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DESCRIPCION
Biomarcadores para osteoartritis
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a biomarcadores que pueden usarse individualmente o en combinacién para el
diagndstico de la osteoartritis. Los biomarcadores son particularmente utiles ya que pueden utilizarse para
diagnosticar la enfermedad antes de la aparicion de sintomas significativos.

Antecedentes de la invencion

La osteoartritis (OA) es una de las enfermedades articulares cronicas mas frecuentes que producen deficiencias de
salud sustanciales’ y esta siendo cada vez mas frecuente a medida que la poblacién envejece. La obesidad es un
factor de riesgo importante para el desarrollo de la OA y los datos recientes sugieren que habra una epidemia de
osteoartritis relacionada con la obesidad en la poblacion general El diagnostico actual de la OA depende del dolor y
la discapacidad que presenta el sujeto y se confirma por radiografia simple de las articulaciones afectadas.
Actualmente no hay pruebas bioquimicas disponibles que se puedan utilizar para diagnosticar, predecir las
consecuencias de la enfermedad o controlar la respuesta al tratamiento. La disponibilidad de buenos marcadores
bioquimicos ayudaria con el seguimiento precoz de la actividad de la enfermedad y las consecuencias y, sin duda va
a acelerar el desarrollo de farmacos especificos para OA.

OA se caracteriza por la desregulacion de la homeostasis normal de las articulaciones que conduce a la degradacion
del tejido intrarticular, el intento de reparacion y la inflamacion mediada por citocinas y factores de crecimiento. Los
inventores y otros han demostrado que las concentraaones en el suero de macromoléculas (biomarcadores) pueden
proporcionar una forma de medir estos procesos 8, Los estudios previos de los inventores que describen la extensa
gama de biomarcadores han demostrado que hay muchas macromoléculas que son supuestos marcadores de las
consecuenuas de la enfermedad radiografica de OA de la rodilla, mientras que otros tienen algun valor de
dlagnostlco . En su estudio mas reciente, los inventores examinaron 20 biomarcadores diferentes e identificaron 8
que estaban reIaC|onados con procesos biologicos y patoloégicos en la OA de la rodilla. Varios de estos
biomarcadores también tenlan valor de diagnostico y predecian la evolucion radiolégica de la enfermedad, asi como
el dolor y la dlscapaC|dad Sin embargo, estos biomarcadores (por separado o en combinacion) carecen de
especificidad y sensibilidad para discriminar a cada sujeto de la referencia o sugerir una posible evolucién de la
enfermedad para el sujeto a lo largo del tiempo. Por lo tanto existe una urgente necesidad de buscar biomarcadores
nuevos y mas especificos para la investigacion de la OA y otras enfermedades de las articulaciones.

SELDI-TOF-MS (de sus siglas en inglés:Surface Enhanced Laser Desorption/lonisation-Time Of Flight-Mass
Spectrometry) Espectrometria de Masas en Tiempo de Vuelo mediante Desorcidn-lonizacion por Laser de Superficie
es una tecnologia ProteinChip muy potente que investiga de manera dlferenC|ada las concentraciones de proteinas
de bajo peso molecular (<20 kDa) en liquidos bioldgicos tales como suero'>"°. En estudios de este tipo, pocas veces
sefiales altas o bajas de proteinas son del interés principal y se con3|deran como posibles biomarcadores de la
enfermedad. Superficies SELDI ProteinChip comprenden un conjunto de quimica cromatografica clasica para la
captura de proteinas en funcion de sus propiedades fisico-quimicas y la presentacion de varios perfiles de proteinas
de la misma muestra bioldgica estudiada, aumentando de este modo considerablemente las posibilidades de atrapar
biomarcadores especificos.

En el presente estudio, se analizaron por SELDI-TOF-MS muestras de suero de grupos caracterizados pocillo a
pocillo de sujetos con OA, referencias sanas y referencias de enfermedad [(sujetos con artritis reumatoide (AR)] para
buscar biomarcadores nuevos y especificos para la OA. Los inventores fueron capaces de identificar una serie de
marcadores que muestran en particular una alta especificidad y selectividad por OA y que pueden ser utilizados
individualmente o en combinacion entre si y/u otros marcadores de OA.

Compendio de la invencion

Se proporciona un método de diagndstico de la osteoartritis o de seguimiento de la evolucidn de la enfermedad de la
osteoartritis, que comprende identificar la presencia de un aumento de la concentracién de un marcador
seleccionado del fragmento de vitronectina V65 o de fragmentos, variantes o productos de degradacion de la misma
en una muestra extraida de un sujeto, en donde el fragmento de vitronectina V65 o los fragmentos, variantes o
productos de degradacion de la misma comprenden un producto final con extremo terminal C se presentan en el
dominio de unién de la heparina.

El término osteoartritis es bien conocido en la técnica. La expresion "diagnéstico de la osteoartritis" como se emplea
en la presente memoria, quiere decir que confirma que un individuo tiene OA, si el individuo es sintomatico o no.
Comprende la identificacion de un individuo que es probable que desarrolle sintomas de OA, especialmente si no se
administra el tratamiento. La expresion "seguir la evolucion de la enfermedad” y expresiones relacionadas significan
identificar si una enfermedad ha empeorado o si la enfermedad del sujeto ha mejorado. Dichas expresiones incluyen
el seguimiento de la respuesta de un sujeto al tratamiento.
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El sujeto es preferible un mamifero, especialmente un primate. En una realizacion, el sujeto es un ser humano.

La muestra puede ser cualquier muestra extraible del sujeto, tal como sangre, suero, orina o liquido sinovial. Es
preferiblemente una muestra de suero o una muestra de liquido sinovial, sobre todo de una articulacién que se cree
que esta, o que es probable que esté afectada por OA.

Los marcadores utilizados en la presente invencion incluyen el fragmento o fragmentos de vitronectina V65 en el
terminal C o variantes de los mismos, en donde el fragmento o fragmentos de vitronectina V65, variantes o
productos de degradacion de los mismos comprenden un producto final de la vitronectina V65 se presentan en el
dominio de unioén de la heparina. Ellos pueden denominarse en conjunto en la presente memoria "los marcadores" y
una referencia a "los marcadores" puede ser una referencia a todos los marcadores.

