EPOC como posibles marcadores de diagnéstico para la EPOC,
se obtuvieron muestras de suero a partir de pacientes de EPOC bien caracterizados (sistema de clasificacion de la
ATS segun la tabla 1) en un estudio multicéntrico nacional. De cada donante de la muestra, se realizd una
espirometria. La funcidon pulmonar, otras pruebas de diagnodstico, asi como la razén para su transferencia,
diagndstico y comorbilidades se documentaron en un formulario de informe de caso especifico (CRF). Las muestras
con EPOC han sido evaluadas en comparacion con las muestras control obtenidas de los grupos control 1 - 4 como
se muestra en la tabla 2.

Preparacién de muestras de suero:

Las muestras de suero se extrajeron en un tubo de suero y se dejo coagular durante al menos 60 minutos hasta 120
minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion (10 min, 2000 g), el sobrenadante se dividié en
alicuotas de 1 mly se congeld a -70 ° C. Antes de la medicion, las muestras se descongelaron, se realicuotaron en
volimenes mas pequefios adecuados para los ensayos de prototipos y ensayos de referencia y se volvieron a
congelar. Las muestras se descongelaron inmediatamente antes del analisis. Por lo tanto, cada muestra en el panel
tenia solo dos ciclos de congelacion-descongelacion antes de la medicion.

Ejemplo 2.1
Generacién de anticuerpos a la proteina marcadora NNMT

El anticuerpo policlonal a la proteina NNMT se ha gener6 para el uso adicional del anticuerpo en la medicion de los
niveles de NNMT en suero, plasma y sangre mediante ensayos de inmunodeteccion, por ejemplo, transferencia
Western y ELISA.

Expresion de proteinas recombinantes en E. coli

Con el fin de generar anticuerpos contra NNMT, se llevé a cabo la expresion recombinante de la proteina para la
obtencion de inmunogenos. La expresion se llevé a cabo aplicando una combinacion del sistema de expresion RTS
100 y la expresion en E. coli. En una primera etapa, se analizé6 la secuencia de DNA y se obtuvieron
recomendaciones para variantes mutacionales silenciosas de cDNA de alto rendimiento y las respectivas secuencias
de cebadores de PCR utilizando el sistema "ProteoExpert RTS E. coli HY". Este es un servicio basado en la web
comercial (www.proteoexpert.com). Utilizando los pares de cebadores recomendados, el sistema "RTS 100 E. coli
Linear Template Generation Set, His-tag" de (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, art 3186237) para
generar los moldes de PCR lineales a partir del DNAc y se utilizd para la transcripcion in vitro y expresion de la
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina NNMT. Para la deteccidon mediante transferencia Western y
posterior purificacion, la proteina expresada contenia una cola de His. Se identificé la mejor variante de expresion.
Todos los pasos de la PCR hasta la expresion y la deteccion se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El correspondiente producto de PCR, que contiene todas las regiones reguladoras necesarias T7
(promotor, sitio de unién ribosémico y terminador T7) se cloné en el vector pBAD TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania, Cat. No. K 4300/01) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la expresion utilizando las secuencias
reguladoras de T7, el constructo se transformé en E. coli BL 21 (DE 3) (Studier, FW, et al., Methods Enzymol. 185
(1990) 60-89) y las bacterias transformadas se cultivaron en un lote de 1 | para la expresién de proteinas.

La purificacion de la proteina de fusion Su-NNMT se llevo a cabo siguiendo los procedimientos estandar en una
columna de quelato de niquel. Brevemente, 1 | de cultivo de bacterias que contiene el vector de expresion para la
proteina de fusion His-NNMT se sedimentod por centrifugacion. El sedimento celular se resuspendié en tampon de
lisis, que contiene fosfato, pH 8,0, cloruro de guanidinio 7 M, imidazol y tioglicerol, seguido de homogeneizacion
utilizando un Ultra-Turrax®. El material insoluble se sedimento por centrifugacion a alta velocidad y el sobrenadante
se aplicé a una columna cromatografica de quelato de Ni. La columna se lavé con varios volimenes de lecho de
tampon de lisis seguido de lavados con tampdn, que contiene fosfato, pH 8,0 y urea. Finalmente, el antigeno unido
se eluyd utilizando un tampdn fosfato que contiene SDS en condiciones acidas.

Generacién de anticuerpos policlonales

a) Inmunizacién
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Para la inmunizacién, se prepar6 una emulsion fresca de la solucion de proteina (100 ug/ml de proteina NNMT) y
adyuvante completo de Freund en una proporcion 1:1. Cada conejo fue inmunizado con 1 ml de la emulsion los dias
1,7, 14 y 30, 60 y 90. Se extrajo sangre y el suero resultante anti-NNMT se utilizé6 para experimentos adicionales
como se describe en los ejemplos 3 y 4.

b) Purificacion de 1gG (inmunoglobulina G) de suero de conejo mediante precipitacion secuencial con acido caprilico
y sulfato de amonio

Un volumen de suero de conejo se diluy6é con 4 volumenes de tampén acetato (60 mM, pH 4,0). El pH se ajusté a
4.5 con Tris-base 2 M. Se afiadié acido caprilico (25 ul/ml de muestra diluida) gota a gota con agitacion vigorosa.
Después de 30 min se centrifugo la muestra (13 000 x g, 30 min, 4 °C), el sedimento se descarté y el sobrenadante
se recogio. El pH del sobrenadante se ajusté a 7,5 mediante la adicion de Tris-base 2 My se filtré (0,2 pm).

