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DESCRIPCION
Tratamientos para la fibrosis
Campo de la invencion
La presente invencién se refiere al diagnéstico y al tratamiento de la fibrosis.
Antecedentes de la invencion

La fibrosis es un proceso esencial y una parte critica de la curacion de heridas. La fibrosis excesiva es comun en
muchas patologias raras y comunes y es importante en la patogénesis de las enfermedades. Las enfermedades
caracterizadas por una fibrosis excesiva incluyen, pero sin restriccion: esclerosis sistémica, esclerodermia,
cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia dilatada (CMD), fibrilacién auricular, fibrilacion ventricular, miocarditis,
cirrosis hepatica, enfermedades renales, enfermedades de los ojos, asma, fibrosis quistica, artritis y fibrosis
pulmonar idiopatica. A pesar de su gran impacto en la salud humana, las estrategias terapéuticas y diagnésticas
para la fibrosis siguen siendo una necesidad médica no satisfecha.

El papel fisiolégico real de la interleucina 11 (IL-11) sigue sin estar claro. IL-11 se ha vinculado de manera importante
con la activacion de células hematopoyéticas y con la produccion de plaquetas, pero también se ha observado que
es tanto pro como antiinflamatoria, proangiogénica e importante para las neoplasias. Se sabe que TGFB1 o una
lesion tisular pueden inducir la expresion de IL-11 (Zhu, M. et al. IL-11 Attenuates Liver Ischemia/Reperfusion Injury
(IR1) through STAT3 Signaling Pathway in Mice. PLOS ONE 10, (2015); Yashiro, R. et al. Transforming growth factor-
beta stimulates interleukin-11 production by human periodontal ligament and gingival fibroblasts. J. Clin. Periodontol.
33, 165-71 (2006); Obana, M. et al. Therapeutic activation of signal transducer and activator of transcription 3 by
interleukin-11 ameliorates cardiac fibrosis after myocardial infarction. Circulation 121, 684-91 (2010); Tang, W., Yang,
L., Yang, Y. C., Leng, S. X. y Elias, J. A. Transforming growth factor-beta stimulates interleukin-11 transcription via
complex activating protein-1-dependent pathways. J. Biol. Chem. 273, 5506-13 (1998)).

De la bibliografia publicada no se desprende un papel claro para la IL-11 en la fibrosis. Se cree que IL-11 es
importante para la fibrosis y la inflamacién en el pulmén (Tang, W. et al. Targeted expression of IL-11 in the murine
airway causes lymphocytic inflammation, bronchial remodeling, and airways obstruction. J. Clin. Invest. 98, 2845-53
(1996)) y su nivel de expresion esta correlacionado con los niveles de colageno en la piel (Toda, M. et al. Polarized
in vivo expression of IL-11 and IL-17 between acute and chronic skin lesions. Journal of Allergy and Clinical
Immunology 111, 875-881 (2003)) y el sistema respiratorio (Molet, S., Hamid, Q. y Hamilos, D. IL-11 and IL-17
expression in nasal polyps: Relationship to collagen deposition and suppression by intranasal fluticasone propionate.
The Laryngoscope 113, (2003); Minshall et al. IL-11 expression is increased in severe asthma: association with
epithelial cells and eosinophils. The Journal of allergy and clinical immunology 105, (2000)).

Sin embargo, la mayoria de estudios sugieren que la IL-11 es antifibrética: en el corazén (Obana, M. et al.
Therapeutic activation of signal transducer and activator of transcription 3 by interleukin-11 ameliorates cardiac
fibrosis after myocardial infarction. Circulation 121, 684-91 (2010); Obana, M. et al. Therapeutic administration of IL-
11 exhibits the postconditioning effects against ischemia-reperfusion injury via STAT3 in the heart. American Journal
of Physiology. Heart and circulatory physiology 303, H569-77 (2012); documento US 2010/093976 Al) y el rifién
(Stangou, M. et al. Effect of IL-11 on glomerular expression of TGF-beta and extracellular matrix in nephrotoxic
nephritis in Wistar Kyoto rats. Journal of nephrology 24, 106-11 (2011); Ham, A. et al. Critical role of interleukin-11 in
isoflurane-mediated protection against ischemic acute kidney injury in mice. Anesthesiology 119, 1389-401 (2013)) y
antiinflamatoria en varios tejidos y enfermedades inflamatorias crénicas (Trepicchio y Dorner. The therapeutic utility
of Interleukin-11 in the treatment of inflammatory disease. (1998). d0i:10.1517/13543784.7.9.1501). El modo de
accion molecular de la IL-11 se cree que en general, es la regulacion de la expresion de ARN de los niveles de
ARNmM mediante transcripcién mediada por STAT3 (Zhu, M. et al. IL-11 Attenuates Liver Ischemia/Reperfusion Injury
(IRI) through STAT3 Signaling Pathway in Mice. PLOS ONE 10, (2015)).

El documento WO 98/36061 A2 divulga el uso de agentes que inhiben la actividad mediada por el receptor de IL-6
para el tratamiento de heridas y de la fibrosis. El documento WO 00/78336 Al divulga métodos para tratar o inhibir la
formacion de fibrosis tisular usando antagonistas de IL-13.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo que es capaz de unirse a la interleucina 11 (IL-11) o al receptor a
de IL-11 (IL-11Ra) y de inhibir la sefializacion mediada por IL-11, para su uso en un método de tratamiento o
prevencion de la fibrosis en un ser humano, como se define en las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere al tratamiento, la prevencion o el alivio de la fibrosis en un sujeto que necesite
tratamiento mediante la administracién de un agente capaz de inhibir la accién de la interleucina 11 (IL-11). Los
inventores han identificado que IL-11 tiene una accién profibrética. La presente divulgacion se refiere, en particular, a
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la inhibicién de la accion profibrética de la IL-11. Las realizaciones de la presente divulgacién se refieren a la
inhibicion o la prevencion de la sefial profibrética mediada por IL-11, por ejemplo, mediada por la unién de IL-11 a un
receptor de IL-11.

Los agentes divulgados en el presente documento capaces de inhibir la accion de la IL-11 pueden prevenir o reducir
la unién de la IL-11 a un receptor de IL-11.

Los agentes divulgados en el presente documento capaces de inhibir la accién de la IL-11 pueden unirse a la IL-11
para formar un complejo que comprende el agente y la IL-11. El complejo puede ser un complejo covalente o no
covalente. En algunas realizaciones, la formacion del complejo de agente:IL-11 puede prevenir o reducir la
capacidad de la IL-11 para unirse a un receptor de IL-11. En algunas realizaciones, dicha prevencién o reduccién
puede ser el resultado de una reduccion de la unién productiva de la IL-11 a un receptor de IL-11, es decir, reduccion
de la capacidad de la IL-11 para iniciar la sefializacién mediada por el receptor de IL-11. En algunas realizaciones, la
formacion del complejo agente:lL-11 puede secuestrar a la IL-11 alejada del receptor de IL-11, impidiendo o
reduciendo de este modo el contacto de la IL-11 con un receptor de IL-11 y/o impidiendo o reduciendo la cantidad de
IL-11 disponible para la unién a un receptor de IL-11. EN algunas realizaciones, el agente puede ser un receptor
sefiuelo.

Los agentes divulgados en el presente documento capaces de inhibir la acciéon de la IL-11 pueden unirse a un
receptor de IL-11. Un agente que se une a un receptor de IL-11 puede prevenir o reducir la capacidad de la IL-11
para unirse a un receptor de IL-11 (IL-11R).

En el presente documento también se divulga el tratamiento, la prevencién o el alivio de la fibrosis en un sujeto que
necesite tratamiento mediante la administracion de un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11 o de
un receptor de IL-11 (IL-11R).

En el presente documento también se divulga un agente capaz de inhibir la accion de la interleucina 11 (IL-11) para
su uso en un método de tratamiento o prevencion de la fibrosis.

En el presente documento también se divulga el uso de un agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 en la
fabricacion de un medicamento para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la fibrosis.

En el presente documento también se divulga un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el método
administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de inhibir
la accion de la IL-11.

En algunas realizaciones, el agente capaz de inhibir la accion de la IL-11 es un agente capaz de prevenir o reducir la
union de la IL-11 a un receptor de IL-11.

En algunas realizaciones, el agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 es un agente de unién a IL-11. Los agentes
de unién a la IL-11 pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en: un anticuerpo, polipéptido, péptido,
oligonucleétido, aptamero o molécula pequefia. En algunas realizaciones, el agente de unién a la IL-11 es un
anticuerpo. En algunas realizaciones, el agente de unién a la IL-11 es un receptor sefiuelo.

En algunas realizaciones, el agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 es un agente de unién al receptor de IL-11
(IL-11R). Los agentes de unién a la IL-11R pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en: un anticuerpo,
polipéptido, péptido, oligonucleétido, aptamero o molécula pequefia. En algunas realizaciones, el agente de unién a
la IL-11R es un anticuerpo.

En el presente documento también se divulga un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-
11R para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la fibrosis.

En el presente documento también se divulga el uso de un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-
11 o del IL-11R en la fabricacion de un medicamento para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la
fibrosis.

En el presente documento también se divulga un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el método
administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de
prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-11R.

En algunas realizaciones, el agente capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-11R es una
molécula pequefia o un oligonucledtido.

En algunas realizaciones, la fibrosis que se va a tratar o prevenir es fibrosis en el corazén, higado o rifién. En
algunas realizaciones, la fibrosis que se va a tratar o prevenir es fibrosis en los ojos. En algunas realizaciones, la
fibrosis es en el corazén y se asocia con la disfunciéon de la musculatura o las propiedades eléctricas del corazon o
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con el engrosamiento de las paredes o valvulas del corazén. En algunas realizaciones, la fibrosis es en el higado y
se asocia con la enfermedad hepatica crénica o la cirrosis hepatica. En algunas realizaciones, la fibrosis es en el
rifién y se asocia con la enfermedad renal crénica.

En algunas realizaciones, el método de tratamiento o prevencion comprende administrar dicho agente a un sujeto en
el que la expresion de IL-11 o IL-11R esta regulada positivamente. En algunas realizaciones, el método de
tratamiento o prevencion comprende administrar dicho agente a un sujeto en el que se ha determinado que la
expresion de IL-11 o IL-11R esta regulada positivamente. En algunas realizaciones, el método de tratamiento o
prevencion comprende determinar si la expresion de la IL-11 o del IL-11R estéa regulada positivamente en el sujeto y
administrar dicho agente a un sujeto en el que la expresion de la IL-11 o del IL-11R estéa regulada positivamente.

En el presente documento también se divulga un método para determinar la idoneidad de un sujeto para el
tratamiento o la prevencién de la fibrosis con un agente capaz de inhibir la accion de IL-11, comprendiendo el
método determinar, opcionalmente in vitro, si la expresion de la IL-11 o del IL-11R esta regulada positivamente en el
sujeto.

En el presente documento también se divulga un método para seleccionar un sujeto para el tratamiento o la
prevencién de la fibrosis con un agente capaz de inhibir la acciéon de IL-11, comprendiendo el método determinar,
opcionalmente in vitro, si la expresion de la IL-11 o del IL-11R esta regulada positivamente en el sujeto.

En el presente documento también se divulga un método para diagnosticar la fibrosis o el riesgo de desarrollar
fibrosis en un sujeto, comprendiendo el método determinar, opcionalmente in vitro, la regulacién positiva de la IL-11
o del IL-11R en una muestra obtenida del sujeto.

En algunas realizaciones, el método es un método para confirmar un diagndstico de fibrosis en un sujeto que se
sospecha que tiene fibrosis.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas seleccionar al sujeto para el tratamiento con un agente
capaz de inhibir la accién de la IL-11 o con un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-
11R.

En el presente documento también se divulga un método para proporcionar un prondstico para un sujeto que tiene o
gue se sospecha que tiene fibrosis, comprendiendo el método determinar, opcionalmente in vitro, si la IL-11 o el IL-
11R esta regulado positivamente en una muestra obtenida del sujeto y, basandose en la determinacion, proporcionar
un prondstico para el tratamiento del sujeto con un agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 o con un agente
capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-11R.

El método puede comprender ademas seleccionar a un sujeto que se ha determinado que tiene IL-11 o IL-11R
regulados positivamente para su tratamiento con un agente capaz de inhibir la accion de la IL-11 o con un agente
capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-11R.

En el presente documento también se divulga un método para diagnosticar la fibrosis o el riesgo de desarrollar
fibrosis en un sujeto, comprendiendo el método determinar, opcionalmente in vitro, uno o mas factores genéticos en
el sujeto que predicen la regulacion positiva de la expresion de la IL-11 o del IL-11R o de la regulacién positiva de la
actividad de la IL-11 o del IL-11R.

En algunas realizaciones, el método es un método para confirmar un diagnostico de fibrosis en un sujeto que se
sospecha que tiene fibrosis.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas seleccionar al sujeto para el tratamiento con un agente
capaz de inhibir la accién de la IL-11 o con un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de la IL-11 o del IL-
11R.

En el presente documento también se divulga un método para proporcionar un prondstico para un sujeto que tiene o
que se sospecha que tiene fibrosis, comprendiendo el método determinar, opcionalmente in vitro, uno o mas factores
genéticos en el sujeto que predicen la regulacion positiva de la expresion de la IL-11 o del IL-11R o de la regulacién
positiva de la actividad de la IL-11 o del IL-11R.

En el presente documento también se divulga un método para tratar la fibrosis en un sujeto humano, comprendiendo
el método administrar a un sujeto humano que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo anti-interleucina 11 (IL-11), en donde el anticuerpo anti-IL-11 se une a la IL-11 e inhibe la sefializacion
mediada por IL-11.

En el presente documento también se divulga un método para tratar la fibrosis en un sujeto, comprendiendo el
método:
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(i) determinar, opcionalmente in vitro, si la expresion de la IL-11 o un receptor de interleucina 11 (IL-11R) esta
regulada positivamente en el sujeto; y

(ii) administrar a un sujeto en el que esta regulada positivamente la expresion de la IL-11 o del IL-11R una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-IL-11, en donde el anticuerpo anti-IL-11 se une a la IL-11
e inhibe la sefializacion mediada por IL-11.

En el presente documento también se divulga un método para tratar la fibrosis en un sujeto, comprendiendo el
método:

(i) determinar, opcionalmente in vitro, uno o mas factores genéticos en el sujeto que predicen la regulacion
positiva de la interleucina 11 (IL-11) o de la expresion o la actividad del receptor de interleucina 11 (IL-11R);

(ii) seleccionar a un sujeto para su tratamiento basandose en la determinacién de (i); y

(ii) administrar al sujeto seleccionado una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-IL-11, en donde
el anticuerpo anti-IL-11 se une a la IL-11 e inhibe la sefalizacion mediada por IL-11.

Descripcion

IL-11 y receptor de IL-11

La interleucina 11 (IL-11), también conocida como factor inhibidor de la adipogénesis, es una citocina pleiotrépica y
un miembro de la familia de citocinas de IL-6 que incluye IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, oncostatina, factor inhibidor de
leucemia (LIF), cardiotrofina-1 (CT-1), citocina similar a cardiotrofina (CLC), factor neurotréfico ciliar (CNTF) y
neuropoetina (NP-1).

La IL-11 se transcribe con un péptido de sefial candnico que asegura una secrecion eficaz por parte de las células.
La forma inmadura de la IL-11 humana es un polipéptido de 199 aminoacidos, mientras que la forma madura de la
IL-11 codifica una proteina de 178 restos de aminoacido (Garbers y Scheller., Biol. Chem. 2013; 394(9): 1145-1161).
La secuencia de aminoacidos de IL-11 humana se encuentra disponible con el n.° de referencia de UniProt P20809
(P20809.1 GIl:124294). También se encuentra disponible comercialmente IL-11 humana recombinante (oprelvekin).
También se ha clonado y secuenciado IL-11 de otras especies, incluyendo de ratén, rata, cerdo, vaca, diversas
especies de peces 6seos y primates.

En la presente memoria descriptiva, IL-11 se refiere a una IL-11 de cualquier especie e incluye isoformas,
fragmentos, variantes u homélogos de una IL-11 de cualquier especie. En realizaciones preferidas, la especie es
humana (Homo sapiens). Las isoformas, fragmentos, variantes u homélogos de una IL-11 pueden caracterizarse
opcionalmente por tener al menos un 70 %, preferentemente uno de un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos respecto de la secuencia de
aminoacidos de IL-11 inmadura o madura de una especie dada, por ejemplo, humana. Las isoformas, fragmentos,
variantes u homologos de una IL-11 pueden caracterizarse opcionalmente por su capacidad para unirse a IL-11Ra
(preferentemente de la misma especie) y estimulan la transduccion de sefales en células que expresan IL-11Ra y
gpl130 (por ejemplo, como se describe en Curtis et al. Blood, 1997, 90(11); o Karpovich et al. Mol. Hum. Reprod.
2003 9(2): 75-80). Un fragmento de IL-11 puede ser de cualquier longitud (por nimero de aminodacidos), aunque
opcionalmente puede tener al menos un 25 % de la longitud de IL-11 madura y puede tener una longitud maxima de
uno del 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de la longitud de la
IL-11 madura. Un fragmento de IL-11 puede tener una longitud minima de 10 aminoacidos y una longitud maxima de
15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 195 aminoacidos.

La IL-11 sefializa a través de un homodimero de glucoproteina 130 de receptor B expresado de manera ubicua
(gp130; también conocida como glucoproteina 130, IL6ST, IL6-beta o CD130). Gpl30 es una proteina
transmembrana que forma una subunidad del receptor de citocinas de tipo | con la familia de receptor de IL-6. La
especificidad se logra mediante un receptor individual de IL-11 a (IL-11Ra), que no participa directamente en la
transduccién de sefiales, aunque el evento de union de citocinas inicial al a receptor da lugar a la formacion final del
complejo con los B receptores. La IL-11 activa una via de sefializaciéon aguas abajo, que es predominantemente la
cascada de proteina cinasa activada por mitbgeno (MAPK) y la via de Janus cinasa/transductor y activador de la
transcripcion (Jak/STAT) (Garbers y Scheller, anteriormente citado).