El fragmento de vitronectina V65 del terminal C significa un producto final del terminal C de la subunidad vitronectina
V65 en el dominio de unién a heparina. La secuencia de aminoacidos del fragmento vitronectina V65 del terminal C
es:

SQRGHSRGRNQNSRRPS

C3f es un fragmento del complemento y es bien conocido en la técnica. Es un fragmento liberado durante la
degradacion catabdlica de C3b por el Factor H después de la activacion de C3. Los fragmentos o variantes de C3f
son formas modificadas, especialmente truncadas, de C3f o formas en las que uno, dos, tres, cuatro o mas
aminoacidos han sido cambiados, eliminados, afiadidos, sustituidos o modificados de otra manera. En fragmentos o
variantes especificos incluyen fragmentos y variantes truncados en los que 1, 2, 3, 4 o mas aminoacidos se han
eliminado del extremo terminal C del péptido. Los fragmentos y variantes son preferiblemente funcionales, es decir
que tienen propiedades similares a la proteina completa y estan unidos especificamente por moléculas de unién
similares, tales como anticuerpos. La secuencia de aminoacidos del fragmento C3f es:

SSKITHRIHWESASLLR

La proteina CTAPIIl es bien conocido en la técnica y también conocida como factor-4 plaquetario de baja afinidad.
Los fragmentos o variantes de la proteina CTAPIIl son formas modificadas de la proteina CTAPIIl o formas en las
que uno, dos, tres, cuatro o mas aminoacidos han sido cambiados, eliminados, afiadidos, sustituidos o modificados
de otra manera. En fragmentos o variantes especificos incluyen fragmentos y variantes truncados en los que 1, 2, 3,
4 0 mas aminoacidos se han eliminado del extremo terminal N del péptido. Los fragmentos especificos incluyen un
fragmento en el que se han eliminado 4 aminoacidos del extremo terminal N del péptido (B-tromboglobulina) y un
fragmento en el que se han eliminado 2 aminoacidos del extremo terminal N del péptido. La secuencia de
aminoacidos de una proteina CTAPIII es:

NLAKGKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLKD
GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD

La concentracién de los marcadores en la muestra se puede medir por cualquier medio conocido. Se mide
preferiblemente por SELDI-TOF-MS.

La expresion "aumento de la concentracion” significa preferiblemente que la concentracion del marcador en cuestion
en la muestra es mayor que la concentracion esperada para ese marcador. La expresion "disminucion de la
concentracion" significa preferiblemente que la concentracion del marcador en cuestion en la muestra es menor que
la concentracion esperada para ese marcador.

La concentracion esperada de un marcador puede identificarse de numerosas de maneras. Por ejemplo, la muestra
puede compararse con una muestra comparable de otro sujeto. Si la concentracién de un marcador es mayor o
menor que la de la muestra comparable, puede considerarse que la concentracién ha aumentado o disminuido,
respectivamente.

La concentraciéon de un marcador en la muestra se puede comparar con una concentraciéon patréon del marcador o
con el intervalo de concentraciones apropiado del marcador para el tipo de muestra y el sujeto del que se extrae la
muestra. Los intervalos de referencia pueden crearse analizando un gran ndmero de muestras comparables de un
numero de sujetos en un intervalo de edades. Dichos intervalos de referencia pueden permitir la determinacion de la
distribucion de las concentraciones del marcador. Las muestras comparables son el mismo tipo de muestra que
cada una de las demas. Por ejemplo, se toman muestras comparables de los sujetos de la misma especie, género y
grupo de edad. Las muestras también se deben tomar a la misma hora del dia, ya que las variaciones diurnas
pueden afectar a las concentraciones de marcadores. Igualmente, las muestras de liquido sinovial se deben
comparar con otras muestras de liquido sinovial, las muestras de suero con otras muestras de suero, etc.

El aumento o la disminucién en la concentracion de cada marcador preferiblemente es estadisticamente significativo.
Por ejemplo, el cambio de concentracion es al menos del 5%, preferiblemente al menos del 10%, mas
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preferiblemente al menos del 15%, mas preferiblemente al menos del 20%, mas preferiblemente al menos del 25%,
mas preferiblemente al menos del 30%, mas preferiblemente al menos del 35%.

Alternativamente, la muestra puede compararse con una concentracion de marcador proyectada, creada haciendo
pruebas al mismo sujeto en una fecha anterior y prediciendo la concentracion de marcador que es probable que se
observe si el sujeto tiene OA. La prediccion puede ser simplemente un aumento o disminucion en la concentracion
de marcador, o puede ser posible cuantificar el cambio probable.

El método puede implicar pruebas de un fragmento de vitronectina V65 y C3f y/o CTAPIII. El método también puede
incluir pruebas de otros marcadores de OA o enfermedades relacionadas, tales como TNF-a, MMP-3 y COMp y
CTX2.

La invencion se describira en detalle a continuacion, sélo a modo de ejemplo, con referencia a las figuras.
Figuras

Figura 1: A), B), C), D) - Distribucién de la intensidad maxima de biomarcadores detectados después del estudio de
validacion 1 en CM10 (m/z = 1979, 2021, 3762 y 9292) en los 7 grupos de sujetos (NC, K&LO 1, 2, 3, 4 y AR). E), F)
y G) - Espectros de vision del gel proporcionados por 20 pacientes con OA (10 con K&LO y 10 con K&L4) que
representan 1979 y 2021, 3762 y 9292 marcadores de m/z, respectivamente. H), 1) y J) - Distribucion de la
intensidad maxima de biomarcadores detectados después del estudio de validacién 2 en IMAC-Ni (m/z = 1691, 1778
y 1865) en los grupos K&LO y K&L4. K) - Espectros de vision del gel proporcionados por 20 pacientes con OA (10
con K&LO y 10 con K&L4) que representan 1691, 1778, 1865 y 2021 marcadores de m/z.

Figura 2: Estudio protedmico en espectros de suero y de liquido sinovial emparejados proporcionados a partir de
pacientes con OA (K&L1 a K&L4) y con AR, que ilustra la presencia o ausencia de picos en valores de m/z de 1979
(A), 2021 (Ay B), 1691 (B) , 1778 (B), 1865 (B), 3762 (C) y 9292 (D) en ambos liquidos.

Figura 3: Purificacion e identificacion de los fragmentos de proteinas al valor m/z de 1979, 2021, 3762 y 9292 como
fragmento de vitronectina V65, fragmento C3f del complemento, sigue siendo desconocido (m/z = 3762) y las
proteinas CTAPIIl. A) Enriquecimiento del fragmento V65 de vitronectina con el equipo Proteominer y el proceso de
ultrafiltracion en YM-10, y la identificacion mediante el uso de ProteinChip y el MALDI-TOF-MSMS. Se cargé péptido
sintético en el ultimo espectro. B) Identificacion del complemento C3f por yHPLC-ESI-TRAP-MSMS después de la
purificacion en columna IMAC-Ni y resina C18. También se cargd péptido sintético en el ultimo espectro. C)
Enriquecimiento del péptido correspondiente al valor 3762 de m/z usando el equipo Proteominer y el proceso de
concentracion en YM-10 y D) Identificacion de las proteinas CTAPIIl por agotamiento de suero empleando
anticuerpos especificos e inespecificos seguido de la elucién de los inmunocomplejos.