La inmunoglobulina en el sobrenadante se precipité bajo agitacion vigorosa mediante la adicion gota a gota de una
solucion de sulfato de amonio 4 M hasta una concentracion final de 2 M. Las inmunoglobulinas precipitadas se
recogieron mediante centrifugacion (8.000 xg, 15 min, 4 °C).

El sobrenadante se descartd. El sedimento se disolvié en NaH,PO4 10 mM/NaOH, pH 7,5, NaCl 30 mM y se dializé
exhaustivamente. El dializado se centrifugd (13 000 x g, 15 min, 4 °C) y se filtré (0,2 um).

Biotinilacion de IgG policlonal de conejo

IgG policlonal de conejo se llevé a 10 mg/ml en NaH,PO4 10 mM/NaOH, pH 7,5, NaCl 30 mM. Por cada ml de
solucion de IgG se afiadieron 50 pl de biotina -N-hidroxisuccinimida (3,6 mg/ml en DMSO). Después de 30 min a
temperatura ambiente, la muestra se sometié a cromatografia en Superdex 200 (NaH,PO.s 10 mM/NaOH, pH 7,5,
NaCl 30 mM). Se recogid la fraccion que contiene IgG con biotina. Los anticuerpos monoclonales han sido
biotinilados segun el mismo procedimiento.

Digoxigenacion de 1gG policlonal de conejo

IgG policlonal de conejo se llevé a 10 mg/ml en NaH2PO4 10 mM/NaOH, NaCl 30 mM, pH 7,5. Por cada ml de
solucion de IgG se anadieron 50 pl de acido digoxigenina-3-O-metilcarbonil-e-aminocaproico  éster de N-
hidroxisuccinimida (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania, n° Cat. 1 333 054) (3,8 mg/ml en DMSO). Después de
30 min a temperatura ambiente, la muestra se cromatografié en Superdex® 200 (NaH;PO4 10 mM/NaOH, pH 7,5,
NaCl 30 mM). Se recogieron las fracciones que contienen IgG digoxigenado. Los anticuerpos monoclonales han sido
marcados con digoxigenina segun el mismo procedimiento.

Ejemplo 2.2
CRP

La proteina marcadora CRP se mide usando un ensayo homogéneo (Hitachi) distribuido por Roche Diagnostics,
Mannheim (FRG).

Ejemplo 3
ELISA para la medicién de NNMT en muestras de suero o plasma humanos

Para la deteccion de NNMT en muestras de suero o plasma humanos, se desarrollé un ELISA en sandwich. Para la
captura y deteccion del antigeno, las alicuotas del anticuerpo contra la NNMT se conjugaron con biotina y
digoxigenina, respectivamente.

Las muestras (20 pl) se mezclaron en pocillos separados de una placa de microtitulacion cubierta con estreptavidina
con 100 pl de reactivo de anticuerpo que contiene 0,12 ug/ml de cada, anticuerpo marcado con biotina y
digoxigenina en tampon de incubacion (fosfato 40 mM, tartrato de sodio 200 mM, EDTA 10 mM, 0,05% fenol, 0,1%
polietilenglicol 40.000, 0,1% de Tween 20, 0,2% BSA, 0,1% de IgG bovina, 0,02% de 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano
ajustado a pH 7,4, suplementado con 200 ug/ml de fragmentos Fab IgG monoclonal polimérico de ratén para la
eliminacién de la respuesta de anticuerpos anti-rata humanos (HARA); Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania, n° Catalogo 11096478-001).

Después de la incubacion durante una hora las placas se lavaron tres veces con tampoén de lavado (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, 0,05% Tween 20).
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En el siguiente paso, los pocillos se incubaron con 30 mU/ml de conjugado anti-digoxigenina con HRP (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° Catalogo 1633716) en tampdn de conjugacion universal (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° Catalogo 11684825) durante 60 minutos y se lavé como antes.

Los pocillos se incubaron a continuacién durante 30 min. con 100 pl de solucién de sustrato TMB (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, n° Catalogo 12034425). La adicién de acido sulfarico 2 N (50 pl) detuvo el
desarrollo del color y cambi6 el color azul a amarillo. Se midio la DO a 450 nm con un lector de ELISA.

Todas las incubaciones fueron a temperatura ambiente. Las muestras de suero o plasma humano se prediluyeron
con tampédn de incubacién hasta 5%. Para la calibracion, se utilizé un suero humano como un estandar. Se diluyd
con tampédn de incubacion hasta 2/4/8/16/32% para hacer calibradores con valores arbitrariamente proporcionados
de 2/4/8/16/32 unidades/ml, respectivamente.

La ecuacién de la curva de calibracion se calcul6 mediante ajuste de curvas de minimos cuadrados no lineales
(Wiemer-Rodbard) y se utiliza para convertir la lectura de la absorbancia de un pocillo en el valor de la concentracion
correspondiente. El resultado se multiplica por el factor de predilucion para obtener la concentracion de la
correspondiente muestra.

Ejemplo 4
NNMT como marcador de suero para la EPOC

Se utilizaron muestras de suero derivadas de 123 pacientes bien caracterizados con EPOC de estadio de EPOC
segun clasificacion ATS entre 0 y IV que figura en la tabla 1. La poblacion de estudio se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Poblacion de estudio
Tipo de muestra Numero de muestras
Estadio de la EPOC 0 - IV (segun la clasificacion de la ATS que se muestra en la tabla | 123

1)

Control 1: sanos no fumadores (funcién pulmonar normal) 50
Control 2: fumadores sanos y ex fumadores (funcién pulmonar normal) 88
Control 3: individuos sanos con riesgos laborales (amianto, silice, polvo, ...) 48
Control 4: pacientes con asma 26

La concentracion sérica de proteina NNMT en las muestras de la EPOC se evalia en comparacion con muestras
control (Control 1, 2 y 3) obtenidas de individuos evidentemente sanos (=cohorte control), y los pacientes de asma
(Control 4), con un AUC de 0,88 (Tabla 3). Una curva de caracteristicas operadoras del receptor (ROC) de los
resultados representados en la Tabla 3 de NNMT marcador se muestra en la Fig. 1. Los datos determinados para el
marcador de la inflamacion CRP se muestran en la Fig. 2. El AUC del marcador NNMT es mayor que la AUC de
CRP.