La gp130 humana (incluyendo el péptido de sefal de 22 aminoacidos) es una proteina de 918 aminoacidos y la
forma madura tiene 866 aminoacidos, que comprende un dominio extracelular de 597 aminoéacidos, un dominio
transmembrana de 22 aminoacidos y un dominio intracelular de 277 aminoacidos. El dominio extracelular de la
proteina comprende el mddulo de unién a citocinas (CBM) de gp130. EI CBM de gpl130 comprende el dominio D1
similar a Ig y los dominios D2 y D3 de fibronectina de tipo Il de gp130. La secuencia de aminoacidos de gp130
humana se encuentra disponible con el n.° de referencia de GenBank NP_002175.2.

IL-11Ra humano es un polipéptido de 422 aminoacidos (n.° de referencia de GenBank NP_001136256.1
Gl:218505839) y comparte ~85 % de identidad de secuencia de nucleétidos y aminoacidos respecto del IL-11Ra
murino (Du y Williams., Blood Vol, 89, n.° 11, 1 de junio de 1997). Se ha informado de dos isoformas de IL-11Raq,
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que difieren en el dominio citoplasmatico (Du y Williams, anteriormente citado). La cadena a del receptor de IL-11
(IL-11Ra) comparte diversas similitudes estructurales y funcionales con la cadena a del receptor de IL-6 (IL-6Ra). El
dominio extracelular muestra una identidad de aminoéacidos del 24 %, incluyendo el motivo conservado caracteristico
Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS). El dominio citoplasmatico corto (34 aminoacidos) carece de las regiones de cajaly 2
gue son necesarias para la activacion de la via de sefializacion de JAK/STAT.

IL-11Ra se une a su ligando con baja afinidad (Kp ~10 nmol/l) y solo es insuficiente para transducir una sefal
biolégica. La generacién de un receptor de alta afinidad (Ko ~400 a 800 pmol/l) capaz de transducir sefiales requiere
de la expresion conjunta del IL-11Ra y de gp130 (Curtis et al. Blood, 1 de diciembre de 1997;90 (11):4403-12; Hilton
et al.,, EMBO J 13:4765, 1994; Nandurkar et al., Oncogene 12:585, 1996). La unién de IL-11 a IL-11Ra en la
superficie celular induce la heterodimerizacion, la fosforilacion de tirosina, la activacion de gp130 y MAPK y/o la
sefializacion de Jak/STAT como se ha descrito anteriormente.

Se han mapeado los sitios de unién a receptor en IL-11 murina y se han identificado tres sitios, los sitios I, Il y lll. La
unién a gp130 se reduce mediante sustituciones en la region del sitio 1l y mediante sustituciones en la region del sitio
Ill. Los mutantes del sitio Il no muestran actividad agonista detectable y tienen actividad antagonista de IL-11Ra
(Cytokine Inhibitors, Capitulo 8; editado por Gennaro Ciliberto y Rocco Savino, Marcel Dekker, Inc. 2001).

En principio, un IL-11Ra soluble también puede formar complejos solubles biolégicamente activos con IL-11 (Pflanz
et al., 1999 FEBS Lett, 450, 117-122) lo que induce a pensar que, de manera similar a la IL-6, la IL-11 puede unirse
en algunos casos a IL-11Ra soluble antes de unirse a gp130 soluble de la superficie celular (Garbers y Scheller,
anteriormente citado). Curtis et al (Blood, 1 de diciembre de 1997;90 (11:4403-12) describen la expresion de una
cadena alfa de receptor de IL-11 murina (sIL-11R) y examinaron su sefializacion en células que expresan gp130. En
presencia de gpl130 pero no de IL-11R transmembrana, se produce la diferenciacion de células leucémicas M1
dependiente de IL-11 mediada por sIL-11R y la proliferacién en células Ba/F3 y los eventos intracelulares tempranos,
incluyendo la fosforilacion de gpl30, STAT3 y SHP2 de manera similar a la sefalizacion a través de IL-11R
transmembrana.

En la presente memoria descriptiva, un receptor de IL-11 (IL-11R) se refiere a un polipéptido capaz de unirse a IL-11
y de inducir la transduccion de sefiales en células que expresan gp130. Un receptor de IL-11 puede ser de cualquier
especie e incluye isoformas, fragmentos, variantes u homélogos de un receptor de IL-11 de cualquier especie. En
realizaciones preferidas, la especie es humana (Homo sapiens). En algunas realizaciones, el receptor de IL-11
puede ser IL-11Ra. Las isoformas, fragmentos, variantes u homoélogos de una IL-11Ra pueden caracterizarse
opcionalmente por tener al menos un 70 %, preferentemente uno de un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos respecto de la secuencia de
aminoacidos de IL-11Ra de una especie dada, por ejemplo, humana. Las isoformas, fragmentos, variantes u
homologos de una IL-11Ra pueden caracterizarse opcionalmente por su capacidad para unirse a IL-11
(preferentemente de la misma especie) y estimulan la transduccién de sefiales en células que expresan el IL-11Ra y
gp130 (por ejemplo, como se describe en Curtis et al. Blood, 1997, 90(11) o Karpovich et al. Mol. Hum. Reprod. 2003
9(2): 75-80). Un fragmento de un receptor de IL-11 puede ser de cualquier longitud (por nimero de aminoéacidos),
aunque opcionalmente puede tener al menos un 25 % de la longitud del IL-11Ra maduro y tiene una longitud
maxima de uno del 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de la
longitud del IL-11Ra maduro. Un fragmento de un receptor de IL-11 puede tener una longitud minima de 10
aminoacidos y una longitud maxima de uno de 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 250, 300, 400 o0 415 aminoacidos.

Agente capaz de inhibir la accién de IL-11

La via de sefializacion de IL-11 ofrece mdltiples rutas para la inhibicion de la sefializaciéon de IL-11. Por ejemplo, la
inhibicion puede lograrse impidiendo o reduciendo la unién de IL-11 a un receptor de IL-11. Como resultado, los
agentes adecuados pueden actuar de manera selectiva sobre IL-11 o su receptor.

En algunas realizaciones, los agentes capaces de inhibir la accion de IL-11 pueden unirse a IL-11 e impedir o reducir
la sefializacién mediada por IL-11, por ejemplo, a través de un receptor de IL-11. En algunas realizaciones, los
agentes capaces de inhibir la accién de IL-11 pueden unirse al receptor de IL-11 e impedir o reducir la sefializacién
estimulada por IL-11.

Los agentes que se unen a IL-11 pueden inhibir la sefializacion mediada por IL-11 bloqueando la unién de IL-11 a un
receptor de IL-11 y/o reduciendo la cantidad de IL-11 disponible para unirse a su receptor. Los agentes de union a
IL-11 adecuados pueden ser inhibidores de IL-11 o antagonistas de IL-11.

Los agentes de union a IL-11, por ejemplo, anticuerpos anti-IL-11, de acuerdo con la presente divulgacion pueden
mostrar al menos una de las siguientes propiedades:

a) Unién a IL-11 humana con una Kp de 1 uM o menor, preferentemente uno de < 1 uM, < 100nM, <10nM, <1nM
0 <100pM;
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b) Inhibir la sefializacion mediada por IL-11 a través del receptor IL-11Ra, por ejemplo, en un ensayo basado en
células en el que las células expresan conjuntamente IL-11Ra y gpl30. Los ensayos basados en células
adecuados son incorporacion de ®H-timidina y ensayos de proliferacion celular de Ba/F3 descritos, por ejemplo,
en Curtis et al. Blood, 1997, 90(11) y Karpovich et al. Mol. Hum. Reprod. 2003 9(2): 75-80. Por ejemplo, puede
determinarse la Clsg para un agente de union a IL-11 cultivando células Ba/F3 que expresan IL-11Ra y gp130 en
presencia de IL-11 humana y el agente de unién a IL-11 y midiendo la incorporacion de ®H-timidina en el ADN.
Los agentes de unién a IL-11 adecuados pueden mostrar una Clsp de 10 pg/ml o menor, preferentemente, uno de
< 5ug/ml, £ 4 pg/ml, £ 3,5pg/ml, £ 3 pg/ml, £ 2 pg/ml, £ 1 pg/ml, £ 0,9 pg/ml, < 0,8 ug/ml, £ 0,7 pg/ml, <
0,6 pg/ml o0 < 0.5 pg/ml en dicho ensayo.

¢) Inhibir la proliferacion de fibroblastos, por ejemplo, la proliferacion de fibroblastos cardiacos/auriculares. Por
ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se
monitoriza la proliferacién celular, como se describe en el presente documento.

d) Inhibir la generacion de miofibroblastos, por ejemplo, causada por fibroblastos cardiacos/auriculares. Por
ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con IL-11 o TGFBl y se
monitoriza la proliferaciéon de miofibroblastos, por ejemplo, midiendo los niveles de aSMA.

e) Inhibir la produccién de matriz extracelular por los fibroblastos, por ejemplo, fibroblastos cardiacos/auriculares.
Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se
mide la produccién de componentes de la matriz extracelular.

f) Inhibir la expresién génica o de proteina de colageno y/o periostina en los fibroblastos, por ejemplo,
fibroblastos cardiacos/auriculares. Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a
fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se mide la expresién génica o de proteina de colageno y/o periostina.

Los agentes de union a IL-11 pueden ser de cualquier tipo, pero en algunas realizaciones, un agente de unién a IL-
11 puede ser un anticuerpo, polipéptido, péptido, oligonucleétido, aptamero o molécula pequefia.

Los anticuerpos anti-IL-11 adecuados se unirdn preferentemente a IL-11 (el antigeno), preferentemente IL-11
humana y pueden tener una constante de disociacion (Kp) de uno de < 1uM, < 100nM, <10nM, <1 nM o <100pM. La
afinidad de union de un anticuerpo por su diana normalmente se describe en términos de su constante de
disociacién (Kp). La afinidad de unién puede medirse mediante métodos conocidos en la técnica, tal como mediante
resonancia de plasmoén superficial (SPR) o mediante un ensayo de unién de antigeno radiomarcado (RIA) llevado a
cabo con la version Fab del anticuerpo y la molécula de antigeno.

Los anticuerpos anti-IL-11 pueden ser anticuerpos antagonistas que inhiben o reducen una actividad biolégica de IL-
11.

Los anticuerpos anti-IL-11 pueden ser anticuerpos neutralizantes que neutralizan el efecto biolégico de IL-11, por
ejemplo, su capacidad para estimular la sefializacién productiva mediante un receptor de IL-11.

La actividad neutralizante puede medirse por la capacidad para neutralizar la proliferacién inducida por IL-11 en la
linea celular de plasmacitoma de ratén T11 (Nordan, R. P. et al. (1987) J. Immunol. 139:813).

Algunos ejemplos de anticuerpos anti-IL-11 conocidos incluyen el anticuerpo monoclonal, clon 6D9A, clon KT8
(Abbiotec), clon M3103F11 (BioLegend), clon 1F1, clon 3C6 (Abnova Corporation), clon GF1 (LifeSpan Biosciences),
clon 13455 (Source BioScience) y clon 22626 (R & D Systems, usado en Bockhorn et al. Nat. Commun. (2013)
4(0):1393; IgG2a monoclonal de ratén; n.° de catdlogo MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.).

Opcionalmente, pueden seleccionarse los anticuerpos para que practicamente no muestren reactividad cruzada con
uno o mas de IL-6, CNTF, LIF, OSM, CLC o CT-1 humano, por ejemplo, humano recombinante.

Los agentes de unién a IL-11 a base de péptidos o polipéptidos pueden estar basados en el receptor de I1L-11, por
ejemplo, un fragmento de unién a IL-11 de un receptor de IL-11. En una realizacion, los agentes de unién a IL-11
adecuados pueden comprender un fragmento de unién a IL-11 de la cadena IL-11Ra y pueden ser preferentemente
solubles y/o excluir uno 0 mas o todos los dominios transmembrana. Dichas moléculas pueden describirse como
receptores sefiuelo.

Curtis et al (Blood, 1 de diciembre de 1997;90 (11 ):4403-12) informaron de que la cadena alfa del receptor de IL-11
murino (sIL-11R) era capaz de antagonizar la actividad de IL-11 cuando se prueba en células que expresan IL-11R
transmembrana y gp130. Propusieron que el antagonismo de IL-11 observado por el slL-11R depende del nimero
limitante de moléculas de gp130 en las células que ya expresan el IL-11R transmembrana.

También se ha comunicado el uso de receptores sefiuelo solubles como base para la inhibicion de la transduccion
de sefiales y de intervencion terapéutica para otros pares de molécula de sefializacion:receptor, por ejemplo, VEGF
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y el receptor de VEGF (De-Chao Yu et al., Molecular Therapy (2012); 20 5, 938-947; Konner y Dupont Clin
Colorectal Cancer, octubre de 2004;4 Supl 2:581-5).

Como tal, en algunas realizaciones, puede proporcionarse un agente de unién a IL-11 en forma de un receptor
sefiuelo, por ejemplo, un receptor de IL-11 soluble. Se ha comunicado que la competicién por IL-11 proporcionada
por un receptor sefiuelo da lugar a una accién antagonista de IL-11(Curtis et al., anteriormente citado).

Los receptores sefiuelo de IL-11 se unen preferentemente a IL-11 y/o a complejos que contienen IL-11 y de este
modo, hacen que estas especies no estén disponibles para unirse a receptores de gp130, IL-11Ra y/o gpl130:IL-
11Ra. Como tal, actian como receptores "sefiuelo” para IL-11 y complejos que contienen IL-11, practicamente del
mismo modo en que actla etanercept como receptor sefiuelo para TNFa. La sefializacion mediada por IL-11 se
reduce en comparacioén con el nivel de sefializacion en ausencia del receptor sefiuelo.

Los receptores sefiuelo de IL-11 se unen preferentemente a IL-11 por medio de uno o0 mas mddulos de unién a
citocinas (CBM). Las CBM son o proceden o son homoélogas a las CBM de moléculas de receptor de origen natural
para IL-11. Por ejemplo, los receptores sefiuelo de IL-11 pueden comprender o consistir en una o mas CBM que son
de, proceden de o son homdlogas a la CBM de gp130 y/o IL-11Ra.

En algunas realizaciones, un receptor sefiuelo de IL-11 puede comprender o consistir en una secuencia de
aminoacidos correspondiente al médulo de unién a citocinas de gpl130. En algunas realizaciones, un receptor
sefiuelo de IL-11 puede comprender una secuencia de aminoacidos correspondiente al médulo de unién a citocinas
de IL-11Ra. En el presente documento, una secuencia de aminoacidos que "corresponde” a una regién o secuencia
de referencia de un péptido/polipéptido dado tiene al menos un 60 %, por ejemplo, uno de al menos un 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia
respecto de la secuencia de aminoacidos de la regién/secuencia de referencia. La gp130, el IL-11Ra y la IL-11
pueden ser de cualquier especie e incluyen isoformas, fragmentos, variantes u homologos de cualquier especie.

En algunas realizaciones, un receptor sefiuelo puede ser capaz de unirse a IL-11, por ejemplo, con una afinidad de
al menos 100 pM o menor, opcionalmente, una de 10uM o menor, 1 yM o menor, 100nM o menor o de
aproximadamente 1 a 100nM. En algunas realizaciones, un receptor sefiuelo puede comprender la totalidad o parte
del dominio de uni6on de IL-11 y puede carecer opcionalmente de la totalidad o parte de los dominios
transmembrana. El receptor sefiuelo puede estar opcionalmente fusionado a una regidon constante de
inmunoglobulina, por ejemplo, una regién Fc de IgG.

En algunas realizaciones, puede proporcionarse un agente de unién a IL-11 en forma de un inhibidor de molécula
pequefia de IL-11, por ejemplo, el inhibidor de IL-11 descrito en Lay et al., Int. J. Oncol. (2012); 41(2): 759-764.

Los agentes que se unen a un receptor de IL-11 (IL-11R) pueden inhibir la sefializacion mediada por IL-11
bloqueando la union de IL-11 a un IL-11R o impidiendo la transduccién de sefiales mediante los co-receptores de
gpl130. Los agentes de unién a IL-11R adecuados pueden ser inhibidores de IL-11R o antagonistas de IL-11R. En
realizaciones preferidas, el IL-11R es IL-11Ra y los agentes de unién adecuados pueden unirse al polipéptido de IL-
11Ra y pueden ser inhibidores o antagonistas del IL-11Ra.

Los agentes de union a IL-11R, por ejemplo, anticuerpos anti-IL-11R, de acuerdo con la presente divulgaciéon pueden
mostrar al menos una de las siguientes propiedades:

(&) Union a IL-11R humana con una Kp de 1 pM o menor, preferentemente uno de < 1 uM, <100nM, <10nM,
<1nM o £100pM;

(b) Inhibir la sefializacion de IL-11R, por ejemplo, en un ensayo basado en células en el que las células expresan
conjuntamente IL-11Ra y gp130. Los ensayos basados en células adecuados son incorporacién de ®H-timidina y
ensayos de proliferacion celular de Ba/F3 descritos, por ejemplo, en Curtis et al. Blood, 1997, 90(11) y Karpovich
et al. Mol. Hum. Reprod. 2003 9(2): 75-80. Por ejemplo, puede determinarse la Clsp para un agente de unién a IL-
11R cultivando células Ba/F3 que expresan IL-11Ra y gp130 en presencia de IL-11 humana y el agente de unién
a IL-11R y midiendo la incorporacién de ®H-timidina en el ADN. Los agentes de unién a IL-11R adecuados
pueden mostrar una Clsg de 10 pg/ml o menor, preferentemente, uno de < 5 pg/ml, < 4 pg/ml, < 3,5 pg/ml, <
3 pg/ml, <2 pg/ml, <1 pg/ml, < 0,9 pg/ml, £0,8 pg/ml, < 0,7 pg/ml, < 0,6 pg/ml o < 0.5 pg/ml en dicho ensayo.

(c) Inhibir la proliferacion de fibroblastos, por ejemplo, la proliferacién de fibroblastos cardiacos/auriculares. Por
ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se
monitoriza la proliferacion celular, como se describe en el presente documento.

(d) Inhibir la generacién de miofibroblastos, por ejemplo, causada por fibroblastos cardiacos/auriculares. Por
ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se
monitoriza la proliferaciéon de miofibroblastos, por ejemplo, midiendo los niveles de aSMA.