Pacientes y métodos
Pacientes

Se inscribieron 284 pacientes con OA de rodilla mediante cuestionarios de comunidad, consultas de atencién
primaria, consultas externas hospitalarias™'® y se clasificaron segtin su puntuacion K&L (16). 25 pacientes con AR
que cumplian los criterios del American College of Rheumatology de 1987 (17) y 36 individuos sanos [(denominado
referencias negativas (NC)] se incluyeron en el estudio como referencias. Se distribuyeron muestras de suero de OA
y NC en dos grupos de muestras: el conjunto de analisis (130 OA y 20 CN) y el conjunto de validacion (154 OA'y 16
CN). Las muestras con AR (n = 25), sélo se incluyeron en el conjunto de validaciéon. 20 pares de muestras de
liquidos de suero/sinovial (12 pacientes con OA y 7 con AR) se utilizaron para la correlacién entre ambos liquidos.
Los datos demograficos y epidemiolégicos de estos pacientes se resumen en la Tabla 1. El protocolo de estudio fue
aprobado por las juntas de revisién institucional (Comité de Etica de Investigacion), tanto de la confianza del
patronato del United Bristol Healthcare NHS, Bristol, Reino Unido como del University Hospital, CHU de Ligja,
Bélgica.

Muestras de suero y liquidos sinoviales

Se recogieron muestras de suero en tubos planos de vidrio, se dejaron coagular, y se centrifugaron a 2.800
revoluciones por minuto durante 10 minutos. Los liquidos sinoviales se procesaron utilizando las mismas
condiciones experimentales que el suero. Los sobrenadantes se dividieron en partes alicuotas y se congelaron
inmediatamente a -80°C hasta que se necesitaron para el analisis de SELDI-TOF-MS.

Preparacion de la matriz ProteinChip

Las 150 muestras de suero utilizadas para analisis (Tabla 1a) se cargaron en duplicados en dos tipos de matrices
ProteinChip (BioRad, EE.UU.) con el fin de capturar una amplia gama de posibles biomarcadores: una aniénica
(CM10) y una captura por afinidad de metal inmovilizado unido por enlace covalente con Ni?* (IMAC-Ni). Un afio
después, se llevo a cabo un primer estudio de validacion (Validacion 1) en las mismas condiciones experimentales y
del marco temporal, con un conjunto independiente de 195 muestras de suero (Tabla 1b) y se cargd en matrices
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CM10 solamente. Un segundo estudio de validacion (Validacion 2) se realizd al mes siguiente utilizando un
subconjunto de 39 muestras de suero de la Validacion 1 incluidas las etapas K&LO y K&L4 solamente (Tabla 1b). La
Validacion 2 se realizé en un dia en ambas matrices CM10 e IMAC-Ni. Por ultimo, pares de muestras de suero y de
liquido sinovial de 12 pacientes con OA (K&L1 a 4) y 7 con AR (Tabla 1c) se cargaron en matrices CM10 y se
analizaron para comprobar la presencia de los nuevos biomarcadores en ambos liquidos.

Para todos los estudios, las muestras de suero y liquidos sinoviales se desnaturalizaron en primer lugar en 1,5
volimenes de urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS al 2% y Tris 50 mM (pH 9), y después se diluyé 6 veces en los
siguientes tampones: Tris 100 mM, pH 9 (CM10) y tampdn de fosfato 100 mM que contiene NaCl 250 mM, pH 7
(IMAC-Ni). Se prepararon matrices ProteinChip segun las instrucciones del fabricante, y como se describid
anteriormente’®"®. Se afiadio1 pl de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA, Biorad) diluido 2 veces y 1 pl de acido
sinapinico (SPA, BioRad) a cada punto de CM10 e IMAC-Ni, respectivamente. Para la validaciéon 2 realizada en
IMAC-Ni, se utiliz6 CHCA para visualizar mejor los péptidos pequefios. Se cargaron liquidos sinoviales como
muestras de suero. Las matrices se analizaron con un pBSll y un lector de PCS4000 ProteinChip para el analisis y el
estudio de validacion, respectivamente. Los espectros se obtuvieron en una m/z (relaciéon masa a carga) de 1800-
20.000 y 1.500 a 20.000 para CM10 e IMAC-Ni, respectivamente.

Se leyeron matrices ProteinChip en el transcurso de una semana para limitar la variabilidad a través del tiempo. Se
llevé a cabo normalizacion de las condiciones experimentales en un esfuerzo para minimizar los efectos de las
fuentes de fluctuacion irrelevantes. Se aplicaron muestras de suero al azar con el fin de evitar la deteccién de
artefactos debido a una manipulacién experimental.

Purificacion de proteinas para Identificacion de biomarcadores

El estudio protedmico detecté 4 proteinas a diferentes relaciones m/z como nuevos biomarcadores posibles y una
gama de métodos bioquimicos se utilizaron para caracterizar e identificar estos marcadores. El fragmento al valor
1979 de m/z se enriquecié en primer lugar en 1 ml de suero con el equipo Proteominer® (BioRad) segun las
instrucciones del fabricante, a continuaciéon se dializd frente a una soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS)
(Lonza, Bélgica) y se filtré usando filtros YM10 (Microcon, Millipore, MA). Se aplicaron péptidos en la fraccion de flujo
a través en matrices CM10 segun las condiciones experimentales descritas previamente. La matriz ProteinChip se
analiz6é a continuacion por espectrometria de masas MALDI-TOF (Ultraflex 11, Bruker) para la identificacion de este
péptido. El segundo péptido al valor 2.021 de m/z se purific6 usando 100 pl de suero en una cromatografia en
columna IMAC-Ni (Affiland, Bélgica) con tampdn de fosfato 100 mM, imidazol 100 mM, NaCl 0,3 M, pH 7,5 como
solucion de elucién. Los péptidos eluidos se concentraron en Dynabeads RPC 18 (Invitrogen, Bélgica) y se eluyeron
con 20 pl de acetonitrilo al 50% a ser identificados por yHPLC-ESI-TRAP-MSMS (Esquire, Bruker). El péptido al
valor 3762 de m/z se enriquecié también utilizando el equipo proteominer (BioRad) y se concentré en filtros YM10
(Microcon). La solucion concentrada se cargdé en el fraccionador Offgel (Agilent) segun las instrucciones del
fabricante. Las fracciones recogidas se analizaron en la matriz H50 ProteinChip (BioRad). El cuarto péptido al valor
9.292 de m/z fue identificado por inmunoeliminacion utilizando 50 ul de suero. El suero se inmunoelimindé usando
perlas de proteina G-agarosa (Santa Cruz) recubiertas con un anticuerpo monoclonal anti-CTAPIII (anti-péptido Il
activador del tejido conectivo) (Abcam, UK). El fragmento de proteina se eluy6é usando acido acético 100 mM en
30% de ACN, y se detectd en la matriz ProteinChip de IMAC-Ni (BioRad). El anticuerpo monoclonal anti-cistatina B
(Santa Cruz) se utilizé como referencia negativa.