Tabla 3: Analisis ROC de la proteina marcadora en comparacion con CRP
Marcador | NNMT | CRP
ROC 88% 74%

El valor de corte se determind en el colectivo de control mediante el calculo del cuantil del 95%, resultando en una
especificidad del 95%. El potencial de diagnostico del biomarcador se evalu ya sea mediante el calculo de las curva
de caracteristicas operadoras del receptor (ROC) (Tabla 3) o la sensibilidad clinica a la especificidad preestablecida
de 95% (Tabla 4). La sensibilidad para una linea de corte vs individuos sanos (Control 1) para la EPOC del marcador
NNMT es del 67%. Con un valor de corte que produce una especificidad del 95% en la correspondiente cohorte de
control (Control 1, 2 y 3: es decir, los no fumadores sanos, fumadores, ex fumadores y personas con riesgo
ocupacional para desarrollar EPOC), la sensibilidad del marcador NNMT para un valor de corte para el cribado
general para la EPOC es del 53%.

Tabla 4 : Sensibilidad y especificidad de la proteina marcadora en comparacion con CRP

Marcador NNMT | CRP
especificidad 95% 95%
sensibilidad(control de corte de 1) 67% 31%
sensibilidad (control de corte de 1,2y 53% 24%
3)

Cuando se aplica un valor de corte (95% de especificidad) basado en el control 1 (control sano segun la tabla 2) o
basado en el control 1, 2 y 3 (controles de cribado de acuerdo con la tabla 2), la sensibilidad del marcador NNMT es
mayor que la sensibilidad de CRP (Tabla 4). Esto también se refleja mediante el analisis ROC, en el que el marcador
NNMT presenta una AUC mayor que el marcador CRP (Tabla 3).
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Los datos determinados para la proteina NNMT en muestras de EPOC de acuerdo con los estadios de EPOC 0 - IV
segun ATS se han utilizado para calcular el diagrama de cajas mostrado en la Fig. 3, que representa la correlacion
de la concentracion sérica de proteina NNMT con los estadios de EPOC 0 - |V segun ATS. Los datos determinados
para el marcador de inflamacion CRP dentro de cada muestra clasificada de acuerdo con los estadios de EPOC 0 -
IV segin ATS se han utilizado para calcular el diagrama de cajas mostrado en la Fig. 4, que representa la
correlacion de la concentracion sérica de CRP con los estadios de la EPOC.

El marcador NNMT tiene una precisién ligeramente mejorada en la clasificacion de los pacientes con EPOC en los
estadios 0 - IV seguin ATS en comparacion con CRP.

Ejemplo 5

NNMT como marcador sérico para diferenciar EPOC humano vs asma

Se analizaron muestras derivadas de 123 pacientes bien caracterizados con EPOC de estadio de EPOC segun
clasificacion ATS entre 0 y IV que figura en la tabla 1, asi como las muestras procedentes de 26 pacientes de asma
(control 4 como se muestra en la Tabla 2) utilizando el marcador NNMT. Con un valor de corte que produce una

especificidad del 95% frente a la cohorte de control de asma, la sensibilidad para la EPOC es del 58% (Tabla 5).

La sensibilidad para diferenciar EPOC de asma del marcador NNMT es mayor que la sensibilidad del marcador de la
inflamacion CRP.

Tabla 5: Diferenciacion de la EPOC vs asma mediante el uso de proteinas marcadoras

Marcador NNMT CRP
Especificidad (vs. asma) 95% 95%
Sensibilidad (para la EPOC ) | 58% 25%
ROC 88% 70%

Una representacion grafica de los resultados de marcador NNMT se muestra en la Fig. 5 como curva de
caracteristicas operadoras del receptor (ROC). Los resultados para el marcador de la inflamaciéon CRP se muestran
en la Fig. 6 como curva de caracteristicas operadoras del receptor (ROC).

Los datos determinados para la proteina NNMT en muestras de EPOC se han utilizado para calcular el diagrama de
cajas mostrado en la Fig. 7 basado en los datos mostrados en la Tabla 6, que representan la correlacién de la
concentracion sérica de proteina NNMT con los estadios de EPOC 0 - IV segiin ATS (n = 123, como se muestra en
la Tabla 2) vs muestras de sujetos sanos (n = 50), muestras de control de cribado (n = 135) y pacientes con asma (n
= 26). Mientras que los valores medios de los controles (sanos, control de cribado y asma) oscilan entre 197 y 264
pg/ml, las concentraciones de NNMT de los pacientes con EPOC son significativamente mas altos con un valor
medio de 885 pg/ml. Los resultados se representan en la Tabla 6.

Tabla 6: Variabilidad de la NNMT

NNMT N minimo maximo valor DE EE de la | 95% del | 95% del
[pg/mi] [pg/mi] medio media Kl inferior | Kl
[pg/ml] superior

1_Sano 50 0 831,5955 | 196,8959 | 168,0029 | 23,7592 149,15 244 6418

2 _control | 135 0 1312,7 264,405 210,3739 | 18,03941 | 228,7286 | 300,0814

de

cribado

3_Asma 26 24,3581 565,8323 | 247,2593 | 144,594 28,35722 | 188,8565 | 305,6621

4 EPOC 123 91.0843 15.859,32 | 885,0681 1483,145 | 135,392 616,9785 | 1153,158
Ejemplo 6

combinaciones de marcadores/analisis estadistico y resultados

Se utilizé la penalizacion de regresion logistica (PLR) como un modelo matematico para las combinaciones de
marcadores como se aplica en el R-toolbox "glmnet" (http://cran.r-project.org/). Para buscar un marcador adicional, el
marcador inicial entré de forma no penalizada en el modelo, mientras que todos los otros marcadores fueron objeto
de penalizacion.