(e) Inhibir la produccion de matriz extracelular por los fibroblastos, por ejemplo, fibroblastos
cardiacos/auriculares. Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a fibroblastos con
IL-11 o TGFB1 y se mide la produccién de componentes de la matriz extracelular.

(H Inhibir la expresion génica o de proteina de colageno y/o periostina en los fibroblastos, por ejemplo,
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fibroblastos cardiacos/auriculares. Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se estimula a
fibroblastos con IL-11 o TGFB1 y se mide la expresién génica o de proteina de colageno y/o periostina.

Los agentes de unién a IL-11R pueden ser de cualquier tipo, pero en algunas realizaciones, un agente de unién a IL-
11R puede ser un anticuerpo, polipéptido, péptido, oligonucleétido, aptamero o molécula pequea.

Los anticuerpos anti-IL-11R adecuados se uniran preferentemente a IL-11R (el antigeno), preferentemente IL-11R
humana y pueden tener una constante de disociacion (Kp) de uno de < 1uM, < 100nM, <10nM, <1nM o <100pM. La
afinidad de union de un anticuerpo por su diana normalmente se describe en términos de su constante de
disociacién (Kp). La afinidad de unién puede medirse mediante métodos conocidos en la técnica, tal como mediante
resonancia de plasmén superficial (SPR) o mediante un ensayo de unién de antigeno radiomarcado (RIA) llevado a
cabo con la version Fab del anticuerpo y la molécula de antigeno.

Los anticuerpos anti-IL-11R pueden ser anticuerpos antagonistas que inhiben o reducen una actividad biol6gica de
IL-11R. Los anticuerpos anti-IL-11R pueden ser anticuerpos antagonistas que inhiben o reducen cualquier funcion de
IL-11R, en particular, la sefializacién. Por ejemplo, los anticuerpos antagonistas de IL-11R pueden inhibir o impedir la
unioén de IL-11 a IL-11R o pueden inhibir o prevenir la asociacion de IL-11Ra con gp130 para formar un complejo de
receptor funcional capaz de sefializar de manera productiva, por ejemplo, en respuesta a la unién de IL-11.

Los anticuerpos anti-IL-11R pueden ser anticuerpos neutralizantes que neutralizan el efecto biologico de IL-11R, por
ejemplo, su capacidad para iniciar la sefializacién productiva mediada por la union de IL-11.

La actividad neutralizante puede medirse por la capacidad para neutralizar la proliferacion inducida por IL-11 en la
linea celular de plasmacitoma de ratén T11 (Nordan, R. P. et al. (1987) J. Immunol. 139:813).

Algunos ejemplos de anticuerpos anti-IL-11R conocidos incluyen el anticuerpo monoclonal, clon 025 (Sino
Biological), clon EPR5446 (Abcam), clon 473143 (R & D Systems), los clones 8E2 y 8E4 descritos en el documento
US 2014/0219919 Al y los anticuerpos monoclonales descritos en Blanc et al (J. Immunol Methods. 31 de julio de
2000;241(1-2);43-59).

Los agentes de unién a IL-11R a base de péptidos o polipéptidos pueden estar basados en IL-11, por ejemplo, un
mutante, variante o fragmento de union a IL-11. Los agentes a base de péptidos o polipéptidos adecuados pueden
unirse a IL-11R de un modo que no da lugar al inicio de la transduccion de sefales o produce una sefializacién
subdptima. Los mutantes de IL-11 de este tipo pueden actuar como inhibidores competitivos de la IL-11 enddgena.

Por ejemplo, W147A es un antagonista de IL-11 en el que el aminoacido 147 se muta de un tripté6fano a una alanina,
que destruye el denominado "sitio llI" de la IL-11. Este mutante puede unirse al IL-11R, pero fracasa el acoplamiento
del homodimero de gp130, dando como resultado un blogueo eficaz de la sefializacion de IL-11 (Underhill-Day et al.,
2003; Endocrinology, agosto de 2003;144(8):3406-14). Lee et al (Am J respire Cell Mol Biol. diciembre de 2008;
39(6):739-746) también comunican la generacion de un mutante antagonista de IL-11 (una "muteina") capaz de
inhibir de manera especifica la unién de IL-11 a IL-11Ra.

Menkhorst et al (Biology of Reproduction 1 de mayo de 2009 vol.80 n.° 5 920-927) describen un antagonista de IL-11
PEGilado, PEGIL11A (CSL Limited, Parkvill, Victoria, Australia) que es eficaz para inhibir la accion de la IL-11 en
ratones hembra.

Pasqualini et al. Cancer (2015) 121(14):2411 -2421 describen un farmaco peptidomimético dirigido contra un ligando,
el peptidomimético-11 que actia de manera selectiva en metastasis 6seas (BMTP-11) capaz de unirse a IL-11Ra.

En algunas realizaciones, puede proporcionarse un agente de unién a IL-11R en forma de un inhibidor de molécula
pequefia de IL-11R.

Los inventores han identificado que la regulacién positiva de la expresion de IL-11 es consistente con el mecanismo
molecular de la fibrosis y que la inhibicion de la actividad de la IL-11 da lugar a una reduccién en la base molecular
de la fibrosis. Por consiguiente, en algunos aspectos de la presente divulgacion, el tratamiento, la prevencion o el
alivio de la fibrosis puede proporcionarse mediante la administracion de un agente capaz de prevenir o reducir la
expresion de IL-11 por células del sujeto, por ejemplo, por fibroblastos o miofibroblastos.

Los agentes adecuados pueden ser de cualquier tipo, pero en algunas realizaciones, un agente capaz de prevenir o
reducir la expresion de IL-11 puede ser una molécula pequefia o un oligonucleétido.

Taki et al (Clin Exp Immunol. abril de 1998; 112(1): 133-138) comunican una reduccion en la expresion de IL-11 en
células sinoviales reumatoides tras el tratamiento con indometacina, dexametasona o interferon gamma (IFNy).

En algunas realizaciones, un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11 puede ser un oligonucleétido
capaz de reprimir o silenciar la expresion de la IL-11.
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Por consiguiente, la presente divulgaciéon también incluye el uso de técnicas conocidas en la materia para la
regulacion negativa terapéutica de la expresion de IL-11. Estas incluyen el uso de oligonucleétidos antisentido y de
interferencia de ARN (IARN). Como en otros aspectos de la presente divulgacion, estas técnicas pueden usarse en
el tratamiento de la fibrosis.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el
método administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz
de prevenir o reducir la expresion de la IL-11, en donde el agente comprende un vector que comprende un
oligonucleétido terapéutico capaz de reprimir o silenciar la expresion de I1L-11.

En el presente documento también se divulga un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el método
administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de
prevenir o reducir la expresion de la IL-11, en donde el agente comprende un vector olignucleotidico, opcionalmente,
un vector virico, que codifica un oligonucledtido terapéutico capaz de expresarse en células del sujeto, siendo capaz
el oligonucledtido terapéutico expresado de reprimir o silenciar la expresion de 1L-11.

Puede evaluarse la capacidad de un agente para prevenir o reducir la expresion de IL-11 determinando la capacidad
del agente para inhibir la expresion génica o de proteina de IL-11 por fibroblastos o miofibroblastos, por ejemplo,
fibroblastos o miofibroblastos cardiacos/auriculares. Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en donde se
estimulan fibroblastos o miofibroblastos con IL-11 0 TGFB1 y se mide la expresién génica o de proteina de IL-11.

La reduccion de la cantidad de IL-11R disponible para la unién a IL-11 y el inicio de una sefializacion productiva
proporciona un medio alternativo para reducir el nivel de sefializacién estimulada por IL-11. Por consiguiente, en
aspectos relacionados divulgados en el presente documento, el tratamiento, la prevencion o el alivio de la fibrosis
puede proporcionarse mediante la administracion de un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11R
por células del sujeto, por ejemplo, por fibroblastos o miofibroblastos.

En algunas realizaciones, un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11R puede ser un oligonucleétido
capaz de reprimir o silenciar la expresion de la IL-11R.

Por consiguiente, la presente divulgacion también incluye el uso de técnicas conocidas en la materia para la
regulacion negativa terapéutica de la expresion de IL-11R. Estas incluyen el uso de oligonucleétidos antisentido y de
interferencia de ARN (iIARN). Como en otros aspectos de la presente divulgacion, estas técnicas pueden usarse en
el tratamiento de la fibrosis.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el
método administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz
de prevenir o reducir la expresion de la IL-11R, en donde el agente comprende un vector que comprende un
oligonucledtido terapéutico capaz de reprimir o silenciar la expresion de IL-11R.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar o prevenir la fibrosis, comprendiendo el método
administrar a un sujeto que necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente capaz de
prevenir o reducir la expresiéon de la IL-11R, en donde el agente comprende un vector olignucleotidico,
opcionalmente, un vector virico, que codifica un oligonucleétido terapéutico capaz de expresarse en células del
sujeto, siendo capaz el oligonucle6tido terapéutico expresado de reprimir o silenciar la expresion de IL-11R.

Puede evaluarse la capacidad de un agente para prevenir o reducir la expresion de IL-11R determinando la
capacidad del agente para inhibir la expresion génica o de proteina de IL-11R por fibroblastos o miofibroblastos, por
ejemplo, fibroblastos o miofibroblastos cardiacos/auriculares. Por ejemplo, esto puede evaluarse en un ensayo en
donde se estimulan fibroblastos o miofibroblastos con IL-11 o0 TGFB1 y se mide la expresion génica o de proteina de
IL-11R.

En realizaciones preferidas, el IL-11R puede ser IL-11Ra.

Anticuerpos

En la presente memoria descriptiva, "anticuerpo” incluye un fragmento o derivado de un anticuerpo o un anticuerpo
sintético o un fragmento de anticuerpo sintético.

Los anticuerpos pueden proporcionarse en forma aislada o purificada. Los anticuerpos pueden formularse en forma
de una composicion farmacéutica o un medicamento.

En vista de las técnicas actuales en relacion con la tecnologia de anticuerpos monoclonales, pueden prepararse
anticuerpos para la mayoria de antigenos. La parte de unién a antigeno puede ser una parte de un anticuerpo (por
ejemplo, un fragmento Fab) o un fragmento de anticuerpo sintético (por ejemplo, un fragmento Fv monocatenario
[scFv]). Pueden prepararse anticuerpos monoclonales adecuados para antigenos seleccionados mediante técnicas
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conocidas, por ejemplo, las divulgadas en "Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press,
1988) y en "Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, J G R Hurrell (CRC Press, 1982). Los
anticuerpos quiméricos se describen por Neuberger et al. (1988, 8th International Biotechnology Symposium, Parte
2, 792-799).

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son Utiles en los métodos de la invencién y son una poblacion homogénea de
anticuerpos que se dirigen especificamente a un solo epitopo en un antigeno.

Los anticuerpos policlonales son (tiles en los métodos de la invencion. Se prefieren anticuerpos monoclonales
monoespecificos. Pueden prepararse anticuerpos policlonales adecuados usando métodos bien conocidos en la
técnica.

Los fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos, tales como fragmentos Fab y Fab, también pueden
usarse/proporcionarse, al igual que anticuerpos disefiados por ingenieria genética y fragmentos de anticuerpo. Los
dominios variable pesado (Vu) y variable ligero (Vi) del anticuerpo estan implicados en el reconocimiento del
antigeno, un hecho reconocido inicialmente por los primeros experimentos de digestion con proteasas. Esto se pudo
confirmar adicionalmente mediante la "humanizacion" de anticuerpos de roedor. Los dominios variables originarios
de roedor pueden fusionarse a dominios constantes de origen humano, de tal forma que el anticuerpo resultante
conserva la especificidad antigénica del anticuerpo progenitor de roedor (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81, 6851-6855).

Se sabe que la especificidad antigénica se confiere por medio de los dominios variables y que es independiente de
los dominios constantes, segln se extrae de experimentos que implican la expresién bacteriana de fragmentos de
anticuerpo, conteniendo todos uno o0 mas dominios variables. Estas moléculas incluyen moléculas de tipo Fab
(Better et al.(1988) Science 240, 1041); moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas de Fv
monocatenario (scFv) donde los dominios compafieros Vy y Vi estan unidos mediante un oligopéptido flexible (Bird
et al (1988) Science 242, 423; Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) y anticuerpos de un solo
dominio (dAb) que comprenden dominios V aislados (Ward et al (1989) Nature 341, 544). Puede encontrarse una
revision general de las técnicas implicadas en la sintesis de fragmentos de anticuerpo que conservan sus sitios de
unién especificos en Winter y Milstein (1991) Nature 349, 293-299.

Por "moléculas de scFv" se entiende moléculas en donde los dominios compaferos Vy y VL estan unidos
covalentemente, por ejemplo, mediante un oligopéptido flexible.

Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv, scFv y dAb pueden expresarse y secretarse en E. coli, permitiendo de este
modo una facil produccién de grandes cantidades de dichos fragmentos.

Los anticuerpos completos y los fragmentos F(ab'), son "bivalentes". Por "bivalente" se entiende que dichos
anticuerpos y fragmentos F(ab'), tienen dos sitios de combinacion con el antigeno. Por el contrario, los fragmentos
Fab, Fv, scFv y dAb son monovalentes, al tener solo un sitio de combinaciéon con el antigeno. También pueden
prepararse anticuerpos sintéticos que se unen a IL-11 o a IL-11R usando la tecnologia de presentacion en fagos,
como se conoce bien en la técnica.

Los anticuerpos pueden producirse mediante un proceso de maduracién por afinidad en el que se genera un
anticuerpo modificado que tiene una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacion con un
anticuerpo parental no modificado. Los anticuerpos madurados por afinidad se pueden producir mediante
procedimientos conocidos en la materia, por ejemplo, Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992); Barbas et al.
Proc Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol.
155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):331 0-15 9 (1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226:889-
896 (1992).

Los anticuerpos de acuerdo con la presente divulgacién muestran preferentemente unién a IL-11 o a IL-11R. Un
anticuerpo gque se une especificamente a una molécula diana se une preferentemente a la diana con mayor afinidad
y/o con una mayor duracién que la unioén a otras dianas. En una realizacion, el alcance de la union de un anticuerpo
a una diana no relacionada es menor de aproximadamente un 10 % de la union del anticuerpo a la diana, medida,
por ejemplo, mediante ELISA o mediante un radioinmunoensayo (RIA). Como alternativa, la especificidad de unién
puede reflejarse en términos de afinidad de unién, donde el anticuerpo se une a IL-11 o0 a IL-11R con una Kp que es
al menos de 0,1 orden de magnitud (es decir, 0,1 x 10", donde n es un nimero entero que representa el orden de
magnitud) mayor que la Kp del anticuerpo frente a otra molécula diana, por ejemplo, otro miembro de la familia de IL-
11, tal como IL-6 o el receptor de IL-6. Esta puede ser opcionalmente de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,
0,9,1,0,1,502,0.

Los anticuerpos pueden estar marcados de manera detectable o al menos, ser detectables. Dichos anticuerpos son
Utiles para aplicaciones tanto in vivo (por ejemplo, métodos de obtencién de imagenes) como in vitro (por ejemplo,
métodos de ensayo. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un atomo radiactivo o una molécula coloreada o
una molécula fluorescente o una molécula que pueda detectarse facilmente por otros medios. Las moléculas
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detectables adecuadas incluyen proteinas fluorescentes, luciferasa, sustratos enzimaticos y radiomarcadores. El
resto de unién puede marcarse directamente con un marcador detectable o puede marcarse de manera indirecta.
Por ejemplo, el resto de unién puede ser un anticuerpo no marcado que puede detectarse mediante otro anticuerpo
gue en este caso esta marcado. Como alternativa, el segundo anticuerpo puede tener unida biotina y se usa la unién
de estreptavidina marcada a la biotina para marcar de manera indirecta el primer anticuerpo.

Los aspectos de la presente divulgacion incluyen anticuerpos biespecificos, por ejemplo, formados por dos
fragmentos diferentes de dos anticuerpos diferentes, de tal forma que el anticuerpo biespecifico se une a dos tipos
de antigeno. Uno de los antigenos es IL-11 o IL-11R, comprendiendo el anticuerpo biespecifico un fragmento como
se describe en el presente documento que se une a IL-11 o IL-11R. El anticuerpo puede contener un fragmento
diferente que tiene afinidad por un segundo antigeno, que puede ser cualquier antigeno deseado. En la técnica son
bien conocidos los métodos para la preparacion de anticuerpos biespecificos, por ejemplo, véase Mueller, D et al.,
(2010 Biodrugs 24 (2): 89-98), Wozniak-Knopp G et al., (2010 Protein Eng Des 23 (4): 289-297. Baeuerle, PA et al.,
(2009 Cancer Res 69 (12): 4941-4944).

En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico se proporciona en forma de una proteina de fusion de dos
fragmentos variables monocatenarios (scFv), que comprenden una V4 y V. de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a IL-11 o IL-11R y una Vy y V_ de otro anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos biespecificos y los fragmentos de unién a antigeno biespecificos pueden proporcionarse en
cualquier formato adecuado, tales como los formatos descritos en Kontermann MAbs 2012, 4(2): 182-197. Por
ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un fragmento de unién a antigeno biespecifico puede ser un conjugado de
anticuerpo biespecifico (por ejemplo, una IgG2, F(ab’), o CovX-Body), una molécula de IgG o similar a IgG
biespecifica (por ejemplo, una IgG, scFva-lg, IgG-scFv, scFv-IgG, DVD-lg, IgG-sVD, sVD-IgG, 2 en 1-IgG, mAb? o LC
comin de Tandemab), una molécula de IgG o similar a IgG biespecifica asimétrica (por ejemplo, una IgG kih, LC
comuln de IgG kih, CrossMab, 1gG kih-scFab, mAb-Fv, par de carga o SEED-body), una molécula de anticuerpo
biespecifica pequefia (por ejemplo, un Diabody (Db), dsDb, DART, scDb, tandAbs, scFv en tandem (taFv), dAb/VHH
en tandem, triple cuerpo, triple cabeza, Fab-scFv o F(ab’),-scFv,), un Fc biespecifico y una proteina de fusion Cu3
(por ejemplo, un taFv-Fc, Di-diabody, scDb-Cy3, scFv-Fc-scFv, HCAb-VHH, scFv-kih-Fc o scFv-kih-Cn3) o una
proteina de fusion biespecifica (por ejemplo, una scFvs-albdmina, scDb-albamina, taFv-toxina, DNL-Fabs, DNL-Faba-
IgG, DNL-Fab4-lgG-citocinay). Véase, en particular, la figura 2 de Kontermann MAbs 2012, 4(2): 182-19.