Sintesis de péptidos

Se sintetizaron péptidos sintéticos C3f del complemento y fragmento de vitronectina V65, por sintesis de péptidos en
fase solida (Eurogentec, Bélgica) y se aplicaron en matrices ProteinChip para compararlos con sus correspondientes
péptidos purificados.

Correlacion con ensayos de biomarcadores disponibles actualmente

Con el fin de caracterizar mejor los 4 nuevos biomarcadores, se correlacionaron intensidades maximas de
biomarcadores a valores m/z de 1979, 2021, 3762 y 9292 con 20 marcadores bioquimicos diferentes relacionados
con el cartilago, el hueso y el metabolismo del tejido sinovial. Estos marcadores se habian medido previamente por
ensayos ELISA (12) en 93 de las 154 muestras de suero OA utilizadas en el conjunto de validacién 1, y se distribuye
por igual entre las puntuaciones de K&L.

Analisis estadistico

El preprocesamiento de los espectros que implican calibracion, sustraccion del valor de referencia y normalizacion
se completaron antes del analisis estadistico. La deteccion de picos se realizd utilizando el programa ProteinChip
Biomarker Wizard 3.0 (BioRad). Los datos se analizaron por dos métodos estadisticos: una prueba de la U no
paramétrica de Mann-Whitney y un algoritmo de aprendizaje de maquina denominado extra-Trees N. El ultimo
método es un analisis multifactorial de arbol de decisiones utilizado para construir modelos de clasificacion y para
clasificar los picos segun su contribucion relativa en la clasificacion de los 2 grupos (20). En este modelo, los valores
maximos de m/z se clasificaron en relaciéon con su porcentaje de importancia [Imp (%)] para diferenciar K&LO de los
grupos K&L4. Los primeros valores representan posibles biomarcadores implicados en el desarrollo de OA. Los
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valores de P se asocian a esta clasificacion y se consideran significativos si < 0,05. Para determinar la asociacion
con biomarcadores disponibles en la actualidad, se utilizaron datos clasificados para calcular los coeficientes de
correlacion de Spearman. Los valores P <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados
Reproducibilidad.

Se determinaron por coeficiente de variaciones (CV) maximos de variabilidad de intensidad en los perfiles proteicos
SELDI proporcionados por la misma muestra de suero aplicada 8 veces en el mismo chip (intra-experimento) o
aplicada de forma consecutiva durante 7 dias (inter-experimento) como describe de Seny et al.(19). Se evaluaron
variaciones intra-chip en matrices CM10 a 12,4% y 10% para el estudio de analisis y validacion, respectivamente, y
en matrices IMAC-Ni a 13,3% para el estudio de analisis. Se determinaron variaciones inter-chip después de 7 dias
en matrices CM10 al 18,5% y 30% para el analisis y estudio de validacion, respectivamente, y en matrices IMAC-Ni
al 24,1% para el estudio de andlisis. La variabilidad de los biomarcadores en el valor pico de m/z 1979, 2021, 3762 y
9292 también se determiné durante el estudio de validacion utilizando una muestra de suero de control de calidad
K&LO y K&L4. Se descubrié que los CV estaban comprendidos en el intervalo del 5,1% al 10,4% para intra-
experimentos y del 27,5% al 33,6% para inter-experimentos. Los CV calculados estan en el intervalo de los datos
publicados.

Estudio de analisis de sueros

De las 130 muestras de suero OA y 20 NC (conjunto de andlisis, Tabla 1a), se obtuvieron 300 espectros tanto en
matrices ProteinChip CM10 como IMAC-Ni. El programa informatico Biomarker Wizard resolvié 156 y 134 picos en
CM10 y IMAC-Ni, respectivamente. La clasificacion de los biomarcadores en maximo 19 se resume en la Tabla 2 de
la seccion Analisis y esta hecha segun la Imp (%) dada por el andlisis multifactorial. También se calculé un valor P
para cada biomarcador.

Estudios de validacién de sueros

Se disefié un nuevo estudio protedmico (Validacion 1) con un conjunto independiente de muestras para confirmar la
solidez de los biomarcadores detectados después de un estudio de analisis. La validaciéon 1 se realizd6 en matrices
CM10 ProteinChip solamente. Este estudio utilizd 154 muestras de suero de OA (Tabla 1b) clasificadas segun su
puntuacion K&L, mas 16 sueros de individuos sanos (grupo NC) y 25 sueros de pacientes con AR. Todas las
muestras se cargaron por duplicado en CM10, generando un total de 390 espectros. Los mismos métodos
estadisticos que se han empleado para el conjunto de analisis se utilizaron para la clasificacion de los picos [Tabla 2
— seccién Validacion 1].

La comparacion del analisis y los estudios de validaciéon permitié llevar a cabo 4 biomarcadores potencialmente
nuevos a valores m/z de 1979, 2021, 3762 y 9292 (Figura 1). La distribucién de las intensidades de los picos en
grupos NC, en OA (K&LO a 4) y en AR se muestran en la figura 1A, B, C, D.

Las intensidades maximas a valores m/z de 1979 y 2021 se encontraron significativamente aumentadas (P <0,0001)
en todas las muestras de OA en comparacion con las muestras de NC y AR y mas aumentadas con las
puntuaciones crecientes de K&L (Fig. 1A, B ). Con un umbral de intensidad maxima de 2,4 (media + 2 D.T. de las
referencias), la sensibilidad para el pico 1979 de m/z fue de 29% en K&LO, 41% en K&L1, 38% en K&L2, 57% en
K&L3 y 66% en K&L4, mientras que su especificidad fue del 97%. Con un umbral de intensidad maxima de 1,5
(media + 2 D.T. de las referencias), la sensibilidad para el pico 2021 de m/z fue de 91% en K&LO, 100% en K&L1,
72% en K&L2, 87% en K&L3 y 93% en K&L4, mientras que su especificidad fue del 92%. Las intensidades a valores
3762 y 9292 de m/z fueron significativamente mayores (m/z = 3762) (P = 0,014) o menor (m/z = 9292) (P = 0,004) en
pacientes con OA que en los grupos de referencia, y el anterior (Figura 1C) aumentoé con puntuaciones crecientes de
K&L de pacientes con OA mientras que el segundo (Figura 1d) disminuyd con el aumento de las puntuaciones de
K&L. Las figuras 1E, F y G presentan las cuatro biomarcadores en espectros de vision en gel de 10 pacientes con
OA con K&LO y 10 con K&L4. La figura demuestra que los biomarcadores con valores de m/z a 1979, 2021 y 3762
son apenas detectables en K&LO pero estan presentes a concentraciones mucho mas elevadas en muestras de
suero de pacientes con puntuaciones de K&L de 4, mientras que lo contrario es cierto para el biomarcador al valor
m/z de 9292.