El algoritmo de optimizacion (a saber, la seleccién del tipo de penalizacion y su parametro de penalizacion) se llevo

a cabo mediante una validacion cruzada interna repetida 10 veces, mientras que la derivacion de los parametros de
rendimiento (sensibilidad y especificidad) se basan en una validacion cruzada externa repetida 10 veces.
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El conjunto de datos original se dividié en 10 partes, después, 9 de estas partes formo el grupo de entrenamiento y
la décima parte el grupo de prueba. El grupo de entrenamiento se dividié entonces también en 10 partes, 9 de estas
partes formo el grupo de subentrenamiento y la décima parte el grupo de subprueba. Con estos sub-conjuntos de
datos el parametro de penalizacién se optimizd en base al nimero de marcadores adicionales. Con este valor
optimizado el PLR se aplicé a todo el conjunto de entrenamiento para generar una regla de diagndstico. Se
determiné un umbral en las probabilidades de los casos posteriores estimados en los controles, asi como en los
casos del grupo de entrenamiento para lograr una especificidad y sensibilidad aparente del 90% para la regla de
diagndstico multivariante. A continuacion, esta regla se aplicé al grupo de prueba para estimar la sensibilidad y
especificidad en el umbral proporcionado. La validacién cruzada externa repetida 10 veces se repitié 50 veces, la
validacién cruzada interna 25 veces.

Un analisis detallado de los analisis individuales de validacion cruzada reveld que el mejor marcador adicional para
NNMT es FEN1, ya que fue seleccionado como mejor marcador adicional en todos los analisis. El mejor modelo con
dos marcadores adicionales es NNMT mas FEN1 y ASC. El mejor modelo con tres marcadores adicionales es
NNMT mas FEN1, ASC y seprasa.

Se analizaron muestras derivadas de 123 pacientes con EPOC bien caracterizados de acuerdo con los estadios
EPOC 0 - IV segun la clasificacién ATS, como se muestra en la Tabla 2, asi como una cohorte de control consistente
en 161 muestras derivadas de pacientes sanos (n = 136) y pacientes con asma (n = 25).

En la Tabla 7 se proporciona el rendimiento de clasificacion para estas combinaciones en el grupo de entrenamiento
y de prueba, en base a una especificidad del 90%.

Los resultados de la Tabla 7 muestran claramente, que por la combinacién de un marcador adicional la sensibilidad
puede mejorar significativamente en comparacion con NNMT como marcador unico sin pérdida de especificidad.

Tabla 7: Combinaciones de marcadores en una especificidad del 90%

Combinacién Sens. Entrenamiento | Espec. Sens. Prueba [log] Espec. Prueba [log]
[log] Entrenamiento [log]

NNMT + FEN1 0,77 (0,66-0,8) 0,9 (0,89-0,9) 0,76 (0,72-0,77) 0,89 (0,87-0,91)

NNMT + FEN1 + | 0,77 (0,74-0,84) 0,9 (0,89-0,9) 0,76 (0,75 -0,78) 0,89 (0,86-0,91)

ASC

NNMT + FEN1 + | 0,81(0,75-0,86) 0,9 (0,89-0,9) 0,8 (0,77-0,82) 0,89 (0,86-0,91)

ASC + seprasa

En la Tabla 8, se proporciona el rendimiento de clasificacion para estas combinaciones en el grupo de entrenamiento
y de prueba, en base a una especificidad del 90%.Los resultados de la Tabla 8 muestran claramente, que por la
combinacién de un marcador adicional la especificidad puede mejorar significativamente en comparacion con NNMT
como marcador Unico sin pérdida de sensibilidad.

Tabla 8: Combinaciones de marcadores en una sensibilidad del 90%.

Combinacién Sens. Entrenamiento | Espec. Sens. Prueba [log] Espec. Prueba [log]
[log] Entrenamiento [log]

NNMT + FEN1 0,9 (0,89-0,9) 0,69 (0,63-0,76) 0,89 (0,87-0,91) 0,68 (0,66-0,71)

NNMT + FEN1 + | 0,9(0,89-0,9) 0,73 (0,68-0,79) 0,88 (0,85 -0,9) 0,73 (0,7-0,75)

ASC

NNMT + FEN1 + | 0,9(0,89-0,9) 0,77 (0,72-0,82) 0,88 (0,85-0,9) 0,77 (0,75-0,79)

ASC + seprasa

Con un valor de corte que produce el 90% de especificidad frente al grupo de control, la sensibilidad para un valor de
corte para el cribado general con NNMT es del 87,1%, siendo para NNMT + FEN1 del 90,9%, siendo para NNMT +
FEN1 + ASC del 91,9% y siendo para NNMT + FEN1 + ASC + seprasa del 93,1% (la combinacién de 4 marcadores
no se muestra en la Fig. 8). Una representacion grafica de los resultados de marcador NNMT y combinaciones de
marcadores para un maximo de 3 marcadores se muestra en la Fig. 8 como curvas caracteristicas de un operador
receptor (ROC).
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Ile