Los métodos para producir anticuerpos biespecificos incluyen la reticulacion quimica de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo, por ejemplo, con enlaces disulfuro reducibles o tioéter no reducibles, por ejemplo, como se describe en
Segal y Bast, 2001. Production of Bispecific Antibodies. Current Protocols in Immunology. 14:1V:2.13:2.13.1 -
2.13.16. Por ejemplo, puede usarse N-succinimidil-3-(-2-piridiltio)-propionato (SPDP) para reticular quimicamente,
por ejemplo, fragmentos Fab a través de los grupos SH de la region bisagra, para crear heterodimeros de F(ab)2
biespecificos unidos por disulfuro.

Otros métodos para producir anticuerpos biespecificos incluyen fusionar hibridomas productores de anticuerpos, por
ejemplo, con polietilenglicol, para producir una célula de cuadroma capaz de secretar un anticuerpo biespecifico, por
ejemplo, como se describe en D. M. y Bast, B. J. 2001. Production of Bispecific Antibodies. Current Protocols in
Immunology. 14:1V:2.13:2.13.1 - 2.13.16.

Los anticuerpos biespecificos y los fragmentos de unién a antigeno biespecificos también pueden producirse de
manera recombinante, mediante expresién, por ejemplo, a partir de una construccion de acido nucleico que codifica
polipéptidos para las moléculas de unién a antigeno, por ejemplo, como se describe en Antibody Engineering:
Methods and Protocols, Segunda edicion (Humana Press, 2012), en el capitulo 40: Production of Bispecific
Antibodies: Diabodies and Tandem scFv (Hornig y Farber-Schwarz) o French, How to make bispecific antibodies,
Methods Mol. Med. 2000; 40:333-339.

Por ejemplo, puede prepararse mediante técnicas de clonacién molecular una construccién de ADN que codifica los
dominios variables de cadena ligera y pesada para los dos dominios de unién a antigeno (es decir, los dominios
variables de cadena ligera y pesada para el dominio de unién a antigeno capaz de unirse a IL-11 o IL-11R y los
dominios variables de cadena ligera y pesada para el dominio de unién a antigeno capaz de unirse a otra proteina
diana) y que incluye secuencias que codifican un enlazador o dominio de dimerizacién adecuado entre los dominios
de unién a antigeno. Posteriormente, puede producirse un anticuerpo biespecifico recombinante mediante expresion
(por ejemplo, in vitro) de la construccién en una célula hospedadora adecuada (por ejemplo, una célula hospedadora
de mamifero) y opcionalmente, puede purificarse el anticuerpo biespecifico recombinante expresado.

Aptameros
Los aptameros, también denominados ligandos de acido nucleico, son moléculas de acido nucleico caracterizadas

por su capacidad para unirse a una molécula diana con alta especificidad y alta afinidad. Hasta la fecha,
practicamente todos los aptameros identificados son moléculas de origen no natural.
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Pueden identificarse aptameros para una diana dada (por ejemplo, IL-11 o IL-11R) y/o producirse mediante el
método de evolucion sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial (SELEX™, por sus siglas en
inglés, Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment). Los aptameros y SELEX se describen en Tuerk
y Gold (Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: RNA ligands to bacteriophage T4 DNA
polymerase. Science. 3 de agosto de 1990;249(4968):505-10) y en el documento W091/19813.

Los aptameros pueden ser moléculas de ADN o ARN y pueden ser monocatenarios o bicatenarios. El aptamero
puede comprender acidos nucleicos modificados quimicamente, por ejemplo, en los que el azlcar y/o el fosfato y/o
la base se ha modificado quimicamente. Dichas modificaciones pueden mejorar la estabilidad del aptdmero o hacer
que el aptamero sea mas resistente a la degradacién y pueden incluir una modificacion en la posicion 2' de la ribosa.

Los aptameros pueden sintetizarse mediante métodos que se conocen bien por una persona experta. Por ejemplo,
los aptameros pueden modificarse quimicamente, por ejemplo, sobre un soporte sélido.

La sintesis en fase sélida puede usar quimica de fosforamidita. Brevemente, se deshidrata un nucleétido sobre un
soporte sélido, después se acopla a un nucledsido de fosforamidita activado de manera adecuada para formar un
enlace fosfito triéster. Después, puede producirse el taponamiento, seguido de la oxidacion del fosfito triéster con un
oxidante, normalmente yodo. Después, puede repetirse el ciclo para montar el aptamero.

Los aptameros pueden considerarse como el equivalente en acido nucleico a los anticuerpos monoclonales y
normalmente tienen Kp en el intervalo nM o pM, por ejemplo, menos de uno de 500nM, 100nM, 50nM, 10nM, 1nM,
500pM, 100pM. Al igual que con los anticuerpos monoclonales, pueden ser Utiles en practicamente cualquier
situacion en la que se necesite union a la diana, incluyendo su uso en aplicaciones terapéuticas y diagnosticas, in
vitro o in vivo. Las aplicaciones diagnosticas in vitro pueden incluir el uso para detectar la presencia o ausencia de
una molécula diana.

Los aptameros de acuerdo con la presente divulgacion pueden proporcionarse en una forma purificada o aislada.
Los aptameros de acuerdo con la presente divulgacion pueden formularse en forma de una composicion
farmacéutica o de un medicamento.

Los aptameros adecuados pueden tener opcionalmente una longitud minima de uno de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucledtidos.

Los aptameros adecuados pueden tener opcionalmente una longitud maxima de uno de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 nucledtidos.

Los aptameros adecuados pueden tener opcionalmente una longitud de uno de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80
nucleotidos.

Represién mediante oligonucleétidos de la expresién de IL-11 o IL-11R

Las moléculas de oligonucleétido, en particular ARN, pueden emplearse para regular la expresiéon génica. Estas
incluyen oligonucledtidos antisentido, degradacion dirigida de ARNm mediante ARN pequefios de interferencia
(ARNpi), silenciamiento génico postraduccional (PTG), represion traduccional especifica de secuencia regulada por
el desarrollo del ARNm mediante micro-ARN (miARN) y silenciamiento génico transcripcional dirigido.

Un oligonucleétido antisentido es un oligonucleétido, preferentemente monocatenario, que actlia de manera selectiva
y se une, mediante unién de secuencia complementaria, a un oligonucleétido diana, por ejemplo, ARNm. En caso de
que el oligonucledtido diana sea un ARNm, la unién del antisentido al ARNm bloquea la traduccion del ARNm vy la
expresion del producto génico. Los oligonucledtidos antisentido pueden disefiarse para que se unan a un acido
nucleico genémico codificante e inhibir la transcripcién de una secuencia de nucleétidos diana.

En vista de las secuencias de acido nucleico conocidas para IL-11 (por ejemplo, las secuencias de ARNm conocidas
disponibles de GenBank® con los numeros de referencia: BC012506.1 GIl:15341754 (humano), BC134354.1
Gl:126632002 (ratén), AF347935.1 Gl:13549072 (rata)) e IL-11R (por ejemplo, las secuencias de ARNm conocidas
disponibles en GenBank® con los numeros de referencia: NM_001142784.2 GIl:391353394 (humano),
NM_001163401.1 Gl:254281268 (ratén), NM_139116.1 GI:20806172 (rata)), pueden disefiarse oligonucledtidos para
reprimir o silenciar la expresion de IL-11 o IL-11R. Dichos oligonucleétidos pueden tener cualquier longitud, pero
preferentemente, seran cortos, por ejemplo, de menos de 100 nucledtidos, por ejemplo, de 10-40 nucledtidos o de
20-50 nucledtidos y pueden comprender una secuencia de nucleétidos que sea total o parcialmente complementaria
(por ejemplo, un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
complementariedad) respecto de una secuencia de nucleétidos con una longitud correspondiente en el
oligonucleétido diana, por ejemplo, el ARNm de IL-11 o IL-11R. La regiéon complementaria de la secuencia de
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nucleétidos puede tener cualquier longitud, pero preferentemente, tiene al menos 5 y opcionalmente no mas de 50
nucleétidos de longitud, por ejemplo, uno de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 nucledtidos.

La represion de la expresion de IL-11 o IL-11R dara preferentemente como resultado una reduccién en la cantidad
de IL-11 o IL-11R expresados por una célula, por ejemplo, por un fibroblasto o miofibroblasto. Por ejemplo, en una
célula dad, la represion de IL-11 o IL-11R mediante la administracion de un &cido nucleico diana dard como
resultado una reduccién en la cantidad de IL-11 o IL-11R expresado por esa célula en relaciéon con una célula no
tratada. La represién puede ser parcial. Los grados de represion preferidos son de al menos un 50 %, mas
preferentemente, uno de al menos un 60 %, 70 %, 80 %, 85 % 0 90 %. Se considera que un nivel de represién entre
el 90 % y el 100 % es un "silenciamiento” de la expresion o funcion.

Se ha demostrado el papel de la maquinaria de iIARN y de los ARN pequefios para actuar de manera selectiva sobre
complejos de heterocromatina y en el silenciamiento génico epigenético en loci cromosémicos especificos. El
silenciamiento postranscripcional dependiente de ARN bicatenario (ARNbc), también conocido como interferencia de
ARN (iARN), es un fenédmeno por el cual los complejos de ARNbc pueden actuar de manera selectiva sobre genes
especificos de homologia para silenciarlos durante un corto espacio de tiempo. Actia como sefial para promover la
degradacion del ARNm con identidad de secuencia. En general, un ARNpi de 20 nt tiene una longitud suficiente para
inducir el silenciamiento especifico de genes, pero es lo suficientemente corto para evadir a la respuesta por el
hospedador. La reduccion en la expresion de los productos génicos diana puede ser extensa, induciéndose un
silenciamiento del 90 % por unas pocas moléculas de ARNpi. Los agentes terapéuticos basados en la iARN han
avanzado hasta ensayos clinicos de fase I, Il y lll para una serie de indicaciones (Nature, 22 de enero de 2009;
457(7228):426-433).

En la técnica, estas secuencias de ARN se denominan "ARN cortos o pequefios de interferencia” (ARNpi) o
"microARN" (miARN) dependiendo de su origen. Pueden usarse los dos tipos de secuencia para regular
negativamente la expresiéon génica mediante la unién a ARN complementarios y desencadenando la eliminacién del
ARNm (iIARN) o deteniendo la traduccidon del ARNm en proteina. EI ARNpi se obtiene procesando ARN bicatenarios
largos y cuando se encuentra en la naturaleza, normalmente es de origen exdgeno. Los micro-ARN de interferencia
(miARN) son ARN no codificantes pequefios codificados de manera endogena, obtenidos mediante el procesado de
horquillas cortas. Tanto el ARNpi como el miARN pueden inhibir la traduccién de los ARNm que portan secuencias
diana parcialmente complementarias sin escision de ARN y degradan los ARNm que portan secuencias
completamente complementarias.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona el uso de secuencias de oligonucle6tidos para regular
negativamente la expresion de IL-11 o IL-11R.

Los ligandos de ARNpi normalmente son bicatenarios y, para optimizar la eficacia de la regulacidon negativa mediada
por ARN de la funcién de un gen diana, se prefiere que la longitud de la molécula de ARNpi se seleccione a fin de
asegurar el reconocimiento correcto del ARNpi por el complejo RISC que media el reconocimiento mediante el
ARNpi del ARNm diana y de tal forma que el ARNpi es lo suficientemente corto como para reducir una respuesta del
hospedador.

Los ligandos de miARN normalmente son monocatenarios y tienen regiones que son parcialmente complementarias,
lo que permite que los ligandos formen una horquilla. Los miARN son genes d ARN que se transcriben a partir del
ADN, pero no se traducen en proteinas. Una secuencia de ADN que codifica un gen de miARN es mas larga que el
miARN. Esta secuencia de ADN incluye la secuencia de miARN y un complemento inverso aproximado. Cuando
esta secuencia de ADN se transcribe en una molécula de ARN monocatenario, la secuencia de miARN y su
complemento inverso se emparejan para formar un segmento de ARN parcialmente bicatenario. El disefio de
secuencias de microARN se describe en John et al, PLoS Biology, 11 (2), 1862-1879, 2004.

Por lo general, los ligandos de ARN pensados para imitar los efectos del ARNpi o del miARN tienen entre 10 y 40
ribonucleétidos (o andlogos sintéticos de los mismos), mas preferentemente, entre 17 y 30 ribonucleétidos, mas
preferentemente, entre 19 y 25 ribonucleétidos y lo mas preferentemente, entre 21 y 23 ribonucleétidos. En algunas
realizaciones de la divulgacion que emplean ARNpi bicatenario, la molécula puede tener salientes 3' simétricos, por
ejemplo, de uno o dos (ribo)ribonucleétidos, normalmente un saliente de UU o dTdT 3'. Basandose en la divulgacion
proporcionada en el presente documento, el experto en la materia puede disefiar facilmente secuencias de ARNpi y
miARN adecuadas, por ejemplo, usando recursos tales como el buscador de ARNpi de Ambion. Las secuencias de
ARNpi y miARN pueden producirse de manera sintética y afiadirse de manera exdgena para provocar la regulacion
génica negativa o producirse usando sistemas de expresion (por ejemplo, vectores). En una realizacion preferida, el
ARNDpi se sintetiza de manera sintética.

Los ARN bicatenarios mas largos pueden procesarse en la célula para producir ARNpi (véase, por ejemplo, Myers
(2003) Nature Biotechnology 21:324-328). La molécula de ARNbc mas larga puede tener salientes 3' 0 5' simétricos,
por ejemplo, uno o dos (ribo)ribonucleétidos o puede tener extremos romos. Las moléculas de ARNbc mas largas
pueden tener 25 nucleétidos o mas. Preferentemente, las moléculas de ARNbc mas largas tienen entre 25 y 30
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nucleétidos de longitud. Mas preferentemente, las moléculas de ARNbc mas largas tienen entre 25 y 27 nucleétidos
de longitud. Lo mas preferentemente, las moléculas de ARNbc mas largas tienen 27 nucleétidos de longitud. Los
ARNbc de 30 nucledtidos o méas de longitud pueden expresarse usando el vector pPDECAP (Shinagawa et al., Genes
and Dev., 17, 1340-5, 2003).

Otra alternativa es la expresion de una molécula de ARN en horquilla corta (ARNhc) en la célula. Los ARNhc son
mas estables que los ARNpi sintéticos. Un ARNhc consta de dos repeticiones invertidas separadas por una
secuencia de bucle pequefia. Una repeticion invertida es complementaria a la diana génica. En la célula, el ARNhc
se procesa mediante DICER en un ARNpi que degrada el ARNm del gen diana y suprime la expresion. En una
realizacién preferida, el ARNhc se produce de manera endégena (dentro de una célula) mediante transcripcién a
partir de un vector. Los ARNhc pueden producirse dentro de una célula transfectando la célula con un vector que
codifica la secuencia de ARNhc bajo el control de un promotor de ARN polimerasa Ulll, tal como el promotor H1 o
7SK o un promotor de ARN polimerasa Il. Como alternativa, el ARNhc puede sintetizarse de manera exégena (in
vitro) mediante transcripcién a partir de un vector. Después, puede introducirse el ARNhc directamente en la célula.
Preferentemente, la molécula de ARNhc comprende una secuencia parcial de IL-11 o IL-11R. Preferentemente, la
secuencia de ARNhc tiene entre 40 y 100 bases de longitud, mas preferentemente, entre 40 y 70 bases de longitud.
El tallo de la horquilla tiene preferentemente entre 19 y 30 pares de bases de longitud. El tallo puede contener
emparejamientos de G-U para estabilizar la estructura de la horquilla.

Las moléculas de ARNpi, mas largas que las moléculas de ARNbc o miARN, pueden producirse de manera
recombinante mediante transcripcion de una secuencia de acido nucleico, contenida, preferentemente, en un vector.
Preferentemente, la molécula de ARNpi, mas larga que la molécula de ARNbc o la molécula de miARN, comprende
una secuencia parcial de IL-11 o IL-11R.

En una realizacion, el ARNpi, mas largo que el ARNbc o el miARN, se produce de manera endégena (dentro de una
célula) mediante transcripcion a partir de un vector. El vector puede introducirse en la célula en por cualquiera de los
modos conocidos en la técnica. Opcionalmente, puede regularse la expresion de la molécula de ARN usando un
promotor especifico de tejido (por ejemplo, especifico para el corazon, el higado, el rifién o los ojos). En una
realizacién adicional, el ARNpi, mas largo que el ARNbc o el miARN, se produce de manera exdégena (in vitro)
mediante transcripcion a partir de un vector.

Los vectores adecuados pueden ser vectores oligonucleotidicos configurados para expresar el agente de nucleétidos
capaz de reprimir la IL-11 o el IL-11R. Dichos vectores pueden ser vectores viricos o vectores plasmidicos. El
oligonucleétido terapéutico puede incorporarse en el genoma de un vector virico y unirse operativamente a una
secuencia reguladora, por ejemplo, un promotor, que dirige su expresion. La expresion "unido operativamente”
puede incluir la situacién donde se unen covalentemente una secuencia de nucleétido seleccionada y una secuencia
de nucleétido reguladora, de tal forma que se coloca la expresion de una secuencia de nucleétidos bajo la influencia
o el control de la secuencia reguladora. Por lo tanto, se une operativamente una secuencia reguladora a una
secuencia de nucledtidos seleccionada en caso de que la secuencia reguladora sea capaz de efectuar la
transcripciéon de una secuencia de nucleétidos que forma parte o supone la totalidad de la secuencia de nucleétidos
seleccionada.

Los vectores viricos que codifican secuencias de ARNpi expresadas por promotor se conocen en la técnica y tienen
el beneficio de expresion a largo plazo del oligonucleétido terapéutico. Los ejemplos incluyen lentivirus (Nature 22,
de enero de 2009; 457(7228):426-433), adenovirus (Shen et al., FEBS Lett 27 de marzo de 2003;539(1-3)111-4) y
retrovirus (Barton y Medzhitov PNAS 12 de noviembre de 2002, vol.99, n.° 23 14943-14945).