La validacion 2 se llevo a cabo en un solo dia en 39 pacientes K&LO y K&L4 utilizados en la validacion 1, para
asegurar que estos 4 biomarcadores no estaban artefactos debido al tiempo empleado durante el estudio de
validacion 1 realizado durante 7 dias. Esto permitié descartar cualquier ambigliedad técnica y reforzar la validez de
los 4 biomarcadores de los inventores que muestran todavia valores P inferiores a 0,05 [Tabla 2 - validacion 2]. Por
otra parte, debido a la utilizacion de CHCA que visualiza mejor los péptidos pequefios, se detectaron nuevos
biomarcadores a valores de m/z de 1691, 1778 y 1865 en IMAC-Ni. Estos nuevos biomarcadores se ilustran en la
figura 1H, I, J, K y se encontr6 que eran variantes del pico de m/z 2021 como se expone mas adelante. El
biomarcador de m/z 2021 también puede visualizarse en espectros K&L4 de vision en gel (matrices IMAC-Ni) (Figura
1K).
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Estudio de analisis del liquido sinovial

Se identificaron al mismo tiempo valores maximos de m/z a 1979, 2021 y 3762, en ambas muestras de suero y
liquido sinovial de pacientes con OA en diferentes puntuaciones K&L (Figura 2). Picos en el valor 9292 de m/z
solamente se detectaron en el suero, pero no en los liquidos sinoviales de pacientes con AR y OA. El pico de m/z
1979 también estaba presente en 2/7 espectros de liquido sinovial de AR pero no en su muestra de suero
correspondiente (datos no mostrados). Por ultimo, también se detectaron picos correspondientes a variantes del
biomarcador m/z 2021 tanto en muestras de suero como de liquido sinovial de todos los pacientes con OA, sino
también en 3/7 pacientes con AR.

Identificacién de biomarcadores

Se purificaron proteinas a valores 1979 y 3762 de m/z (Fig. 3A y C) y se aplicaron en matrices ProteinChip (CM10 y
H50, respectivamente) para ser analizadas por espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF. El valor 1979 de m/z se
identific6 como un producto final del terminal C de la subunidad vitronectina V65 cuando el valor 3762 de m/z
permanecia indetectable debido a su muy alta hidrofobia. La proteina con m/z 2021 se identific6 después de los
procedimientos de purificacion (Figura 3B) por yHPLC-ESI-TRAP-MSMS como péptido C3f del complemento. La
identificacion de proteinas en el valor 9292 de m/z se llevé a cabo mediante por inmunoeliminacion usando perlas de
proteina G-agarosa recubiertas con anticuerpos anti-CTAPIIl (Figura 3D). CTAPIIl se eluy6 de su inmunocomplejo y
se aplica en matrices ProteinChip para ser analizado por SELDI-TOF-MS.

Los picos en valores 1691, 1778, 1865 y 2021 de m/z se encontraron agrupados en espectros proporcionados por
matrices IMAC-Ni y por lo tanto son variantes (forma truncada en el extremo terminal C por 3, 2 y 1 aminoacido,
respectivamente) de péptidos C3f del complemento.

La misma observacién se hizo para los picos 8862, 9060 y 9292 de m/z ya que estas proteinas eluyeron
simultaneamente de su inmunocomplejo. El valor de m/z 8862 es una forma truncada de 4 aminoacidos en el
extremo del terminal N de CTAPIIl y se conoce mejor como proteina -tromboglobulina (B-TG) (masa del péptido de
8865 Da). El pico 9060 de m/z es una forma truncada de 2 aminoacidos en el extremo del terminal N de CTAPIII
(masa del péptido de 9064). Por otra parte, los picos en valores de 4430, 4530 y 4644 de m/z representan formas
con doble carga (2H") de valores 8862, 9060 y 9292 de m/z. Estas formas se encontraron estadisticamente
significativas en el estudio de analisis, pero no en el de validacion.

Correlacion con ensayos de biomarcadores disponibles actualmente

Las intensidades de los picos correspondientes a valores de m/z de 1979 (fragmento de vitronectina V65), 2021 (C3f
), 3762 (desconocido) y 9292 (CTAPIIl) y detectados en los espectros generados por 93 muestras de suero OA, se
correlacionaron con una amplia gama de biomarcadores disponibles en la actualidad (Tabla 3). El fragmento de
vitronectina V65 se correlacion6 positivamente con C-telopéptido de colageno tipo Il (CTXIl) y negativamente con
agrecano y metaloproteina 1 de la promatriz (pro-MMPI). El péptido C3f se correlaciond negativamente con
agrecano y piridinolina (pyd). El fragmento de proteina en el valor 3762 de m/z presentd una correlacion positiva con
la glucoproteina 39 del cartilago (YKL-40), MMP-3, pyd y desoxipiridinolina (dpd), y una correlacién negativa con el
epitopo 5D4 de sulfato de queratano (KS). Por ultimo, CTAPIII se correlacion6 positivamente con MMP-3, el factor a
de la necrosis tumoral (FNT-a) y agrecano.

Exposicion

La tecnologia SELDI-TOF-MS es una técnica muy potente para investigar proteomas de centenares de muestras de
suero o liquidos sinoviales y para detectar posibles biomarcadores de proteinas implicados en la patologia de OA.
Usando este enfoque protedmico, los autores han detectado 4 nuevos biomarcadores para OA, y todos ellos
parecian discriminar pacientes con OA de las referencias (NC y AR). Dos de ellos han sido identificados como el
producto final del terminal C de la subunidad vitronectina V65 y el péptido C3f del complemento. Un tercero al valor
3762 de m/z permanece sin identificar debido a su hidrofobia demasiado alta. Se descubrié que estos tres
biomarcadores aumentados en el suero de pacientes con OA grave y también se detectaron en liquidos sinoviales
de los mismos pacientes. El cuarto nuevo biomarcador fue identificado como una proteina especifica de plaquetas,
CTAPIIl, y habia disminuido en el suero de pacientes con OA grave.