Phe

Leu

Val

110

Glu

Asp

Arg

Ala
175

Phe

15

His

Lys

Gly

Lys

Glu

95

Val

Lys

Trp

Lys

160

Arg

Asn

Ser

Ile

Ser

Glu

80

Lys

Thr

Glu
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Glu

Gln

145

Leu

Cys

Leu

Gln

Val

225

Ser

Ala

Lys

130

Ser

Ser

Arg

Val

Lys

210

Lys

Tyr

Arg

<210> 4
<211> 380
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Leu

Gln

Thr

Ala

Ile
195

Phe

Glu

Ser

Lys

Arg

Pro

Leu

Leu

180

Met

Ser

Ala

Ser

Leu
260

Gln

Leu

Cys

165

Arg

Asp

Ser

Gly

Thr

245

Ser

Ala

Gly

150

Leu

Asn

Ala

Leu

Tyr

230

Met

Arg

ES 2 583 084 T3

Val

135

Ala

Asp

Leu

Leu

Pro

215

Thr

Ala

Pro

Lys

Val

Ala

Gly

Lys
200

Leu

Ile

Asn

Leu

Gln

Pro

Ala

Ser

185

Ser

Gly

Glu

Asn

27

Val

Leu

Cys

170

Leu

Ser

Arg

Trp

Glu
250

Leu

Pro
155

Pro

Leu

Tyr

Glu

Phe
235

Gly

Lys
140

Pro

Asp

Lys

Tyr

Ala
220

Glu

Leu

Cys

Ala

Leu

Pro

Met
205

Val

Val

Phe

Asp

Asp

Pro

Gly

190

Ile

Glu

Ile

Ser

Val

Cys

Thr

175

Gly

Gly

Ala

Ser

Leu
255

Thr

Val
160

Tyr

Phe

Glu

Ala

Gln
240

Val



Met

Ala

Ile

Gly

Met

65

Pro

Leu

Gln

Arg

Leu
145

Gly

Ile

Asp

Gly

50

Gly

val

Ala

Ala

Leu

130

Ser

Ile

Arg

Ala

35

Asp

Met

Tyr

Lys

Gln

115

Val

Leu

Gln

Glu

20

Ser

Val

Phe

Vval

Arg

100

Ala

Lys

Met

Gly

Asn

Met

Leu

Tyr

Phe

85

Ser

Ala

Val

Gly

Leu

Asp

Ser

Gln

Arg

70

Asp

Glu

Gly

Thr

Ile
150

ES 2 583 084 T3

Ala

Ile

Ile

Asn

55

Thr

Gly

Arg

Ala

Lys

135

Pro

Lys

Lys

Tyr

40

Glu

Ile

Lys

Arg

Glu

120

Gln

Tyr

Leu

Ser

25

Gln

Glu

Arg

Pro

Ala

105

Gln

His

Leu

28

Ile

10

Tyr

Phe

Gly

Met

Pro

90

Glu

Glu

Asn

Asp

Ala

Phe

Leu

Glu

Met

75

Gln

Ala

Val

Asp

Ala
155

Asp

Gly

Ile

Thr

60

Glu

Leu

Glu

Glu

Glu

140

Pro

val

Arg

Ala

45

Thr

Asn

Lys

Lys

Lys

125

Cys

Ser

Ala

Lys

30

vVal

Ser

Gly

Ser

Gln

110

Phe

Lys

Glu

Pro

15

Val

Arg

His

Ile

Gly

95

Leu

Thr

His

Ala

Ser

Ala

Gln

Leu

Lys

80

Glu

Gln

Lys

Leu

Glu
160



Ala

Thr

His

Leu

Asp

225

Ile

Glu

Asn

Leu

Glu

305

Ile

Gln

Ala

Lys

Ser

Glu

Leu

Ser

210

Leu

Gly

Glu

Trp

Asp

290

Leu

Arg

Gly

Lys

Thr
370

Cys

Asp

Thr

195

Arg

Cys

Pro

Ile

Leu

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Arg

355

Gly

Ala

Met

180

Ala

Ile

Ile

Lys

Val

260

His

Glu

Lys

Gly

Leu

340

Lys

Ala

Ala

165

Asp

Ser

Leu

Leu

Arg

245

Arg

Lys

Ser

Phe

Val

325

Asp

Glu

Ala

Leu

Cys

Glu

Gln

Leu

230

Ala

Arg

Glu

Val

Met

310

Lys

Asp

Pro

Gly

ES 2 583 084 T3

Val

Leu

Ala

Glu

215

Gly

Val

Leu

Ala

Glu

295

Arg

Phe

Glu

Lys
375

Lys

Thr

Lys

200

Leu

Ser

Asp

Asp

His

280

Leu

Gly

Leu

Phe

Pro

360

Phe

Ala

Phe

185

Lys

Asp

Leu

Pro

265

Gln

Lys

Glu

Ser

Lys

345

Lys

Lys

29

Gly

170

Gly

Leu

Leu

Tyr

Ile

250

Asn

Leu

Trp

Lys

Lys

330

Vval

Gly

Arg

Lys

Ser

Pro

Asn

Cys

235

Gln

Lys

Phe

Ser

Gln

315

Ser

Thr

Ser

Gly

Val

Pro

Ile

Gln

220

Glu

Lys

Tyr

Leu

Glu

300

Phe

Arg

Gly

Thr

Lys
380

Tyr

Val

Gln

205

Glu

Ser

His

Pro

Glu

285

Pro

Ser

Gln

Ser

Lys
365

Ala

Leu

190

Glu

Gln

Ile

Lys

Val

270

Pro

Asn

Glu

Gly

Leu

350

Lys

Ala

175

Met

Phe

Phe

Arg

Ser

255

Pro

Glu

Glu

Glu

Ser

335

Ser

Lys

Ala

Arg

His

Vval

Gly

240

Ile

Glu

Vval

Glu

Arg

320

Thr

Ser

Ala
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<210>5
<211> 318
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