En otras realizaciones, puede configurarse un vector para ayudar en el suministro del oligonucleoétido terapéutico al
sitio en el que se necesita la represiéon de la expresion de IL-11 o IL-11R. Dichos vectores implican normalmente
complejar el oligonucledtido con un vector cargado positivamente (por ejemplo, péptidos catiénicos que penetran en
células, polimeros catidnicos y dendrimeros y lipidos catiénicos); conjugacion del oligonucleétido con moléculas
pequefias (por ejemplo, colesterol, acidos biliares y lipidos), polimeros, anticuerpos y ARN; o encapsular el
oligonucledtido en formulaciones en nanoparticulas (Wang et al., AAPS J. diciembre de 2010; 12(4): 492-503).

En una realizacioén, un vector puede comprender una secuencia de acido nucleico en orientacion tanto con sentido
como antisentido, de tal forma que cuando se expresan como ARN, las secciones sentido y antisentido se asociaran
para formar un ARN bicatenario.

Como alternativa, pueden sintetizarse moléculas de ARNpi usando técnicas de sintesis convencionales en fase
sélida o de solucidn que se conocen en la técnica. Los enlaces entre nucle6tidos pueden ser enlaces fosfodiéster o
alternativas, por ejemplo, grupos de enlace de formula P(O)S, (tioato); P(S)S, (ditioato); P(O)NR'2; P(O)R'; P(O)ORS;
CO; 0 CONR'2, en donde R es H (o una sal) o alquilo (C1-12) y R6 es alquilo (C1-9) unido a nucleétidos adyacentes
através de -O- 0 -S-.

Pueden usarse bases de nucledtidos modificadas ademas de las bases de origen natural y pueden conferir
propiedades ventajosas a las moléculas de ARNpi que las contienen.
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Por ejemplo, las bases modificadas pueden aumentar la estabilidad de la molécula de ARNpi, reduciendo de este
modo la cantidad necesaria para el silenciamiento. El hecho de proporcionar bases modificadas también puede
proporcionar moléculas de ARNpi que son mas estables o menos que el ARNpi no modificado.

La expresiéon "base nucleotidica modificada" abarca nucledtidos con una base modificada covalentemente y/o un
azUcar. Por ejemplo, los nucleétidos modificados incluyen nucleétidos que tienen azlcares que estan unidos
covalentemente a grupos organicos de bajo peso molecular distintos de un grupo hidroxilo en la posicién 3' y
distintos de un grupo fosfato en la posicién 5'. Los nucleétidos modificados de este modo también pueden incluir
azucares 2' sustituidos, tales como 2'-O-metilo-; 2'-O-alquilo; 2'-O-alilo; 2'-S-alquilo; 2'-S-alilo; 2'-fluoro-; 2'-halo o
azido-ribosa, analogos de azUcares carbociclicos, azlcares a-anoméricos; azucares epiméricos, tales como
arabinosa, xilosas o lixosas, azlicares de piranosa, azlcares de furanosa y sedoheptulosa.

Se conocen en la técnica nucleétidos modificados e incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas y pirimidinas
aciladas y otros heterociclos. Se conocen en la técnica estas clases de pirimidinas y purinas e incluyen
seudoisocitosina, N4,N4-etanocitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetilaminometil uracilo, dihidrouracilo,
inosina, N6-isopentil-adenina, 1-metiladenina, 1-metilseudouracilo, 1-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometil
uracilo, 5-metoxi-amino-metil-2-tiouracilo, D-manosilqueosina, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-
metiltio-N6-isopentiladenina, metil éster del acido uracil-5-oxiacético, seudouracilo, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo,
2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del &cido N-uracil-5-oxiacético, acido uracilo 5-oxiacético,
queosina, 2-tiocitosina, 5-propiluracilo, 5-propilcitosina, 5-etiluracilo, 5-etilcitosina, 5-butiluracilo, 5-pentiluracilo, 5-
pentilcitosina y 2,6-diaminopurina, metilseudouracilo, 1-metilguanina, 1-metilcitosina.

Los métodos relativos al uso de iARN para silenciar genes en C. elegans, Drosophila, plantas y mamiferos se
conocen en la técnica (Fire A, et al., 1998 Nature 391:806-811; Fire, A. Trends Genet. 15, 358-363 (1999); Sharp, P.
A. RNA interference 2001. Genes Dev. 15, 485-490 (2001); Hammond, S. M., et al., Nature Rev. Genet. 2, 110-1119
(2001); Tuschl, T. Chem. Biochem. 2, 239-245 (2001); Hamilton, A. et al., Science 286, 950-952 (1999); Hammond,
S. M., et al., Nature 404, 293-296 (2000); Zamore, P. D., et al., Cell 101, 25-33 (2000); Bernstein, E., et al., Nature
409, 363-366 (2001); Elbashir, S. M., et al., Genes Dev. 15, 188-200 (2001); documentos W00129058; W09932619,
y Elbashir S M, et al., 2001 Nature 411:494-498).

Por consiguiente, la presente divulgacién proporciona un acido nucleico que es capaz, cuando se introduce de
manera adecuada o se expresa en una célula de mamifero, por ejemplo humana que por lo demas expresa IL-11 o
IL-11R, de suprimir la expresién de IL-11 o IL-11R mediante iARN.

El acido nucleico puede tener una identidad de secuencia sustancial respecto de una parte del ARNm de IL-11 o IL-
11R, como se define en el n.° de referencia de GenBank NM_000641.3 GI:391353405 (IL-11) o U32324.1 GI:975336
(IL-11R) o la secuencia complementaria de dicho ARNm.

El acido nucleico puede ser un ARNpi bicatenario. (Tal como apreciara un experto en la materia y como se explica
en mas detalle mas adelante, una molécula de ARNpi también puede incluir una secuencia de ADN corta 3').

Como alternativa, el acido nucleico puede ser un ADN (normalmente ADN bicatenario) que, cuando se transcribe en
una célula de mamifero, proporciona un ARN que tiene dos porciones complementarias unidas mediante un
espaciador, de tal forma que el ARN adopta la forma de una horquilla cuando las porciones complementarias
hibridan entre si. En una célula de mamifero, puede escindirse de la molécula la estructura en horquilla mediante la
encima DICER, para proporcionar dos moléculas de ARN distintas pero hibridadas.

En algunas realizaciones preferidas, el acido nucleico se dirige generalmente a la secuencia de una de las SEQ ID
NO: 2 a5 (IL-11; figura 11) o a una de las SEQ ID NO: 7 a 10 (IL-11R; figura 12).

Se espera que Unicamente las regiones monocatenarias (es decir, no auto-hibridadas) de un transcrito de ARNm
sean dianas adecuadas para la iARN. Por lo tanto, se propone que también pueden ser dianas Utiles para la iIARN
otras secuencias del transcrito de ARNm de IL-11 o IL-11R muy préximas a la secuencia representada por una de
las SEQ ID NO: 2 a 5 o 7 a 10. Dichas secuencias tienen preferentemente 17-23 nucleétidos de longitud y
preferentemente, se solapan con una de las SEQ ID NO:2a5o07al0enalmenosl, 2 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o los 19 nucledétidos (en cualquiera de los extremos de una de las SEQ IDNO:2a507 a
10).

Por consiguiente, la presente divulgaciéon proporciona un acido nucleico que es capaz, cuando se introduce de
manera adecuada o se expresa en una célula de mamifero que por lo demas expresa IL-11 o IL-11R, de suprimir la
expresion de IL-11 o IL-11R mediante iARN, en donde el acido nucleico se dirige generalmente a la secuencia de
una de las SEQIDNO:2a507al0.
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Por "dirigido de manera general" se entiende que el &cido nucleico puede actuar de manera selectiva sobre una
secuencia que se solapa con las SEQ ID NO: 2 a5 0 7 a 10. En particular, el acido nucleico puede actuar de manera
selectiva sobre una secuencia en el ARNm de IL-11 o IL-11R humano que es ligeramente mas larga o mas corta que
la de las SEQ ID NO: 2 a 5 0 7 a 10 (preferentemente, de 17-23 nucledtidos de longitud), pero por lo demas, es
idéntica a una de las SEQIDNO:2a507alo0.

Aunque sea preferible, no se espera que sea esencial una identidad/complementariedad perfecta entre el acido
nucleico y la secuencia diana. Por consiguiente, el acido nucleico puede incluir un solo desemparejamiento en
comparacion con el ARNm de IL-11 o IL-11R. Sin embargo, se espera que la presencia de incluso un solo
desemparejamiento ocasione una reduccién en la eficacia, por lo que se prefiere la ausencia de
desemparejamientos. Cuando estan presentes, los salientes 3' pueden excluirse de la consideracion del nimero de
desemparejamientos.

El término "complementariedad" no se limita al emparejamiento de bases convencional entre acidos nucleicos que
consisten en ribo y/o desoxirribonucleétidos de origen natural, sino que también incluye emparejamiento de bases
entre ARNm y acidos nucleicos que incluyen nucleétidos no naturales.

En una realizacién, el acido nucleico (citado en el presente documento como ARNpi bicatenario) incluye las
secuencias de ARN bicatenarias mostradas en la figura 13 (IL-11; SEQ ID NO: 11 a 14).

En otra realizacion, el acido nucleico (citado en el presente documento como ARNpi bicatenario) incluye las
secuencias de ARN bicatenarias mostradas en la figura 14 (IL-11R; SEQ ID NO: 15 a 18).

Sin embargo, también se espera que sean eficaces secuencias ligeramente mas cortas o0 mas largas dirigidas a la
misma regién de ARNm de IL-11 o IL-11R. En particular, se espera que también sean eficaces secuencias
bicatenarias de entre 17 y 23 pb de longitud.

Las hebras que forman el ARN bicatenario pueden tener salientes de dinucleétidos cortos 3', que pueden ser de
ADN o ARN. El uso de un saliente de ADN 3' no tiene efecto en la actividad del ARNpi en comparacion con un
saliente de ARN 3', pero reduce el coste de la sintesis quimica de las hebras de acido nucleico (Elbashir et al.,
2001c). Por este motivo, pueden preferirse dinucleétidos de ADN.

Cuando estan presentes, los salientes de dinucleétidos pueden ser simétricos entre si, aunque esto no es esencial.
De hecho, el saliente 3' de la hebra con sentido (superior) es irrelevante para la actividad de iARN, ya que no
participa en el reconocimiento y la degradacion del ARNm (Elbashir et al., 2001a, 2001b, 2001c).

Aungue los experimentos de iARN en Drosophila demuestran que los salientes 3' antisentido pueden participar en el
reconocimiento y la accion selectiva sobre el ARNm (Elbashir et al. 2001c), no parece que los salientes 3' sean
necesarios para la actividad de iARN del ARNpi en las células de mamifero. Por lo tanto, se cree que una hibridacién
incorrecta de los salientes 3' tendra poco efecto en las células de mamifero (Elbashir et al. 2001c; Czauderna et al.
2003).

Por lo tanto, puede usarse cualquier saliente de dinucleétidos en la hebra antisentido del ARNpi. No obstante, el
dinucledtido es, preferentemente, -UU o -UG (o -TT o -TG en caso de que el saliente sea de ADN), mas
preferentemente -UU (o -TT). El saliente de dinucleétido -UU (o -TT) es mas eficaz y es consistente (es decir, capaz
de formar parte de) la sefial de final de la transcripcion de la ARN polimerasa Il (la sefial de terminacion es TTTTT).
Por consiguiente, se prefiere especialmente este dinucledtido. También pueden usarse los dinucleétidos AA, CC y
GG, pero son menos eficaces y por consiguiente, menos preferidos.

Ademas, pueden omitirse por completo los salientes 3' del ARNpi.

La presente divulgacion también proporciona acidos nucleicos monocatenarios (citados en el presente documento
como ARNpi monocatenarios) que consisten, respectivamente, en una hebra componente de uno de los acidos
nucleicos bicatenarios anteriormente mencionados, preferentemente con los salientes 3', pero opcionalmente sin
ellos. La presente divulgacion también proporciona kits que contienen pares de dichos &acidos nucleicos
monocatenarios, que son capaces de hibridar entre si in vitro para formar los ARNpi bicatenarios anteriormente
mencionados, que después pueden introducirse en células.

La presente divulgacion también proporciona ADN que, cuando se transcribe en una célula de mamifero,
proporciona un ARN (también citado en el presente documento como ARNhc) que tiene dos porciones
complementarias que son capaces de auto-hibridar para producir un motivo bicatenario, que incluye, por ejemplo,
una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 11 a 14 o 15 a 18 o una secuencia que
difiere respecto de una cualquiera de las secuencias anteriormente mencionadas por una sustituciéon de un solo par
de bases.
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Las porciones complementarias normalmente estaran unidas por un espaciador, que tiene una longitud y secuencia
adecuadas para permitir que hibriden entre si las dos porciones complementarias. Las dos porciones
complementarias (es decir, sentido y antisentido) pueden unirse en 5'-3' en cualquier orden. El espaciador sera
normalmente una secuencia corta, de aproximadamente 4-12 nucle6tidos, preferentemente, de 4-9 nucleétidos, mas
preferentemente, de 6-9 nucleétidos.

Preferentemente, el extremo 5' del espaciador (inmediatamente 3' de la porcion complementaria cadena arriba)
consiste en los nucleétidos -UU- o -UG-, de nuevo preferentemente -UU- (aunque, de nuevo, no es esencial el uso
de estos dinucleétidos particulares). Un espaciador adecuado, recomendado para su uso en el sistema pSuper de
OligoEngine (Seattle, Washington, EE. UU.) es UUCAAGAGA. En este y otros casos, los extremos del espaciador
pueden hibridar entre si, por ejemplo, alargando el motivo bicatenario mas alld de las secuencias exactas de las
SEQ ID NO: 11 a 14 o0 15 a 18 en un pequefio nimero (por ejemplo, 1 o 2) de pares de bases.

De manera similar, el ARN transcrito incluye preferentemente un saliente 3' desde la porcion complementaria aguas
abajo. De nuevo, este es preferentemente -UU o -UG, més preferentemente -UU.

Dichas moléculas de ARNhc pueden escindirse posteriormente en la célula de mamifero por la enzima DICER para
proporcionar un ARNpi bicatenario como se ha descrito anteriormente, en el que una o cada una de las hebras del
ARNbc hibridado incluye un saliente 3'.

Las técnicas para la sintesis de los acidos nucleicos de la presente divulgacion, obviamente, son bien conocidas en
la técnica.

El experto en la materia sera capaz de construir vectores de transcripcion adecuados para el ADN de la presente
divulgacion usando técnicas bien conocidas y materiales disponibles comercialmente. En particular, el ADN se
asociara con secuencias de control, que incluyen un promotor y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

Son particularmente Utiles los sistemas pSuper y pSuperior de OligoEngine (Seattle, Washington, EE. UU.). Estos
usan un promotor de polimerasa Ill (H1) y una secuencia terminadora de la transcripciéon Ts que aporta dos restos de
U en el extremo 3’ del transcrito (que, tras su procesamiento por DICER, proporciona un saliente de UU 3' de una
hebra del ARNpi).

Se describe otro sistema adecuado en Shin et al. (RNA, mayo de 2009; 15(5): 898-910), que usa otro promotor de
polimerasa Il (Ug).

Los ARNpi bicatenarios de la presente divulgacion pueden introducirse en células de mamifero in vitro o in vivo
usando técnicas conocidas, tal como se describe mas adelante, para suprimir la expresién de IL-11 o IL-11R.

De manera similar, pueden introducirse vectores de transcripcion que contienen los ADN de la presente divulgacion
en células tumorales in vitro o in vivo usando técnicas conocidas, tal como se describe mas adelante, para la
expresion transitoria o estable del ARN, nuevamente, para suprimir la expresion de IL-11 o IL-11R.

Por consiguiente, la presente divulgacion también proporciona un método para suprimir la expresién de IL-11 o IL-
11R en una célula de mamifero, por ejemplo, humana, comprendiendo el método administrar a la célula un ARNpi
bicatenario de la invencion o un vector de transcripcion de la invencion.

De manera similar, la presente divulgacion proporciona ademas un método para tratar la fibrosis, comprendiendo el
método administrar a un sujeto un ARNpi bicatenario o un vector de transcripcion divulgado en el presente
documento.

La presente divulgacion proporciona ademas los ARNpi bicatenarios y los vectores de transcripcion divulgados en el
presente documento, para su uso en un método de tratamiento, preferentemente, un método para tratar la fibrosis.

La presente divulgacion proporciona ademas el uso de los ARNpi bicatenarios y de los vectores de transcripcion
divulgados en el presente documento en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la fibrosis.

Ademas, la presente divulgacién proporciona una composicién que comprende un ARNpi bicatenario o un vector de
transcripcion divulgado en el presente documento mezclado con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Los vehiculos adecuados incluyen vehiculos o vesiculas lipéfilas, que pueden ayudar a penetrar la
membrana celular.

Los materiales y métodos adecuados para la administracion de duplex de ARNpi y vectores de ADN de la presente

divulgacion se conocen bien en la técnica y se encuentran en desarrollo métodos mejorados, dado el potencial de la
tecnologia de iARN.
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En general, se encuentran disponibles diversas técnicas para introducir acidos nucleicos en células de mamifero. La
eleccién dela técnica dependera de si el acido nucleico se transfiere a células cultivadas in vitro o in vivo en las
células de un paciente. Las técnicas adecuadas para la transferencia de acido nucleico en células de mamifero in
vitro incluyen el uso de liposomas, electroporacion, microinyeccion, fusion celular, DEAE dextrano y precipitacion con
fosfato de calcio. Las técnicas de transferencia génica in vivo incluyen transfeccion con vectores viricos
(normalmente retroviricos) y transfeccion mediada por proteinas de la envuelta virica-liposomas (Dzau et al. (2003)
Trends in Biotechnology 11, 205-210).