Fragmento de vitronectina V65

El pico 1979 de m/z identificado como un producto final del terminal C de la subunidad vitronectina V65 en el
dominio de unién a heparina, se detectd predominantemente en espectros CM10 de pacientes con OA con
enfermedad empeorada (K&L3 y 4) en estudios tanto de analisis como de validacion. Sin embargo, las intensidades
maximas fueron significativamente mayores en todos los subconjuntos de OA, incluido K&LO, en comparaciéon con
las referencias (NC y AR) y aumentdé ain mas al aumentar las puntuaciones K&L. El estudio de la protedmica
preliminar sobre pares de muestras de suero y liquidos sinoviales de pacientes con OA puso de manifiesto la
presencia de este fragmento en ambos liquidos. El pico 1979 de m/z se detecté también en 2/7 espectros de liquido
sinovial de AR pero no en su correspondiente muestra de suero (datos no mostrados). Por consiguiente, el
fragmento de vitronectina V65 del suero puede proceder de liquidos/tejidos de las articulaciones y parecia ser un
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marcador interesante de OA con una sensibilidad global (todos los subconjuntos OA) del 47% y una especificidad
del 97%.

La vitronectina es un factor de adhesion celular y dispersion encontrado en el suero y en muchos tejidos, incluidos el
cartilago y la sinovia?' . Es reconocido por los receptores de |ntegr|na aVp3. La |nteraCC|on entre la vitronectina a
través de su arginina gllcma y el motivo de acido aspartico (RGD) ha sido muy descrita®*?°. Se han detectado
integrinas aVB3 muy expresadas en osteoclastos de resorcion ésea y se demostrado que desempenan una funcién
esencial en la mediacién de la unién de los osteoclastos a la matriz ésea permitiendo la resorC|on osea activa®>?%?7,
También se ha observado una débil expresion del receptor de integrina aVB3 en los condrocitos® y se ha descrlto
como un protagonlsta en la regulacion de los mediadores inflamatorios (IL-18, NO y PGE>) en el cartilago afectado
por osteoartritis®® pero no se cree que esté |nvolucrado en la adherencia de los condrocitos al cartllago o de
transmision para la desdiferenciacion de condrocitos®'. La |ntegr|na aVB3 también se encuentra en otros tejidos de
las articulaciones tales como sinoviocitos similares a flbroblastos

Dado que la pérdida de cartilago y la inflamacion sinovial leve a moderada son caracteristicas reconocidas de OA
especialmente en estadios avanzados (K&L3 y 4) de la enfermedad, el fragmento de vitronectina V65 podria
desempefiar una funcién importante en la patogenia de OA. Por otra parte, en el presente estudio, la evolucion de
OA se caracteriza por concentraciones elevadas en el suero de fragmentos de vitronectina V65 y CTX-Il, y bajas
concentraciones en el suero de agrecano y pro-MMP-1, un patrén tipico de OA progresiva cuando el nimero de
células dlsmlnuye por lo tanto, el fragmento de vitronectina V65 también puede ser un marcador importante de la
evolucion de la enfermedad en OA.

Péptido C3f del complemento y variantes

El pico 2021 de m/z identificado como péptido C3f del complemento se detectdé predominantemente en espectros
IMAC-Ni** de pacientes con OA con enfermedad empeorada (K&L3 y 4) tanto en estudios de analisis como de
validacién. Por ofra parte, las concentraciones en el suero de péptido C3f fueron significativamente mayores en
todos los subconjuntos de OA, incluido K&LO, en comparacion con las referencias (NC y AR) y aumentaron ain mas
con al aumentar las puntuaciones K&L. Un segundo estudio de validacion (Validacion 2) se llevo a cabo en un solo
dia para eludir la deteccion de biomarcadores falsos positivos debido a los procedimientos extensos de manipulaciéon
de muestras como describen West-Norager et al®, y fue considerado como un estudio de control de calidad. CHCA
en lugar de la matriz SPA se utilizo, sin embargo, en la Validacion 2 para visualizar mejor los péptidos pequefios por
debajo de 2000 Da. Se detectaron tres picos, a valores 1691, 1778 y 1865 de m/z, por tanto, con un elevado poder
discriminatorio al comparar pacientes con OA con OA radiografica empeorada (puntuacion K&L 4) con pacientes sin
OA radiografica (puntuacion K&L 0). Estos picos se agruparon en los espectros y sus valores m/z corresponden a
variantes truncadas de C3f del complemento. El péptido C3f es un fragmento liberado durante la degradacion
catabdlica de C3b por el Factor H después de la activacion de C3%. C3f se degrada mas para formar C3f -des-Arg
(masa del péptido de 1.865 Da) y variantes por carboxipeptidasa N. EI estudio protedmico preliminar sobre muestras
de suero y liquidos sinoviales de pacientes con OA puso de manifiesto la presencia de péptidos C3f en ambos
liquidos, pero también en 3/7 pares suero de AR/liquido sinovial (datos no mostrados). Sin embargo, como para
fragmentos de vitronectina V65, se encontré que el péptido C3f tiene algunos valores de diagnostico en OA, con una
sensibilidad global (todos los subconjuntosde OA) del 87% y una especificidad del 92%. Por otra parte, las
concentraciones en el suero de péptido C3f estaban significativamente (y positivamente) correlacionados con las
concentraciones en el suero de vitronectina V65 en pacientes con OA probada. Curiosamente, la vitronectina
también esta implicada en la cascada del complemento, inhibiendo el ensamblaje del complejo de ataque de a la
membrana. Por Ultimo, el biomarcador C3f también mostré correlaciones negativas significativas con las
concentraciones de agrecano y pyd en el suero.

Funciones fisiopatolégicas importantes podrian ser protagonizadas por el complemento C3f en el metabolismo del
cartilago y en otro tejido articular. De hecho, pueden encontrarse componentes del complemento en cartilagos sanos
ya que son expresados por los condrocitos. Sin embargo, su produccion puede aumentar en presencia de
mediadores patologicos. El cartilago se compone principalmente de ECM hecho de proteoglucano altamente
cargado negativamente (agrecano). ECM se encuentra asentado en redes de fibras de colageno, que contienen
muchas otras moléculas unidas, tales como las pequefias proteinas con repeticiones ricas en leucina (SLRP).
Algunas de estas SLRP, tales como fibromodulina (FMOD) y osteoadherina (OSAD), interactian con eI dom|n|o de
cabeza globular de C1q para activar ain mas las vias clasica y alternativa de factores de complemento 8 FMOD y
OSAD, asi como la condroadherina (CHAD) también interactdan con el Factor H. En patologia de OA, donde la
integridad de la ECM se ve comprometida por la degradacion proteolitica, se liberan SLRP en el liquido sinovial que
van a estar expuestas a factores del complemento favoreciendo su activacion y, por lo tanto , mas opsonizacion de
los tejidos propios, la anafilaxia y la inflamacion general. En los casos mas graves (K&L grados 3 y 4) los fragmentos
C3f en el suero eran mayores, mientras que las concentraciones de agrecano y pyd circulantes eran mas bajas. Esta
observacion es coherente con un marcado descenso de la sintesis de proteoglucanos y el estimulo de la
remodelacion 6sea que normalmente se ve en pacientes de OA con enfermedad progresiva. Los estudios
adicionales de los autores tendran como objetivo determinar si existe una correlacion directa entre estos péptidos
SLRP y C3f . Los péptidos C3f del complemento habian sido detectados por otro estudio protedmico reciente®
utilizando la purificacion de péptidos cortos con perlas magnéticas unidas a C18, en sueros de pacientes con
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esclerosis general (SSc). Los autores describieron un predominio de la forma C3f -des-Arg en sueros de pacientes
con SSc.