1

Leu

Asn

Pro

Cys

65

Leu

Thr

Gly

Ser

Gly
145

Glu

Pro

Arg

Asp

Asp

50

Ser

Asp

Lys

Leu

Gly

130

Ile

Phe

Lys

Thr

Lys

35

Gln

Trp

Trp

Cys

Ser

115

Val

Asp

Arg

Glu

20

Glu

Lys

Asn

Vval

Ser

100

His

Gly

Asp

Ser

Gly

Pro

Ala

Thr

Val

Lys

85

Glu

Gln

Leu

Glu

Phe
165

Lys

Glu

Ala

Ser

Asp

70

Glu

Asn

Tyr

Leu

Glu

150

Val

ES 2 583 084 T3

Lys

Ala

Gly

Pro

55

Gly

Glu

Lys

Trp

Ser

135

His

Leu

Gly

Lys

Glu

40

Ser

Leu

Ala

Leu

Ser

120

Arg

Asp

Val

Ala

Lys

25

Gly

Arg

Pro

Pro

105

Ala

Gln

Gln

Thr

30

Val

10

Ser

Pro

Lys

Ala

Asp

90

Ala

Pro

Cys

Glu

Ala
170

Ala

Lys

Ala

Pro

Trp

75

Ile

Glu

Ser

Pro

Gly

155

Tyr

Glu

Thr

Leu

Ala

60

Ile

Leu

Leu

Asp

Leu

140

Arg

Val

Asp

Ala

Tyr

45

Thr

Lys

Cys

Gln

Lys

125

Lys

Val

Pro

Gly

Ala

30

Glu

Leu

Lys

Leu

Glu

110

Glu

Vval

Ile

Asn

Asp

15

Lys

Asp

Lys

Lys

Gln

95

Leu

Gly

Ser

Val

Ala
175

Glu

Lys

Pro

Ile

Gly

80

Glu

Pro

Tyr

Tyr

Ala

160

Gly



ES 2 583 084 T3

Arg Gly Leu Val Arg Leu Glu Tyr Arg Gln Arg Trp Asp Glu Ala Phe
180 185 190

Arg Lys Phe Leu Lys Gly Leu Ala Ser Arg Lys Pro Leu Val Leu Cys
195 200 205

Gly Asp Leu Asn Val Ala His Glu Glu Ile Asp Leu Arg Asn Pro Lys
210 215 220

Gly Asn Lys Lys Asn Ala Gly Phe Thr Pro Gln Glu Arg Gln Gly Phe
225 230 235 240

Gly Glu Leu Leu Gln Ala Val Pro Leu Ala Asp Ser Phe Arg His Leu
245 250 255

Tyr Pro Asn Thr Pro Tyr Ala Tyr Thr Phe Trp Thr Tyr Met Met Asn
260 265 270

Ala Arg Ser Lys Asn Val Gly Trp Arg Leu Asp Tyr Phe Leu Leu Ser
275 280 285

His Ser Leu Leu Pro Ala Leu Cys Asp Ser Lys Ile Arg Ser Lys Ala
290 295 300

Leu Gly Ser Asp His Cys Pro Ile Thr Leu Tyr Leu Ala Leu
305 310 315

<210>6
<211> 760
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

31



Met

Leu

Asn

Asn

Gln

65

Ile

Ser

Tyr

Thr

Glu
145

Lys

Ala

Ser

Gly

Glu

Glu

Val

Leu

Tyr

130

Leu

Thr

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Thr

Asn

Glu

115

Tyr

Pro

Trp

Leu

20

Glu

Phe

Leu

Gly

Ala

100

Ser

Ile

Arg

Val

Val

Asn

Ser

His

Gln

85

Ser

Asp

Tyr

Pro

Lys

Met

Thr

Tyr

Gln

70

Ser

Asn

Tyr

Asp

Ile
150

ES 2 583 084 T3

Ile

Cys

Met

Lys

55

Ser

Tyr

Tyr

Ser

Leu

135

Gln

Val

Ile

Arg

40

Thr

Ala

Thr

Lys
120

Ser

Tyr

Phe

vVal

25

Ala

Phe

Asp

Ile

Leu

105

Leu

Asn

Leu

32

Gly

10

Leu

Leu

Phe

Asn

Leu

90

Ser

Trp

Gly

Cys

Val

Arg

Thr

Pro

Asn

75

Ser

Pro

Arg

Glu

Trp
155

Ala

Pro

Leu

Asn

60

Ile

Asn

Asp

Tyr

Phe

140

Ser

Thr

Ser

Lys

45

Trp

Val

Arg

Arg

Ser

125

Val

Pro

Ser

Arg

30

Asp

Ile

Leu

Thr

Gln

110

Tyr

Arg

Val

Ala

15

Val

Ile

Ser

Tyr

Met

95

Phe

Thr

Gly

Gly

Val

His

Leu

Asn

80

Lys

Val

Ala

Asn

Ser
160



Lys

Gly

Phe

Lys

Glu

225

Asp

Ala

Ala

Ser

Cys

305

Cys

Glu

Ser

Ser

Glu

385

Phe

Leu

Asp

Asn

Tyr

210

Phe

Glu

Lys

Tyr

Asp

290

Leu

Asp

His

Thr

Asp

370

Asn

Arg

Ala

Pro

Gly

195

Ala

Asn

Gln

Asn

Val

275

Tyr

Gln

Phe

Ile

Pro

355

Lys

Ala

Val

Tyr

Pro

180

Ile

Leu

Asp

Tyr

Pro

260

Gly

Tyr

Trp

Arg

Glu

340

val

Asp

Ile

Thr

Val

165

Phe

Pro

Trp

Thr

Pro

245

Val

Pro

Phe

Leu

Glu

325

Glu

Phe

Gly

Gln

Gln
405

Tyr

Gln

Asp

Trp

Asp

230

Arg

Val

Gln

Ser

Lys

310

Asp

Ser

Ser

Tyr

Ile

390

Asp

Gln

Ile

Trp

Ser

215

Ile

Thr

Arg

Glu

Trp

295

Arg

Trp

Arg

Tyr

Lys