En particular, las técnicas adecuadas para la administracion célula de los acidos nucleicos de la presente
divulgacion, tanto in vitro como in vivo se divulgan en los siguientes articulos:

Revisiones generales: Borkhardt, A. 2002. Blocking oncogenes in malignant cells by RNA interference--new hope for
a highly specific cancer treatment? Cancer Cell. 2:167-8. Hannon, G.J. 2002. RNA interference. Nature. 418:244-51.
McManus, M.T. y P.A. Sharp. 2002. Gene silencing in mammals by small interfering RNAs. Nat Rev Genet. 3:737-47.
Scherr, M., M.A. Morgan y M. Eder. 2003b. Gene silencing mediated by small interfering RNAs in mammalian cells.
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intervention. Drug Discov Today. 7:1040-6.

Systemic delivery using liposomes: Lewis, D.L., J.E. Hagstrom, A.G. Loomis, J.A. Wolff y H. Herweijer. 2002. Efficient
delivery of siRNA for inhibition of gene expression in postnatal mice. Nat Genet. 32:107-8. Paul, C.P., P.D. Good, I.
Winer y D.R. Engelke. 2002. Effective expression of small interfering RNA in human cells. Nat Biotechnol. 20:505-8.
Song, E., S.K. Lee, J. Wang, N. Ince, N. Ouyang, J. Min, J. Chen, P. Shankar y J. Lieberman. 2003. RNA
interference targeting Fas protects mice from fulminant hepatitis. Nat Med. 9:347-51. Sorensen, D.R., M. Leirdal y M.
Sioud. 2003. Gene silencing by systemic delivery of synthetic sSiRNAs in adult mice. J Mol Biol. 327:761-6.

Virus mediated transfer: Abbas-Terki, T., W. Blanco-Bose, N. Deglon, W. Pralong y P. Aebischer. 2002. Lentiviral-
mediated RNA interference. Hum Gene Ther. 13:2197-201. Barton, G.M. y R. Medzhitov. 2002. Retroviral delivery of
small interfering RNA into primary cells. Proc Natl Acad Sci USA. 99:14943-5. Devroe, E. y P.A. Silver. 2002.
Retrovirus-delivered siRNA. BMC Biotechnol. 2:15. Lori, F., P. Guallini, L. Galluzzi y J. Lisziewicz. 2002. Gene
therapy approaches to HIV infection. Am J Pharmacogenomics. 2:245-52. Matta, H., B. Hozayev, R. Tomar, P.
Chugh y P.M. Chaudhary. 2003. Use of lentiviral vectors for delivery of small interfering RNA. Cancer Biol Ther.
2:206-10. Qin, X.F., D.S. An, I.S. Chen y D. Baltimore. 2003. Inhibiting HIV-1 infection in human T cells by lentiviral-
mediated delivery of small interfering RNA against CCR5. Proc Natl Acad Sci USA. 100:183-8. Scherr, M., K.
Battmer, A. Ganser y M. Eder. 2003a. Modulation of gene expression by lentiviral-mediated delivery of small
interfering RNA. Cell Cycle. 2:251-7. Shen, C., A.K. Buck, X. Liu, M. Winkler y S.N. Reske. 2003. Gene silencing by
adenovirus-delivered siRNA. FEBS Lett. 539:111-4.

Peptide delivery: Morris, M.C., L. Chaloin, F. Heitz y G. Divita. 2000. Translocating peptides and proteins and their
use for gene delivery. Curr Opin Biotechnol. 11:461-6. Simeoni, F., M.C. Morris, F. Heitz y G. Divita. 2003. Insight
into the mechanism of the peptide-based gene delivery system MPG: implications for delivery of siRNA into
mammalian cells. Nucleic Acids Res. 31:2717-24. Otras tecnologias que pueden ser adecuadas para el suministro
de ARNpi a las células diana estan basadas en nanoparticulas o nanocapsulas, tales como las descritas en las
Patentes de los Estados Unidos n.° 6.649.192B y 5.843.509B.

Formulaciones

En aplicaciones terapéuticas, los agentes capaces de inhibir la accion de la IL-11 o los agentes capaces de prevenir
o reducir la expresién de IL-11 o IL-11R se formulan preferentemente en forma de medicamento o agente
farmacéutico, junto con uno o mas ingredientes farmacéuticamente aceptables diferentes bien conocidos por los
expertos en la materia, incluyendo, pero sin limitacion, vehiculos, adyuvantes, excipientes, diluyentes, cargas,
tampones, conservantes, antioxidantes, lubricantes, estabilizantes, solubilizantes, tensoactivos (por ejemplo, agentes
humectantes), agentes enmascarantes, agentes colorantes, agentes aromatizantes y agentes edulcorantes
farmacéuticamente aceptables.

La expresion "farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
ingredientes, materiales, composiciones, formas farmacéuticas, etc., que son, dentro del alcance del buen criterio
médico, adecuados para su uso en contacto con los tejidos del sujeto en cuestion (por ejemplo, un ser humano) sin
excesiva toxicidad, irritacién, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, proporcionado con una relacion
beneficio/riesgo razonable. Cada vehiculo, adyuvante, excipiente, etc. también debe ser "aceptable" en el sentido de
ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion.

Los vehiculos, adyuvantes, excipientes, etc. adecuados se pueden encontrar en textos farmacéuticos

convencionales, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicién, Mack Publishing Company,
Easton, Pa., 1990; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 22 edicién, 1994.
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Las formulaciones se pueden preparar mediante cualquier método bien conocido en la técnica de farmacia. Dichos
métodos incluyen la etapa de poner en asociacion el principio activo con un vehiculo que constituye uno o mas
ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el
principio activo con vehiculos (por ejemplo, vehiculos liquidos, vehiculo sélido finamente dividido, etc.) y luego dando
forma al producto, si fuese necesario.

Las formulaciones pueden prepararse para las vias de administracion tépica, parenteral, sistémica, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intratecal, intraocular, intra-conjuntiva, subcutanea, oral o transdérmica, que pueden
incluir inyeccién. Las formulaciones inyectables pueden comprender el agente seleccionado en un medio estéril o
isotonico.

La administracion es preferentemente en una "cantidad terapéuticamente eficaz", que es suficiente para mostrar un
beneficio al individuo. La cantidad real administrada y la velocidad y el ciclo de tiempo de la administracion,
dependeran de la naturaleza y la gravedad de la enfermedad que se esta tratando. La prescripcion del tratamiento,
por ejemplo, las decisiones sobre la posologia, etc., pertenecen a la responsabilidad de los médicos de familia y
otros facultativos y normalmente se tiene en cuenta el trastorno a tratar, el estado del paciente individual, el sitio de
suministro, el método de administracién y otros factores conocidos por los facultativos. Los ejemplos de las técnicas
y protocolos mencionados anteriormente se pueden hallar en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 20? edicion,
2000, pub. Lippincott, Williams & Wilkins.

Fibrosis

Tal como se usa en el presente documento, "fibrosis" se refiere a la formacion de un exceso de tejido conectivo
fibroso a consecuencia del exceso de deposicion de componentes de la matriz extracelular, por ejemplo, colageno.
El tejido conectivo fibroso se caracteriza por tener matriz extracelular (MEC) con un elevado contenido de colageno.
El colageno puede proporcionarse en hebras o fibras, que puede estar dispuesto de manera irregular o alineado. La
MEC de tejido conectivo fibroso también puede incluir glucosaminoglucanos.

Tal como se usa en el presente documento, "exceso de tejido conectivo fibroso" se refiere a una cantidad de tejido
conectivo en una ubicacion dada (por ejemplo, un tejido u 6rgano dado o parte de un tejido u 6rgano dado) que es
mayor que la cantidad de tejido conectivo presente en esa ubicacion en ausencia de fibrosis, por ejemplo, en
condiciones normales no patologicas. Tal como se usa en el presente documento, "exceso de deposicién de
componentes de la matriz extracelular" se refiere a un nivel de deposicién de uno o mas componentes de la matriz
extracelular que es mayor que el nivel de deposicién en ausencia de fibrosis, por ejemplo, en condiciones normales
no patoldgicas.

Los mecanismos celulares y moleculares de la fibrosis se describen en Wynn, J. Pathol. (2008) 214(2): 199-210 y
Wynn y Ramalingam, Nature Medicine (2012) 18:1028-1040.

Los efectores celulares principales de la fibrosis son los miofibroblastos, que producen una matriz extracelular rica
en colageno.

En respuesta a una lesién tisular, las células dafadas y los leucocitos producen factores profibréticos, tales como
TGFB, IL-13 y PDGF, que activan a los fibroblastos en miofibroblastos que expresan aSMA y reclutan a los
miofibroblastos en el sitio de la lesion. Los miofibroblastos producen una gran cantidad de matriz extracelular y son
mediadores importantes para ayudar a contraer y cerrar la herida. Sin embargo, en condiciones de infeccién
persistente o durante la inflamacién cronica, puede haber una sobre activacién y reclutamiento de miofibroblastos y
por lo tanto, una sobreproduccién de componentes de la matriz extracelular, dando como resultado la formacién de
un exceso de tejido conectivo fibroso.

En algunas realizaciones, la fibrosis puede estar desencadenada por patologias, por ejemplo, afecciones,
infecciones o enfermedades que ocasionan la produccién de factores profibréticos, tales como TGFB1. En algunas
realizaciones, la fibrosis puede estar causada por una lesidn/estimulo fisico, lesién/estimulo quimico o
lesién/estimulo ambiental. Una lesién/estimulo fisico puede producirse durante una cirugia, por ejemplo, causas
iatrogénicas. La lesién/estimulo quimico puede incluir fibrosis inducida por farmacos, por ejemplo, después de la
administracion cronica de farmacos, tales como bleomicina, ciclofosfamida, amiodarona, procainamida, penicilamina,
oro y nitrofurantoina (Daba et al., Saudi Med J, junio de 2004; 25(6): 700-6). La lesidn/estimulo ambiental puede
incluir exposicion a fibras de amianto o silice.

La fibrosis puede producirse en diversos tejidos del cuerpo. Por ejemplo, la fibrosis puede producirse en el higado
(por ejemplo, cirrosis), pulmones, el rifién, el corazén, vasos sanguineos, los ojos, la piel, el pancreas, el intestino, el
cerebro y la médula 6sea. La fibrosis también pude producirse en varios 6rganos a la vez.

En las realizaciones del presente documento, la fibrosis puede implicar un 6rgano del sistema gastrointestinal, por

ejemplo, del higado, el intestino delgado, el intestino grueso o el pancreas. En algunas realizaciones, la fibrosis
puede implicar un 6rgano del sistema respiratorio, por ejemplo, los pulmones. En realizaciones, la fibrosis puede

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2692773 T3

implicar un 6rgano del sistema cardiovascular, por ejemplo, del corazén o los vasos sanguineos. En algunas
realizaciones, la fibrosis puede implicar la piel. En algunas realizaciones, la fibrosis puede implicar un érgano del
sistema nervioso, por ejemplo, el cerebro. En algunas realizaciones, la fibrosis puede implicar un érgano del sistema
urinario, por ejemplo, los riflones. En algunas realizaciones, la fibrosis puede implicar un érgano del sistema
musculoesquelético, por ejemplo, tejido muscular.

En algunas realizaciones preferidas, la fibrosis es cardiaca o fibrosis del miocardio, fibrosis hepéatica o fibrosis renal.
En algunas realizaciones, la fibrosis cardiaca o de miocardio se asocia con una disfuncién en la musculatura o las
propiedades eléctricas del corazén o un engrosamiento de las paredes de las valvulas del corazéon. En algunas
realizaciones, la fibrosis se encuentra en la auricula y/o los ventriculos del corazén. El tratamiento dela fibrosis
auricular o ventricular puede ayudar a reducir el riesgo o la aparicion de fibrilacién auricular, fibrilacion ventricular o
infarto de miocardio.

En algunas realizaciones preferidas, la fibrosis hepatica se asocia con la enfermedad hepatica cronica o la cirrosis
hepatica. En algunas realizaciones preferidas, la fibrosis renal se asocia con la enfermedad renal crénica.

Las enfermedades/afecciones caracterizadas por la fibrosis de acuerdo con la presente divulgacion incluyen, pero
sin limitacion: afecciones respiratorias, tales como fibrosis pulmonar, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar idiopatica,
fibrosis masiva progresiva, esclerodermia, bronquiolitis obliterante, sindrome de Hermansky-Pudlak, asbestosis,
silicosis, hipertensién pulmonar crénica, hipertension pulmonar asociada con el SIDA, sarcoidosis, estroma tumoral
en la enfermedad pulmonar y asma; enfermedad hepatica crénica, cirrosis biliar primaria (PBC), enfermedad
hepatica esquistosomial, cirrosis hepatica; afecciones cardiovasculares, tales como cardiomiopatia hipertréfica,
cardiomiopatia dilatada (CMD), fibrosis auricular, fibrilacién auricular, fibrosis ventricular, fibrilacién ventricular,
fibrosis del miocardio, sindrome de Brugada, miocarditis, fibrosis endomiocardica, infarto de miocardio, enfermedad
vascular fibrética, patologia cardiaca hipertensiva, cardiomiopatia ventricular derecha arritmogénica (ARVC), fibrosis
tubulointersticial y glomerular, ateroesclerosis, venas varicosas, infartos cerebrales; afecciones neurolégicas, tales
como gliosis y enfermedad de Alzheimer; distrofia muscular, tal como distrofia muscular de Duchenne (DMD) o
distrofia muscular de Becker (BMD); afecciones gastrointestinales, tales como enfermedad de Crohn, colitis
microscopica y colangitis esclerosante primaria (PSC); afecciones cutaneas, tales como esclerodermia, fibrosis
sistémica nefrogénica y queloides cutaneos; artrofibrosis; contractura de Dupuytren; fibrosis del mediastino; fibrosis
retroperitoneal; mielofibrosis; enfermedad de Peyronie; capsulitis adhesiva; enfermedad renal (por ejemplo, fibrosis
renal, sindrome nefritico, sindrome de Alport, nefropatia asociada con VIH, enfermedad renal poliquistica,
enfermedad de Fabry, nefropatia diabética, glomerulonefritis cronica, nefritis asociada con lupus sistémico);
esclerosis sistémica progresiva (ESP); enfermedad crénica de injerto contra hospedador; enfermedades de los ojos,
tales como oftalmopatia de Grave, fibrosis epirretinal, fibrosis retinal, fibrosis subretinal (por ejemplo, asociada con la
degeneracion macular (por ejemplo, degeneracién macular asociada con la edad hiumeda (AMD)), retinopatia
diabética, glaucoma, fibrosis corneal, fibrosis postquirirgica (por ejemplo, de la capsula posterior después de una
cirugia de cataratas o de la ampolla después de una trabeculectomia para el glaucoma), fibrosis conjuntiva, fibrosis
subconjuntiva; artritis; enfermedad fibrética preneoplasica y fibrética neoplasica; y fibrosis inducida por una lesion
gquimica o ambiental (por ejemplo, quimioterapia del cancer, plaguicidas, radiacion/radioterapia para el cancer).

Se apreciard que varias de estas enfermedades/afecciones listadas anteriormente estan interrelacionadas. Por
ejemplo, la fibrosis ventricular puede producirse después de un infarto de miocardio y se asocia con la CMD, la CMH
y la miocarditis.

En realizaciones particulares, la enfermedad/trastorno puede ser uno de fibrosis pulmonar, fibrilacién auricular,
fibrilacién ventricular, cardiomiopatia hipertréfica (CMH), cardiomiopatia dilatada (CMD), esteatohepatitis no
alcohdlica (EHNA), cirrosis, enfermedad renal crénica, esclerodermia, esclerosis sistémica, queloides, fibrosis
quistica, enfermedad de Crohn, fibrosis postquirtrgica o fibrosis retinal.

El tratamiento, la prevencién o el alivio de la fibrosis de acuerdo con la presente divulgacion puede ser de fibrosis
asociada con una regulacion positiva de IL-11, por ejemplo, una regulacion positiva de IL-11 en células o tejido en el
gue se produce o puede producirse la fibrosis o regulacién positiva de IL-11 o IL-11R extracelular.

El tratamiento o alivio de la fibrosis puede ser eficaz para prevenir la progresion de la fibrosis, por ejemplo, para
prevenir el empeoramiento de la afeccion o para frenar la velocidad de desarrollo de la fibrosis. En algunas
realizaciones, el tratamiento o el alivio pueden ocasionar una mejora de la fibrosis, por ejemplo, una reduccion en la
cantidad de fibras de colageno depositadas.

La prevencion de la fibrosis puede referirse a la prevencién de un empeoramiento de la afeccién o a la prevencion

del desarrollo de fibrosis, por ejemplo, prevenir el desarrollo de un estadio temprano de fibrosis hacia un estadio
crénico tardio.
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Sujeto

El sujeto que se va a tratar puede ser un animal o un ser humano. El sujeto es preferentemente un mamifero, mas
preferentemente, un ser humano. El sujeto puede ser un mamifero no humano, pero mas preferentemente, es un ser
humano. El sujeto puede ser masculino o femenino. El sujeto puede ser un paciente.

Muestra

Una muestra obtenida de un sujeto puede ser de cualquier tipo. Puede tomarse una muestra biolégica de cualquier
tejido o fluido corporal, por ejemplo, una muestra de sangre, muestra procedente de la sangre, muestra de suero,
muestra de linfa, muestra de semen, muestra de saliva, muestra de fluido sinovial. Una muestra procedente de la
sangre puede ser una fraccion seleccionada de la sangre de un paciente, por ejemplo, una fraccion seleccionada
gue contiene células o una fraccidon de plasma o suero. Una muestra puede comprender una muestra de tejido o
biopsia; o células aisladas de un sujeto. Las muestras pueden recogerse mediante técnicas conocidas, tales como
biopsia o aspiracién con aguja. Las muestras pueden almacenarse y/o procesarse para la posterior determinacion de
los niveles de expresion de IL-11.

Las muestras pueden usarse para determinar la regulacion positiva de IL-11 o IL-11R en el sujeto del que se obtuvo
la muestra.

En algunas realizaciones preferidas, una muestra puede ser una muestra de tejido, por ejemplo, biopsia, tomada del
corazon, higado o tejido renal. En algunas realizaciones, una muestra puede ser una muestra de tejido, por ejemplo,
biopsia, tomada de los ojos.