m/z = 3762

Las intensidades de los picos en el valor 3762 de m/z aumentaron significativamente en pacientes con OA en
comparacion con pacientes con NC y/o AR, y también aumentaron al aumentar las puntuaciones K&L. Los autores
no han podido identificar esta proteina de interés debido a su alta hidrofobia y la dificultad para ionizarse. Sin
embargo, se correlacioné significativa y positivamente con concentraciones de YKL-40, MMP-3, pyd y dpd en el
suero, y negativamente con KS. Por lo tanto, la medicion de este biomarcador en el suero puede reflejar cambios
generales en los principales tejidos de las articulaciones, ya que se ha asociado con el dafio del cartilago (YKL-40,
KS), inflamacién sinovial (MMP-3) y la remodelacion 6sea (pyd, dpd) (40- 42).

CTAPIll y variantes

Las intensidades maximas de CTAPIIl (valor 9292 de m/z) fueron significativamente inferiores en la poblacién de
pacientes con OA en comparacion con las referencias. Y entre los subconjuntos de OA, CTAPIII continud siendo
significativamente reducida en los pacientes de OA con las enfermedades radiograficas mas graves (puntuacion de
K&L 3 0 4). Se detectaron también variantes[3-TG (valor 8862 de m/z), forma truncada al valor 9060 de m/z, formas
con doble carga (2H+) a valores 4644, 4430 y 4530 de m/z] como biomarcadores discriminatorios en el estudio de
analisis. Sin embargo, CTAPIII fue el unico biomarcador que tiene un valor P estadisticamente discriminante tanto en
los analisis como en los estudios de validacion. CTAPIIl y las variantes so6lo se detectaron en muestras de suero
pero no en los liquidos sinoviales, lo que sugiere que estos péptidos no se producen localmente en las articulaciones
y no pueden ser, por tanto, especificos del tejido de las articulaciones. Por otro lado, CTAPIIl y variantes podrian ser
marcadores de inflamacion general, una idea que estaria apoyada por correlaciones positivas con concentraciones
en el suero de TNF-a y MMP-3. En ofras palabras, las etapas graves de la OA de rodilla se caracterizan por
concentraciones bajas en el suero de CTAPIIl, TNF-a y MMP-3, también un patrén tipico de OA progresiva, cuando
el numero de células se reduce.

Conclusion

El estudio protedmico de los autores ha detectado 4 nuevos biomarcadores de OA. Al menos dos de ellos, el
fragmento de vitronectina V65 con una especificidad del 97% y C3f del complemento con una especificidad del 92%,
pueden discriminar pacientes con OA de las referencias (NC y AR) y son potenciales marcadores de diagndstico en
suero probables para la OA. La proteina no identificada restante a m/z 3762 aumenté mientras que la proteina
CTAPIIl disminuy6é en las etapas mas graves de la osteoartritis. Los 4 nuevos biomarcadores séricos tienen
correlaciones significativas con grupos de parametros que reflejan la disminucion en el metabolismo del cartilago, en
la inflamacion local y la remodelacion ésea continua a medida que la osteoartritis evoluciona. Estas correlaciones
sugieren que estos nuevos biomarcadores séricos también pueden tener relevancia fisiopatolégica y podrian
representar interesantes puntos de partida nuevos para comprender mejor la OA.
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Tabla 1: Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y referencias utilizados en el estudio *

a) Serie analitica (n=150)

OA
Descripcion NC K&LO K&L1 K&L2 K&L3 K&L4
Numero de pacientes 20 44 17 20 23 26
Mujeres,% 60 75 71 70 65 35
Edad a la entrada 57,5 (47-63) 57 (34-79) 59 (561-71) 60,5(50-81) 60 (30-83) 62,5(51-78)
Edad al inicio / 44 (25-74) 50 (16-67) 47 (23-66) 51 (17-68) 41,5 (13-75)
Duracion de la / 6 (1-44) 8 (1-44) 11 (1-49) 10 (1-42) 20 (3-64)

enfermedad

indicgdemasa corporal, 25(19-31) 25(19-40) 26(18,5-39) 23,5(19-34) 27 (21-37) 28 (22,5-45)
kg/m
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a) Serie analitica (n=150)

Numero de rigideces en / 3 (0-180) 30 (0-120) 5 (0-120) 5 (0-360) 10 (0-120)
articulaciones temprano
por la manana

% con CRP elevada 5 10 8 16 18 5
(> 6 mg/l)

b) Serie de validacién 1 (n = 195)

OA

Descripcion NC K&LO K&L1 K&L2 K&L3 K&L4 AR
Numero de pacientes 16 24 22 32 61 15 25
Mujeres,% 50 58 77 75 48 46 64
Edad en la entrada 56 (49-64) 61 (43-79) 60 (38-78) 64 (45-92) 68 (43-81) 68 (52-76) 55 (25-77)
Dolor WOMAC / 6 (2-20) 7 (0-20) 8 (2-15) 7 (1-14) 11 (5-17) /
Rigidez WOMAC / 4 (0-8) 4 (1-6) 4 (1-7) 4 (0-6) 4 (2-7) /
Funcién WOMAC / 21 (2-68) 27 (0-45) 27 (6-53) 24 (1-49) 34 (18-44) /
indice de masa corporal, 23 (20-30) 28 (21-44) 31 (23-48) 29 (19-42) 28 (22-41) 31 (23-39) /
kg/m?
% con CRP elevada / 21 18 22 10 14 78
(> 6 mg/l)
c) Liquidos séricos y sinoviales emparejados (n = 19)