375

Thr

Ser

ES 2 583 084 T3

Asn

Thr

Val

200

Pro

Pro

Ile

Ile

Val

280

Leu

Val

Gln

Thr

Asp

360

His

Ser

Leu

Asn

Phe

185

Tyr

Asn

val

Asn

Phe

265

Pro

Thr

Gln

Thr

Gly

345

Ala

Ile

Gly

Phe

Ile

170

Asn

Glu

Gly

Ile

Ile

250

Ile

Val

Trp

Asn

Trp

330

Trp

Ile

His

Lys

Tyr
410

33

Tyr

Gly

Glu

Lys

Ala

235

Pro

Ile

Pro

Val

Val

315

Asp

Ala

Ser

Tyr

Trp

395

Ser

Leu

Arg

Glu

Phe

220

Tyr

Tyr

Asp

Ala

Thr

300

Ser

Cys

Gly

Tyr

Ile

380

Glu

Ser

Lys

Glu

Met

205

Leu

Ser

Pro

Thr

Met

285

Asp

Val

Pro

Gly

Tyr

365

Lys

Ala

Asn

Gln

Asn

190

Leu

Ala

Tyr

Lys

Thr

270

Ile

Glu

Leu

Lys

Phe

350

Lys

Asp

Ile

Glu

Arg

175

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ala

255

Tyr

Ala

Arg

Ser

Thr

335

Phe

Ile

Thr

Asn

Phe
415

Pro

Ile

Thr

Ala

Gly

240

Gly

Pro

Ser

vVal

Ile

320

Gln

vVal

Phe

vVal

Ile

400

Glu



Glu

Pro

Gln

Val

465

Thr

Ala

val

Asp

Cys

545

Leu

Thr

Gly

Glu

Tyr

625

Phe

Ala

Tyr

Pro

Tyr

450

Cys

Asp

Leu

Asp

Arg

530

Ser

Ala

Ala

val

Met

610

Gly

Lys

Ser

Pro

Ser

435

Tyr

Tyr

Gln

Lys

Glu

515

Ser

Gln

Ser

Phe

Tyr

595

Gly

Gly

Cys

Val

Gly

420

Lys

Thr

Gly

Glu

Asn

500

Ile

Lys

Ser

Lys

Gln

580

Glu

Phe

Tyr

Gly

Tyr

Arg

Lys

Ala

Pro

Ile

485

Ile

Thr

Lys

Val

Glu

565

Gly

vVal

Ile

Val

Ile

645

Thr

Arg

Cys

Ser

Gly

470

Lys

Gln

Leu

Tyr

Arg

550

Gly

Asp

Glu

Asp

Ser

630

Ala

Glu

Asn

Val

Phe

455

Ile

Ile

Leu

Trp

Pro

535

Ser

Met

Lys

Asp

Glu

615

Ser

Val

Arg

ES 2 583 084 T3

Ile

Thr

440

Ser

Pro

Leu

Pro

Tyr

520

Leu

Val

Val

Leu

Gln

600

Lys

Leu

Ala

Phe

Tyr

425

Cys

Asp

Ile

Glu

Lys

505

Lys

Leu

Phe

Ile

Leu

585

Ile

Arg

Ala

Pro

Met

Arg

His

Tyr

Ser

Glu

490

Glu

Met

Ile

Ala

Ala

570

Tyr

Thr

Ile

Leu

Val

650

Gly

34

Ile

Leu

Ala

Thr

475

Asn

Glu

Ile

Gln

Val

555

Leu

Ala

Ala

Ala

Ala

635

Ser

Leu

Ser

Arg

Lys

460

Leu

Lys

Ile

Leu

Val

540

Asn

vVal

val

val

Ile

620

Ser

Ser

Pro

Ile

Lys

445

Tyr

His

Glu

Lys

Pro

525

Tyr

Trp

Asp

Tyr

Arg

605

Trp

Gly

Trp

Thr

Gly

430

Glu

Tyr

Asp

Leu

Lys

510

Pro

Gly

Ile

Gly

Arg

590

Lys

Gly

Thr

Glu

Lys

Ser

Arg

Ala

Gly

Glu

495

Leu

Gln

Gly

Ser

Arg

575

Lys

Phe

Trp

Gly

Tyr

655

Asp

Tyr

Cys

Leu

Arg

480

Asn

Glu

Phe

Pro

Tyr

560

Gly

Leu

Ile

Ser

Leu

640

Tyr

Asp
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Asn

Phe

Val

705

Gln

Ser

Lys Gln

Leu

Arg

690

His

Val

<210>7
<211> 766

<212>PRT

Glu

675

Asn

Phe

Asp

Leu

Cys
755

660

His

Val

Gln

Phe

Ser

740

Phe

<213> Homo sapiens

<400>7
Met Lys Thr Pro

1

Leu

Asp

Leu

Asp

65

Ala

Glu

Phe

Vval

Asp

Lys

50

His

Glu

Phe

Ile

Thr

Ala

35

Asn

Glu

Tyr

Gly

Leu

Ile

20

Thr

Thr

Tyr

Gly

His

100

Leu

Tyr

Asp

Asn

Gln

725

Thr

Ser

Trp

Ile

Ala

Tyr

Leu

Asn

85

Ser

Glu

Lys

Tyr

Ser

710

Ala

Asn

Leu

Lys

Thr

Asp

Arg

Tyr

70

Ser

Ile

Tyr

Asn

Leu

695

Ala

Met

His

Ser

Val

vVal

Ser

Leu

55

Lys

Ser

Asn

Asn

ES 2 583 084 T3

Ser

665

680

Leu

Gln

Trp

Leu

Thr

Ile

Ile

Tyr

Tyr

Val

His

Ala

Ser

Met

Gly

Lys

Ala

Thr

Arg

670

685

700

715

730

745

Asp
760

Leu

Pro

Arg

40

Lys

Gln

Val

Asp

Tyr

Leu

Val

25

Lys

Leu

Glu

Phe

Tyr

105

vVal

Gly

10

Val

Thr

Tyr

Asn

Leu