Una muestra puede contener células y preferentemente, puede contener fibroblastos y/o miofibroblastos. En algunas
realizaciones, los fibroblastos o miofibroblastos pueden obtenerse del corazén, higado o tejido renal, por ejemplo,
pueden ser fibroblastos cardiacos o miofibroblastos cardiacos (véase, por ejemplo, Colby et al., Circulation Research
2009;105:1164-1176), fibroblastos hepaticos o miofibroblastos hepaticos (véase, por ejemplo, Zeisberg et al., The
Journal of Biological Chemistry, 10 de agosto de 2007, 282, 23337-23347; Brenner., Fibrogenesis & Tissue Repair
2012, 5 (Supl 1 ):S17), fibroblastos renales o miofibroblastos renales (véase, por ejemplo, Strutz y Zeisberg. JASN
noviembre de 2006, vol. 17 n.° 11 2992-2998). En algunas realizaciones, los fibroblastos o miofibroblastos pueden
obtenerse de tejido ocular, por ejemplo, pueden ser fibroblastos corneales.

Regqulacién positiva de la expresion de IL-11 o IL-11R

Algunos aspectos y realizaciones de la presente divulgacion se refieren a la deteccion de la expresion de IL-11 o IL-
11R, por ejemplo, en una muestra obtenida de un sujeto.

En algunos aspectos y realizaciones, la presente divulgacion se refiere a la regulacion positiva de la expresion
(sobreexpresién) de IL-11 o IL-11R (en forma de proteina o de oligonucleétido que codifica la IL-11 o IL-11R
respectiva) y a la deteccién de dicha regulacién positiva como indicador de la idoneidad del tratamiento con un
agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 o con un agente capaz de prevenir o reducir la expresiéon de I1L-11 o IL-
11R.

La regulacion positiva de la expresion de IL-11 o IL-11R comprende la expresion de IL-11 o IL-11R a un nivel que es
mayor del que normalmente cabria esperar para una célula o tejido de un tipo concreto. La regulacién positiva puede
determinarse determinando el nivel de expresion de IL-11 o IL-11R en una célula o tejido. Puede hacerse una
comparacion entre el nivel de expresion de IL-11 o IL-11R en una célula o muestra de tejido y un nivel de referencia
de IL-11 o IL-11R, por ejemplo, un valor o intervalo de valores que representan un nivel de expresiéon normal de IL-
11 o IL-11R para la misma célula o tipo de tejido o uno correspondiente. En algunas realizaciones, pueden
determinarse los niveles de referencia detectando la expresién de IL-11 o IL-11R en una muestra de control, por
ejemplo, en células o tejido correspondientes de un sujeto sano o de tejido sano del mismo sujeto. En algunas
realizaciones, pueden obtenerse niveles de referencia a partir de una curva patrén o un conjunto de datos.

Los niveles de expresion pueden cuantificarse para su comparacion absoluta o pueden efectuarse comparaciones
relativas.

En algunas realizaciones, la regulacion positiva de IL-11 o IL-11R puede considerarse presente cuando el nivel de
expresion en la muestra de ensayo es al menos 1,1 veces el de un nivel de referencia. Mas preferentemente, el nivel
de expresién puede seleccionarse entre uno de al menos 1,2, al menos 1,3, al menos 1,4, al menos 1,5, al menos
1,6, al menos 1,7, al menos 1,8, al menos 1,9, al menos 2,0, al menos 2,1, al menos 2,2, al menos 2,3, al menos 2,4,
al menos 2,5, al menos 2,6, al menos 2,7, al menos 2,8, al menos 2,9, al menos 3,0, al menos 3,5, al menos 4,0, al
menos 5,0, al menos 6,0, al menos 7,0, al menos 8,0, al menos 9,0 o al menos 10,0 veces el del nivel de referencia.

Pueden determinarse los niveles de expresion de IL-11 o IL-11R mediante uno de una serie de técnicas de ensayo in
vitro conocidas, tales como ensayos basados en la PCR, ensayos de hibridacion in situ, ensayos por citometria de
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flujo, ensayos inmunoldgicos o ensayos inmunohistoquimicos.

A modo de ejemplo, las técnicas adecuadas implican un método para determinar el nivel de IL-11 o IL-11R en una
muestra poniendo en contacto la muestra con un agente capaz de unirse a IL-11 o IL-11R y detectar la formacion de
un complejo del agente e IL-11 o IL-11R. El agente puede ser cualquier molécula de unién adecuada, por ejemplo,
un anticuerpo, polipéptido, péptido, oligonucleétido, aptamero o molécula pequefia y opcionalmente, puede estar
marcado para permitir la deteccion, por ejemplo, visualizacion, de los complejos formados. Los marcadores y medios
adecuados para su deteccién son bien conocidos por los expertos en la materia e incluyen marcadores fluorescentes
(por ejemplo, fluoresceina, rodamina, eosina y NDB, proteina fluorescente verde (GFP), quelatos de tierras raras,
tales como europio (Eu), terbio (Th) y samario (Sm), tetrametil rodamina, rojo Texas, 4-metil umbeliferona, 7-amino-
4-metil cumarina, Cy3, Cy5), marcadores isotopicos, radioisétopos (por ejemplo, P, **P, *S), marcadores
qguimioluminiscentes (por ejemplo, éster de acridinio, luminol, isoluminol), enzimas (por ejemplo, peroxidasa,
fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa, luciferasa), anticuerpos, ligandos y receptores. Las técnicas
de deteccidon son bien conocidas por los expertos en la materia y pueden seleccionarse para que sean
correspondientes al agente de marcaje. Las técnicas adecuadas incluyen amplificacion de marcadores
oligonucleotidicos mediante la PCR, espectrometria de masas, deteccion de fluorescencia o color, por ejemplo, tras
la conversion enzimatica de un sustrato por una proteina indicadora o deteccion de radiactividad.

Los ensayos pueden configurarse para cuantificar la cantidad de IL-11 o IL-11R en una muestra. Las cantidades
cuantificadas de IL-11 o IL-11R de una muestra de ensayo pueden compararse con valores de referencia y usarse
esta comparacion para determinar si la muestra de ensayo contiene una cantidad de IL-11 o IL-11R que es mayor 0
menor que la del valor de referencia hasta un grado seleccionado de significacion estadistica.

La cuantificacion de IL-11 o IL-11R detectado puede usarse para determinar la regulacién positiva 0 negativa o la
amplificacién de los genes que codifican IL-11 o IL-11R. En los casos donde la muestra contenga células fibréticas,
dicha regulacién positiva, regulacién negativa o amplificacion puede compararse con un valor de referencia para
determinar si hay presencia de cualquier diferencia estadisticamente significativa.

Seleccién de sujetos

Puede seleccionarse un sujeto para su tratamiento basandose en la determinacion de si el sujeto tiene un nivel
regulado positivamente de expresion de IL-11 o IL-11R. Por lo tanto, IL-11 o IL-11R pueden actuar como un
marcador de la fibrosis, que es adecuado para el tratamiento con un agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 o
con un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11 o IL-11R.

La regulacion positiva puede ser en un tejido dado o en células seleccionadas de un tejido dado. Un tejido preferido
puede ser uno de corazén, higado o rifién. Un tejido preferido puede ser ocular. Un tipo de célula preferido puede ser
fibroblastos o miofibroblastos. La regulacién positiva también puede determinarse en un fluido circulante, por
ejemplo, sangre o en una muestra procedente de la sangre. La regulacién positiva puede ser de IL-11 o IL-11R
extracelular.

La determinacion de los niveles de IL-11 o IL-11R puede llevarse a cabo mediante ensayo, preferentemente in vitro,
en una muestra obtenida de un sujeto, como se describe en el presente documento.

Después de la seleccion, se puede administrar a un sujeto un tratamiento para la fibrosis mediante la administracion
de un agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 o de un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de IL-11
o IL-11R.

En algunas realizaciones, un sujeto puede recibir un diagnéstico de fibrosis, ser sospechoso de tener fibrosis o
considerarse en riesgo de desarrollar fibrosis y seria interesante conocer si el sujeto se beneficiara del tratamiento
con un agente capaz de inhibir la accién de IL-11 o con un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de 1l-11 o
IL-11R. En dichas realizaciones, puede determinarse la idoneidad del sujeto para dicho tratamiento determinando si
esta regulada positivamente la expresion de la IL-11 o del IL-11R en el sujeto. En algunas realizaciones, la expresion
de IL-11 o IL-11R esta regulada positivamente de manera local o sistémica en el sujeto.

Diagndstico y prondstico

La deteccion de la regulacion positiva de la expresién de IL-11 o IL-11R también puede usarse en un método para
diagnosticar la fibrosis o del riesgo de desarrollar fibrosis en un sujeto y en métodos para pronosticar o predecir la
respuesta de un sujeto al tratamiento con un agente capaz de inhibir la accién de IL-11 o de un agente capaz de
prevenir o reducir la expresion de IL-11 o IL-11R.

En algunas realizaciones, puede sospecharse que un sujeto tiene fibrosis, por ejemplo, basandose en la presencia
de otros sintomas indicativos de fibrosis en el cuerpo del sujeto o en células/tejidos seleccionados del cuerpo del
sujeto o considerarse que esta en riesgo de desarrollar fibrosis, por ejemplo, debido a una predisposicion genética o
a la exposicion a condiciones ambientales, tales como fibras de amianto.
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La determinacion de la regulacién positiva de IL-11 o IL-11R puede confirmar un diagnéstico o un diagnéstico de
sospecha de fibrosis o puede confirmar que el sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar fibrosis. La determinacion
también puede diagnosticar la afeccion o la predisposicion como idénea para el tratamiento con un agente capaz de
inhibir la accién de la IL-11 o de un agente capaz de prevenir o reducir la expresion de [I-11 o IL-11R.

Como tal, puede proporcionarse un método para proporcionar un prondstico para un sujeto que tiene o que se
sospecha que tiene fibrosis, comprendiendo el método determinar si la IL-11 o el IL-11R esta regulado positivamente
en una muestra obtenida del sujeto y, basandose en la determinacion, proporcionar un pronéstico para el tratamiento
del sujeto con un agente capaz de inhibir la accién de la IL-11 o un agente capaz de prevenir o reducir la expresion
de laIL-11 o del IL-11R.

En algunos aspectos, los métodos de diagndstico o los métodos para pronosticar o predecir la respuesta de un
sujeto al tratamiento con un agente capaz de inhibir la accién de IL-11 o un agente capaz de prevenir o reducir la
expresion de IL-11 o IL-11R pueden no necesitar la determinacion de los niveles de IL-11 o IL-11R, pero puede estar
basado en la determinacion de factores genéticos en el sujeto que predicen la regulacion positiva de la expresion de
la IL-11 o del IL-11R o la regulacién positiva de la actividad de la IL-11 o del IL-11R. Dichos factores genéticos
pueden incluir la determinacién de mutaciones genéticas, polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o amplificacién
génica en IL-11 y/o IL-11R que estan correlacionados con y/o predicen la regulacién positiva de la expresion o
actividad de IL-11 o IL-11R o la actividad de sefalizacién mediada por IL-11. Se conoce en la técnica el uso de
factores genéticos para predecir la predisposiciéon a una patologia o la respuesta al tratamiento, véase, por ejemplo,
Peter Starkel Gut 2008;57:440-442; Wright et al., Mol. Cell. Biol. marzo de 2010 vol. 30 n.° 6 1411-1420.

Los factores genéticos pueden evaluarse mediante métodos conocidos por los expertos en la materia, incluyendo
ensayos basados en la PCR, por ejemplo, PCR cuantitativa, PCR competitiva. Al determinar la presencia de factores
genéticos, por ejemplo, en una muestra obtenida de un sujeto, puede confirmarse un diagnéstico de fibrosis y/o
puede clasificarse a un sujeto como en riesgo de desarrollar fibrosis y/o puede identificarse un sujeto como idéneo
para el tratamiento con un agente capaz de inhibir la acciéon de IL-11 o un agente capaz de prevenir o reducir la
expresion de IL-11 o IL-11R.

Algunos métodos pueden comprender la determinacién de la presencia de uno o mas SNP ligados a la secrecion de
IL-11 o a la susceptibilidad al desarrollo de fibrosis. Los SNP son normalmente bialélicos y por lo tanto, pueden
determinarse facilmente usando uno de una serie de ensayos convencionales conocidos por los expertos en la
materia (véase, por ejemplo, Anthony J. Brookes. The essence of SNPs. Gene Volumen 234, 22 edicion, 8 de julio de
1999, 177-186; Fan et al., Highly Parallel SNP Genotyping. Cold Spring Harb Symp Quant Biol 2003. 68: 69-78;
Matsuzaki et al., Parallel Genotyping of Over 10,000 SNPs using a one-primer assay on a high-density
oligonucleotide array. Genome Res. 2004. 14: 414-425).

Los métodos pueden comprender la determinacion de qué alelo de SNP esta presente en una muestra obtenida de
un sujeto. En algunas realizaciones, la determinacién de la presencia del alelo menor puede estar asociada con un
aumento de la secrecion de IL-11 o con la susceptibilidad al desarrollo de fibrosis.

Por consiguiente, la presente divulgacién proporciona un método de exploracion de un sujeto, comprendiendo el
método:

obtener una muestra de acido nucleico del sujeto;

determinar qué alelo esta presente en la muestra en la posicion de nucleétido polimérfico de uno o mas de los
SNP listados en la figura 33 y/o la figura 34 y/o la figura 35 o un SNP en desequilibrio de unién con uno de os NP
listados con una r* = 0,8.

La etapa de determinacion puede comprender determinar si el alelo menor esta presente en la muestra en la
posicion de nucleotido polimérfica. Puede comprender determinar si estan presentes 0, 1 o 2 alelos menores.

El método de exploraciéon puede ser o formar parte de, un método para determinar la susceptibilidad del sujeto a
desarrollar fibrosis o un método de diagndstico o prondstico como se describe en el presente documento.

El método puede comprender ademas la etapa de identificar que el sujeto tiene susceptibilidad o un riesgo
aumentado de desarrollar fibrosis, por ejemplo, en caso de que se determine que el sujeto tiene un alelo menor en la
posicion del nucleétido polimorfico. EI método puede comprender ademas la etapa de seleccionar al sujeto para su
tratamiento con un agente capaz de inhibir la accion de la interleucina 11 (IL-11) y/o administracién al sujeto de un
agente capaz de inhibir la accién de la interleucina 11 (IL-11) para proporcionar un tratamiento para la fibrosis en el
sujeto o para prevenir el desarrollo o la progresion de la fibrosis en el sujeto.

Los SNP que pueden determinarse incluyen uno o mas de los SNP listados en la figura 33, la figura 34 o la figura 35.
En algunas realizaciones, el método puede comprender determinar uno o mas de los SNP listados en la figura 33.
En algunas realizaciones, el método puede comprender determinar uno o mas de los SNP listados en la figura 34.
En algunas realizaciones, el método puede comprender determinar uno o mas de los SNP listados en la figura 35.
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Los SNP pueden seleccionarse para determinar si tienen un bajo valor de P o de FDR (tasa de falso
descubrimiento).

En algunas realizaciones, los SNP se seleccionan como buenos predictores de la respuesta al tratamiento anti-IL-11
basandose en la regulacion de VSTestim en trans (figura 33). En algunas realizaciones, un método puede
comprender determinar qué alelo esta presente para uno o mas de los siguientes SNP: rs10831850, rs4756936,
rs6485827, rs7120273 y rs895468. En algunas realizaciones, los SNP se seleccionan como buenos predictores de la
respuesta al tratamiento anti-IL-11 basandose en la regulacion de VSTestim-VSTnoestim en cis (figura 34).

En algunas realizaciones, los SNP se seleccionan como buenos predictores de la respuesta al tratamiento anti-IL-11
basandose en la regulacion de VSTestim-VSTnoestim en trans (figura 35). En algunas realizaciones, un método
puede comprender determinar qué alelo estd presente para uno o mas de los siguientes SNP: rs7120273,
rs10831850, rs4756936, rs6485827 (figura 35).

Los SNP rs7120273, rs10831850, rs4756936, rs6485827 se encuentran en alto desequilibrio de enlace (LD) entre si
en el cromosoma 11 (en el denominado bloque LD) y por lo tanto, se heredan de manera conjunta con elevada
frecuencia.

El cuadrado de la correlacion de frecuencias génicas (r2) refleja el grado de desequilibrio de enlace (LD) entre dos
SNP. Como resultado del LD entre los SNP en las regiones locales y por lo tanto heredadas de manera conjunta del
genoma, puede inferirse el genotipo de un SNP determinado el genotipo de un marcador/indicador de SNP. El
intercambio de LD usado en la técnica para identificar marcadores/indicadores de SNP emparejados es un valor de
r’ de 0,8 (Wang et al. 2005, Nat. Rev. Genet. 6(2): 109-18; Barrett et al. 2006, Nat Genet., 38 (6): 659-662). Por lo
tanto, puede inferirse el genotipo de un SNP determinando el genotipo de un marcador/indicador de SNP en
desequilibrio de unién con un valor de r? 20,8.

La secuencia de nucleétidos de los SNP se indica usando el nimero "rs". La secuencia completa se encuentra
disponible en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de polimorfismos de un solo
nucleétido (dbSNP) que se encuentra accesible en: https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp.

Los métodos de diagndstico o pronéstico pueden llevarse a cabo in vitro en una muestra obtenida de un sujeto o
después del procesado de una muestra obtenida de un sujeto. Una vez que se ha recogido la muestra, no es
necesaria la presencia del paciente para llevar a cabo el método de diagndstico o prondstico in vitro y por lo tanto, el
método puede ser uno que no se practica en el cuerpo humano o del animal.

Pueden usarse otras pruebas diagndsticas o prondsticas junto con las aqui descritas para mejorar la precision del
diagndstico o pronostico o para confirmar un resultado obtenido usando las pruebas aqui descritas.

Los métodos de acuerdo con la presente divulgacion pueden llevarse a cabo o los productos pueden estar
presentes, in vitro, ex vivo o in vivo. Se pretende que la expresion "in vitro" abarque experimentos con materiales,
sustancias bioldgicas, células y/o tejidos en condiciones de laboratorio o en cultivo, mientras que la expresion "in
vivo" pretende abarcar experimentos y procedimientos con organismos multicelulares intactos. "Ex vivo" se refiere a
algo presente o que se produce fuera de un organismo, por ejemplo, fuera del cuerpo humano o del animal, que
puede estar en tejido (por ejemplo, 6rganos completos) o células extraidas del organismo.