OA

Descripcion NC K&LO K&L1 K&L2 K&L3 K&L4 AR
Numero de sujetos / / 2 3 3 4 7
Mujeres,% / / 0 67 100 100 57
Edad en la entrada / / 70 (64-77) 67 (67-68) 69 (65-83) 77 (62-81) 58 (44-68)
Edad de inicio / / 65 (62-68) 67 (62-67) 68 (60-79) 75 (61-77) 44 (24-58)
Duracion de la enfermedad / / 5 (1-10) 1(0,5-1) 3.5 (1-5) 3(1-24) 10 (1,5-20)
indice de masa corporal, / / 28 (24-33) 29 (24-35) 32 (28-34) 25 (25-36) /
kg/m?
% con CRP elevada (> / / 0 0 0 0 71
6 mg/l)

* A menos que se indique lo contrario, los valores son la media (intervalo). NC = Referencias negativas; K&L =
Puntuacion Kellgren y Lawrence; CRP = proteina C reactiva; AR = artritis reumatoide y WOMAC = Indice de
Osteoartritis de las Universidades Western Ontario y McMaster.
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Tabla 3: Coeficientes de correlacion entre las intensidades maximas correspondientes a vitronectina V65 (m/z
=1,979), C3f del complemento (m/z = 2021), Desconocido (m/z = 3762) y proteinas CTAPIII (m/z = 9292) y 20
biomarcadores diferentes medidos en las mismas 93 muestras de suero utilizadas en el estudio de
validacion.*

m/z 1979 m/z 2021 m/z 3762 m/z 9292
Vitronectina V65 C3f Desconocido CTAPIII

m/z 1979 (Vitronectina V65) / / / /
m/z 2021 (C3f) 0,35 *** / / /
m/z 3762 (desconocido) 0,015 0,035 / /
m/z 9292 (CTAPIII) 0,1 0,008 0,1 /
COMP 0,05 -0,01 0,11 0,05
CRP 0,02 0,06 0,15 -0,03
GAG -0,14 0,05 0,16 -0,02
TNF-a 0,09 0,2 0,22 0,29 *
YKL-40 -0,15 -0,01 0,43 ** -0,1
KS -0,1 -0,05 0,21* -0,002
Agrecano *-0,23 *-0,24 -0,06 0,22 *
MMP-1 -0,17 -0,17 0,06 0,015
MMP-3 0,13 -0,04 0,31 * 0,35 **
CTX-1 0,004 -0,05 0,1 0,053
Osteocalcina 0,07 0,05 0,09 0,02
pyd -0,05 *-0,24 0,24 * -0,03
dpd 0,01 -0,14 0,35 ** 0,04
AH -0,09 -0,13 0,20 -0,2
PINP 0,08 -0,08 -0,004 -0,002
pro-MMP-1 *-0,21 -0,12 0,15 0,08
anti-CCP 0,014 0,08 -0,19 0,1
SAA 0,05 0,13 0,19 -0,02
CTXIl 0,31* -0,04 0,20 -0,16
PIIANP -0,13 -0,14 -0,12 -0,12
IMC 0,11 0,04 0,13 0,05
Edad -0,08 -0,1 0,3 ** -0,19

m/z = masal/carga; C3f = C3f del complemento; CTAPIIl = péptido Ill activador del tejido conectivo; COMP
proteina de la matriz oligomérica del cartilago; CRP = proteina C reactiva; GAG = glucosaminoglucano; TNF-a
factor de necrosis tumoral; YKL-40 = glucoproteina 39 de cartilago; KS = sulfato de queratano; MMP-1
metaloproteinasa 1 de matriz; CTX-1 = telopéptido de colageno tipo | de reticulacion en terminal C; pyd = piridinolina;
dpd = desoxipiridolina; AH = acido hialurénico; PINP = N-propéptido de colageno tipo |; anti-CCP = anti-péptido
ciclico citrulinado; SAA = amiloide A sérico; CTXII = telopéptido de colageno tipo Il de reticulacién en terminal C; IMC
= indice de masa corporal
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagnéstico de la osteoartritis o de seguimiento de la evolucion de la enfermedad de la osteoartritis,
que comprende identificar la presencia de un aumento de la concentracion de un marcador seleccionado del
fragmento o fragmentos de vitronectina V65, una de sus variantes o productos de degradacién en una muestra
extraida de un paciente, en donde el fragmento o fragmentos de vitronectina V65, una de sus variantes o productos
de degradacion comprenden un producto en el extremo terminal C de la subunidad vitronectina V65 en el dominio de
unién de la heparina.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en donde la muestra es sangre, suero, orina o liquido sinovial.

3. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende la identificacion de la presencia de un
aumento de concentracion del fragmento vitronectina V65 del terminal C o uno de sus fragmentos, variantes o
productos de degradacion en la muestra.

4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el fragmento vitronectina V65 del terminal C
comprende la secuencia de aminoacidos siguiente: SQRGHSRGRNQNSRRPS.

5. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que ademas comprende la identificacion de la presencia de
un aumento de la concentracion del fragmento C3f del complemento o uno de sus fragmentos, variantes o productos
de degradacion en la muestra.

6. Un método segun la reivindicacion 5, en donde el fragmento C3f del complemento o uno de sus fragmentos o
variantes comprende una de las secuencias de aminoacidos siguientes: SSKITHRIHWESASLLR,
SSKITHRIHWESASLL, SSKITHRIHWESASL, y SSKITHRIHWESAS y SSKITHRIHWESA.

7. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende identificacion una disminucion de
concentracion de la proteina CTAPIIl o de uno de sus fragmentos, variantes o productos de degradacién en la
muestra.

8. Un método segun la reivindicacion 7, en donde la proteina CTAPIll comprende una de las secuencias de
aminoacidos siguientes:

NLAKGKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIAT
LKD GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD,
LAKGKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATL
KD GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD,
AKGKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLK
D GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD,
KGKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLKD
GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD and
GKEESLDSDLYAELRCMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLKD
GRKICLDPDA PRIKKIVQKK LAGDESAD.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, que comprende la identificacién de al menos dos
marcadores en la muestra.

10. Un método segun la reivindicacion 9, que comprende la identificacion de al menos un aumento de concentracion
del fragmento de vitronectina V65 o de uno de sus fragmentos, variantes o productos de degradacion y de un
aumento de concentracion del fragmento de C3f de complemento o de uno de sus fragmentos, variantes o productos
de degradacion en la muestra.

11. Un método segun la reivindicacién 10, que ademas comprende la identificacion de una disminucion de
concentracion de la proteina CTAPIIl o de uno de sus fragmentos, variantes o productos de degradacion en la
muestra.
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12. Un método segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas la identificacion de la presencia o
ausencia, de aumento de la concentracién o disminucidon de la concentracién de cualquier otro marcador de
osteoartritis.
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Figura 3

A) m/z = 1979 — Fragmento de vitronectina V65

B) m/z = 2021 = Péptido C3f del complemento
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