90

Ser

Lys

35

Thr

Leu

Leu

Tyr

Ser

Asn

75

Glu

Ile

Gln

Asp

His

Leu

Leu

Thr

Leu

60

Ile

Asn

Ser

Trp

Ala

Gln

Met

Gly

Asn

Leu

45

Arg

Leu

Ser

Pro

Arg

Ala

Leu

Asn

Thr

Ala

Asp

Val

His

His

Glu Tyr

Asp Asn

Asn Ala

720

Gly Leu

735

750

Ala

Lys

30

Thr

Trp

Val

Thr

Asp

110

His

Ala

15

Gly

Asp

Ile

Phe

Phe

95

Gly

Ser

Phe Leu

Ala

Thr

Tyr

Ser

Asn

80

Asp

Gln

Tyr



Thr

Glu

145

Gly

Glu

Ile

Ser

Tyr

225

Tyr

Pro

Thr

Ala

Trp

305

Asn

Trp

Trp

Ala

130

Glu

His

Pro

Ile

Ala

210

Ala

Ser

Lys

Asp

Pro

290

Ala

Tyr

Asn

vVal

115

Ser

Arg

Lys

Asn

Tyr

195

Tyr

Gln

Asp

Ala

Ser

275

Ala

Thr

Ser

Cys

Gly
355

Tyr

Ile

Leu

Leu

180

Asn

Ser

Phe

Glu

Gly

260

Leu

Ser

Gln

vVal

Leu

340

Arg

Asp

Pro

Ala

165

Pro

Gly

Ala

Asn

Ser

245

Ala

Ser

Met

Glu

Met

325

Val

Phe

Ile

Asn

150

Tyr

Ser

Ile

Leu

Asp

230

Leu

Val

Ser

Leu

Arg

310

Asp

Ala

Arg

Tyr

135

Asn

vVal

Tyr

Thr

Trp

215

Thr

Gln

Asn

Val

Ile

295

Ile

Ile

Arg

Pro

ES 2 583 084 T3

120

Asp

Thr

Trp

Arg

Asp

200

Trp

Glu

Tyr

Pro

Thr

280

Gly

Ser

Cys

Gln

Ser
360

Leu

Gln

Asn

Ile

185

Trp

Ser

Val

Pro

Thr

265

Asn

Asp

Leu

Asp

His

345

Glu

Asn

Trp

Asn

170

Thr

Val

Pro

Pro

Lys

250

Val

Ala

His

Gln

Tyr

330

Ile

Pro

36

Lys

val

155

Asp

Trp

Tyr

Asn

Leu

235

Thr

Lys

Thr

Tyr

Trp

315

Asp

Glu

His

Arg

140

Thr

Ile

Thr

Glu

Gly

220

Ile

Val

Phe

Ser

Leu

300

Leu

Glu

Met

Phe

125

Gln

Trp

Tyr

Gly

Glu

205

Thr

Glu

Arg

Phe

Ile

285

Cys

Arg

Ser

Ser

Thr
365

Leu

Ser

Val

Lys

190

Glu

Phe

Tyr

Val

Val

270

Gln

Asp

Arg

Ser

Thr

350

Leu

Ile

Pro

Lys

175

Glu

Val

Leu

Ser

Pro

255

Val

Ile

Val

Ile

Gly

335

Thr

Asp

Thr

Val

160
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para diferenciar la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) del asma en un sujeto
humano, que comprende a) determinar la concentracion de la proteina NNMT en una muestra de suero, plasma o
sangre completa, y b) comparar la concentracion de la proteina NNMT determinada en el paso (a) con una de la
proteina NNMT, en la que la concentracién de proteina NNMT por encima de la concentracién de referencia es
indicativa de EPOC.

2. El método 1, en el que la proteina NNMT se mide en un procedimiento de inmunoensayo.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el procedimiento de es un inmunoensayo ligado a enzima
(ELISA).

4. El método de acuerdo con las reivindicaciones 2 y 3, en el que la NNMT se mide en un formato de ensayo tipo
sandwich.

5. El método de acuerdo con las reivindicaciones 2 y 3, en el que la NNMT se mide en un formato de ensayo
competitivo.

6. la proteina NNMT en la diferenciacion in vitro de la EPOC del asma en una muestra de suero, plasma o sangre
completa, en el que una concentracion de la proteina NNMT por encima de la concentracion de referencia de la
proteina NNMT es indicativa de EPOC.

7. El uso de un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 para diferenciar la EPOC del
asma.
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Fig. 1

NNMT (ROC: 88 %)

Fig. 2

CRP (ROC: 74 %)
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Fig. 5

NNMT (ROC: 88 %)

Fig. 6

CRP (ROC: 70 %)
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Fig. 8
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