La presente divulgacion incluye la combinacion de los aspectos y las caracteristicas preferidas descritas, salvo en
los casos donde dicha combinacion es claramente imprevisible o se evita de manera expresa.

Los encabezados de seccion usados en el presente documento tienen fines organizativos solamente, y no deben
considerarse como limitantes de la materia objeto descrita.

A continuacioén se ilustraran los aspectos y realizaciones de la presente divulgacién, a modo de ejemplo, haciendo
referencia a las figuras adjuntas. Los aspectos y realizaciones adicionales seran evidentes para los expertos en la
materia.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones adjuntas, a menos que le contexto
requiera lo contrario, se entendera que la palabra "comprender" y las variaciones, tales como "comprende" y
"comprendiendo” implican la inclusién de un namero entero o etapa indicada o un grupo de numeros enteros o
etapas, pero no la exclusion de cualquier otro niimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Debe destacarse que, como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un”, "una", y "el" o "la", incluyen referencias en plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Los
intervalos se pueden expresar como desde "aproximadamente" un valor particular y/o hasta "aproximadamente" otro
valor particular. Cuando se expresa dicho intervalo, otra realizacién incluye desde el valor particular y/o hasta el otro
valor particular. De manera similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante el uso del

antecedente "aproximadamente", se entendera que el valor particular constituye otra realizacion.
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Breve descripcién de las Figuras

Las realizaciones y experimentos que ilustran los principios de la invenciéon se describiran a continuacion por
referencia a las figuras adjuntas, en las que:
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Figura 1. La estimulacion con TGFB1 regula positivamente la IL-11 en fibroblastos. Los fibroblastos primarios se
obtuvieron de tejido auricular humano de 80 individuos y se incub6 durante 24 h con y sin TGFB1 (5ng/ml). (a)
Diagrama que muestra que IL-11 era el gen mas regulado positivamente en los fibroblastos estimulados con
TGFB1 en comparacion con 11.433 genes expresados (FPKM = 0,5). (b) Diagrama que muestra que la expresion
de IL-11 aumento significativamente mas de 8 veces de media tras la activacién de fibroblastos con TGFB1 (FDR
= 9,lx10’125), (c) Diagrama que muestra que la RT-gPCR confirmé los mdltiplos de cambio basados en la
expresion de ARN de IL-11 (TGFB1+/TGFB1-; R2:0,94) y (d) Diagrama que muestra que el ELISA detecté un
aumento significativo en la proteina IL-11 secretada por fibroblastos estimulados.

Figura 2. Se incubaron fibroblastos auriculares humanos con 5 ng/ml de TGFB1 o con 5 ng/ml de IL-11 durante
24 horas. Diagramas que muestran la tincién celular para (a) a-SMA (miofibroblastos), (b) EdU (proliferacién), (c)
colageno (d) periostina para identificar miofibroblastos y células altamente proliferativas y para cuantificar la
produccién de proteinas de la matriz extracelular. Se observdé que la IL-11 aumentaba la proporciéon de
miofibroblastos e inducia la produccién de colageno y periostina a una tasa similar que la sefializacion de TGFB1.
Este experimento se repitid una serie de veces con resultados similares.

Figura 3. La inhibicion de IL-11 con un anticuerpo neutralizante previene la fibrosis inducida por TGFB1. Se
estimularon fibroblastos auriculares humanos con TGFB1 (5ng/ml), TGFB1 y un anticuerpo contra IL-11 o TGFf1
y un control de isotipo. Los diagramas y fotografias muestran células tefiidas tras 24 horas para (a) a-SMA, (b)
EdU, (c) colageno (d) periostina para identificar miofibroblastos y células altamente proliferativas y para
cuantificar la produccion de proteinas de la matriz extracelular. La fluorescencia se cuantificé en la plataforma
Operetta para hasta 21 campos por condicién. Este experimento se repitio con fibroblastos procedentes de
diferentes individuos con resultados similares. En presencia de un anticuerpo que bloquee IL-11, los fibroblastos
estimulados con TGFB1 tienen una proporcién de miofibroblastos reducida, son menos proliferativos y expresan
menos colageno y periostina en comparacion con las células de control. Esto demuestra que IL-11 es un
componente esencial de la via de sefializacion de TGFB1 que actia de un modo de alimentaciéon anterograda
autocrina y/o paracrina y su inhibicion reduce los efectos profibréticos de este regulador clave de la fibrosis en
seres humanos.

Figura 4. La estimulacién con TGFB1 regula positivamente la IL-11 en fibroblastos. Los fibroblastos primarios se
obtuvieron de tejido auricular humano de 80 individuos y se incubé durante 24 h con y sin TGFB1 (5ng/ml). (a)
Diagrama que muestra que IL-11 era el transcrito de ARN mas regulado positivamente en los fibroblastos
estimulados con TGFB1 en comparacion con 11.433 genes expresados (FPKM = 0,5) a lo largo del genoma,
evaluado mediante elaboracion de perfiles de transcriptoma globales, (b) Diagrama que muestra que la expresion
de IL-11 en fibroblastos humanos primarios no estimulados (TGF-B -) y estimulados (TGF-B +) en comparacién
con todos los tejidos humanos evaluada por el proyecto GTEX (Consortium, Gte. Human genomics. The
Genotype-Tissue Expression (GTEX) pilot analysis: multitissue gene regulation in humans. Science (Nueva York,
N.Y.) 348, (2015)) revela una alta especificidad de niveles de IL-11 elevados para fibroblastos y especificamente,
fibroblastos activados, cuya firma no se aprecia a nivel del érgano completo que contiene mudltiples tipos
celulares y pocos fibroblastos que expresan IL-11.

Figura 5. La IL-11 actGa como factor autocrino en los fibroblastos e induce su propia expresion a través
Unicamente de la regulacion traduccional. Se estimulé durante 24 horas a fibroblastos primarios con TGF-, (a)
Diagrama que muestra que la expresion de ARN de IL-11 aumentd significativamente (FDR = 9,1x10'125) mas de
8 veces de media entre 80 individuos. (b) Diagrama que muestra los resultados de un ensayo ELISA que
confirma un aumento significativo en la proteina IL-11 secretada por fibroblastos estimulados (prueba de la t). (c)
Diagrama que muestra que la incubacion de fibroblastos primarios con IL-11 no aumenta los niveles de ARN de
IL-11 (RT-gPCR). (d) Diagrama que muestra que la incubacion de fibroblastos primarios con IL-11 induce de
manera significativa (Dunnett) la secreciéon de proteina IL-11, detectada mediante ELISA. Los valores de P
ajustados se proporcionan como **** p < 0,0001.

Figura 6. IL-11 dirige la proliferacién y activacién de fibroblastos, asi como la produccion de matriz extracelular y
es necesaria para la respuesta fibrética mediada por TGFB1. Se incubaron fibroblastos cardiacos procedentes de
3 individuos durante 24 h con TGFB1 (5 ng/ml), IL-11 (5 ng/ml) o TGFB1 y un anticuerpo neutralizante de IL-
11/de control. Los diagramas y fotografias muestran los resultados de la tincion celular después de la incubacion
para (a) contenido de a-SMA para estimar la fraccién de miofibroblastos, (b) EdU para rastrear células que
proliferan activamente y (c) periostina para estimar la produccion de MEC. La fluorescencia se midié con la
plataforma Operetta para 14 campos a lo largo de 2 pocillos para cada paciente. Los diagramas también
muestran la secrecion de los marcadores de fibrosis IL-6 (d), TIMP1 (e) y MMP2 (f) evaluada mediante ELISA. La
fluorescencia se normalizé al grupo de control sin estimulacién y se representa graficamente la media con la
desviacion estandar. IL-11 induce una respuesta fibrética a niveles similares a los de TGFB1 y la inhibicién de IL-
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11 rescata el fenotipo de TGFB1 a nivel de proteina. Los valores de P ajustados se proporcionan como * P <
0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001 o *** P < 0,0001 de los grupos experimentales, en comparacion con las células
no estimuladas (Dunnett). Los valores anémalos se retiraron (ROUT, Q = 2 %).

Figura 7. IL-11 promueve la sintesis de la proteina de colageno y detiene el efecto profibrético de TGFB1 a nivel
de ARN. Se incubaron fibroblastos cardiacos procedentes de 3 individuos durante 24 h con TGFB1 (5 ng/ml), IL-
11 (5 ng/ml) o TGFB1 y un anticuerpo neutralizante de IL-11. Después de la incubacién, (a) Diagrama que
muestra los resultados después de la incubacion de la tincion celular para colageno usando el ensayo Operetta;
la fluorescencia se cuantific6 como se ha descrito anteriormente para la figura 6, (b) Diagrama que muestra los
niveles de colageno secretado evaluados con una tincion de rojo de Siria y (c) Diagrama que muestra los niveles
de ARN de colageno medidos mediante RT-qPCR. La IL-11 induce una respuesta fibrética a niveles similares a
los de TGFB1 solo a nivel de proteina. Una mayor expresion de transcritos de ARN de colageno por TGFB1 no
dio lugar a un aumento de la produccion de proteina en caso de que se neutralizase IL-11 con un anticuerpo. Los
valores de P ajustados se proporcionan como * P < 0,05, ** P < 0,001 o **** P < 0,0001 de los grupos
experimentales, en comparacion con el grupo de control de células no estimuladas (Dunnett).

Figura 8. La IL-11 es un marcador y activador de la fibrosis en multiples tejidos. La expresion de IL-11 puede
inducirse mediante un conjunto diverso de estimulantes profibréticos aguas arriba, ademas de TGFB1. (a)
Diagrama que muestra el efecto de TGFB1 en la expresion de IL-11, (b) Diagrama que muestra que ET-1
(endotelina) regula positivamente la IL-11 en los fibroblastos hepaticos y pulmonares; (c) Diagrama que muestra
gue PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) induce la expresion delL-11 en fibroblastos renales. Los
niveles de ARN de IL-11 se midieron mediante RT-gPCR; los valores de P ajustados se proporcionan como * P <
0,05, ** P < 0,01 o **** P < 0,0001 (Dunnett). Para investigar el efecto sistémico de la IL-11, se inyectd solo suero
salino (gris) o IL-11 recombinante (negro) 6 veces a la semana en ratones C57BL/6 (200ug/kg). El contenido de
colageno en el tejido se evalud con un ensayo de hidroxiprolina (QuickZyme) a nivel de proteina y los resultados
se muestran en el diagrama (d). Los tejidos de animales tratados con rIL-11 tienen un mayor contenido de
proteina de colageno que los controles (ANOVA; p= 0,012). (e) Fotografias de transferencias de Western que
muestran que los niveles de aSMA estan aumentados en el rifién y el corazén de ratones tratados con IL-11, lo
gue indica la presencia de miofibroblastos.

Figura 9. Diagrama que ilustra el papel de la IL-11 como regulador esencial de la respuesta fibrética. La IL-11 es
un regulador esencial necesario para la respuesta fibrética. En respuesta al dafio tisular o a la inflamacion
cronica, se liberan citocinas, tales como TGFB1, ET-1 o PDGF para regular positivamente la transcripcion de
genes marcadores de fibrosis. Después, se produce el agente autocrino IL-11 en respuesta a estos estimulos
aguas arriba para asegurar una traduccion eficaz de los transcritos regulados positivamente en proteinas
funcionalmente relevantes de una manera especifica de células. La inhibicién de IL-11 bloguea la sintesis de
proteinas clave de la matriz extracelular y de miofibroblastos y previene la accion profibrética de un conjunto
diverso de estimulos aguas arriba.

Figura 10. La inhibicion de IL-11 detiene la sintesis de proteina de colageno en respuesta a las citocinas
profibréticas ANG2 (angiotensina Il), PDGF y ET-1. Se incubaron fibroblastos cardiacos durante 24 h con ANG2,
PDGF o ET-1 y un anticuerpo neutralizante de IL-11. Después de la incubacion, se tifieron las células para
colageno y se cuantifico la fluorescencia. Estos estimulos indujeron una respuesta fibrética a niveles similares a
los de TGFB1. Sin embargo, la expresion de colageno no aumenté en caso de que la IL-11 se neutralizarse con
un anticuerpo. Los valores de P se proporcionan como: **** P < 0,0001 (prueba de la t).

Figura 11. Secuencia de nuclettidos de IL-11 humana, tomada del nimero de referencia de GenBank
0i|391353405|ref[NM_000641.3 (interleucina 11 (IL11) de Homo sapiens, variante de transcrito 1, ARNm) [SEQ
ID NO: 1]. La secuencia subrayada codifica ARNm de IL-11. Las secuencias sombreadas se usaron para el
disefio de ARNpi de silenciamiento génico de IL-11 y se muestran por separado como las SEQ ID NO: 2 a 5. Las
SEQ ID NO: 3y 4 se solapan entre si en la SEQ ID NO: 1.

Figura 12. Secuencia de nucleétidos de IL-11Ra humano, tomada del nimero de referencia de GenBank
gi|975336|gb|U32324.1|HSU32324 (ARNm de la cadena alfa del receptor de interleucina-11 humana, cds
completo) [SEQ ID NO: 6]. La secuencia subrayada codifica ARNm de IL-11Ra. Las secuencias sombreadas se
usaron para el disefio de ARNpi de silenciamiento génico de IL-11Ra y se muestran por separado como las SEQ
ID NO: 7 a 10.

Figura 13. Tabla que muestra las secuencias de ARNpi [SEQ ID NO: 11 a 14] para el silenciamiento génico de la
IL-11.

Figura 14. Tabla que muestra las secuencias de ARNpi [SEQ ID NO: 15 a 18] para el silenciamiento génico de la
IL-11Ra.

Figura 15. Diagrama que muestra el silenciamiento génico con ARNpi de IL-11Ra en células HEK.
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Figura 16. Gréfica que muestra la profundidad de lectura para la secuenciacion del transcriptoma completo de
fibroblastos auriculares humanos de 160 individuos con y sin estimulacion con TGFB1.

Figura 17. Gréficas que muestran la expresion de genes marcadores endoteliales, de cardiomiocitos y de
fibroblastos determinados mediante secuenciacion de ARN del tejido de origen (muestras de tejido auricular
humano, n=8) y cultivos de fibroblastos primarios no estimulados. (A) PECAM1, (B) MYH6 (C) TNNT2, (D)
COL1A2y (E) ACTA2.

Figura 18. Graficas que muestran la regulacion positiva de la IL-11 en fibroblastos en respuesta a la estimulacion
con TGFB1. (A y B) Graficas que muestran el multiplo de cambio de la expresién génica en la fibrosis; la IL-11 es
el gen mas regulado positivamente en respuesta al tratamiento con TGFB1. (C) Secreciéon de IL-11 por
fibroblastos en respuesta a la estimulacion con TGFB1. (D) Comparacion de la expresion génica de IL-11 en
tejidos de individuos sanos y en fibroblastos auriculares, con o sin estimulacion con TGFR1. (E) Correspondencia
del multiplo de cambio en la expresion de IL-11 determinada mediante secuenciacién de ARN frente a gPCR.

Figura 19. Graficas que muestran la induccion de la secrecion de IL-11 en fibroblastos primarios por diversas
citocinas profibréticas, tal como se determina mediante ELISA. (A) TGFB1, ET-1, Angll, PDGF, OSM e IL-13
inducen la secrecion de IL-11 e IL-11 también induce la expresion de IL-11 en un bucle de retroalimentacion
positiva. (B) Grafica que muestra que el ELISA detecta Unicamente IL-11 nativa secretada por células y no
detecta la IL-11 recombinante usada para la condicion de estimulacion de IL-11. (C) y (D) Se estimularon células
con IL-11 recombinante, se midié el ARN de IL-11 y se midi6 el nivel de proteina IL-11 nativa en el sobrenadante
de cultivo mediante ELISA en los puntos de tiempo indicados.

Figura 20. Graficas e imagenes que muestran la generacion de miofibroblastos a partir de y la produccion de
MEC vy la expresién de citocinas por, fibroblastos auriculares en respuesta a la estimulacién con TGF1 o IL-11.
(A) Generacion de miofibroblastos y produccion de MEC por fibroblastos auriculares primarios después de la
estimulacion con TGFB1 o IL-11, medida mediante microscopia de fluorescencia después de la tincion para a-
SMA, colageno o periostina. (B) Contenido de colageno del sobrenadante de cultivo celular determinado
mediante tincion con rojo de Siria. Secrecion de los marcadores de fibrosis (C) IL-6, (D) TIMP1 y (E) MMP2
medida mediante ELISA. (F) Activacién de fibroblastos murinos por estimulacion con IL-11 recombinante humana
o de raton. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, *** P < 0,0001 [Media = SD, Dunnett],

Figura 21. Graficas que muestran el efecto profibrético de la IL-11. (A) Pueden activarse fibroblastos de raton
procedentes de distintos tejidos de origen mediante IL-11 y muestran produccién aumentada de MEC. [Media +
SD, Dunnett], La inyeccién en ratones de IL-11 o Angll recombinante da como resultado (B) un aumento en el
peso de los 6rganos [Media + DTM] y (C) un aumento en el contenido de colageno (determinado mediante el
ensayo HPA). * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P < 0,0001 [Media + SD, Dunnett],

Figura 22. Gréficas e imagenes que muestran que la IL-11 es necesaria para los efectos profibroticos de TGFf1
en fibroblastos. (A) Generacion de miofibroblastos y produccion de MEC por fibroblastos auriculares primarios,
con o sin estimulacion con TGFB1 y en presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anticuerpos anti-IL-11 o
IgG de control de isotipo, medida mediante microscopia de fluorescencia después de la tincion para (A) a-SMA,
(B) EdU o (C) periostina. (D a F) La secrecion de los marcadores de fibrosis (D) IL-6, (E) TIMP1 y (F) MMP2 se
analizd mediante ELISA. La fluorescencia se normalizé al grupo de control sin estimulacion. [Media + SD,
Dunnett] * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 o *** P < 0,0001.

Figura 23. Graficas e imagenes que muestran el efecto de la neutralizacion de IL-11 en la produccién de
colageno desencadenada por TGFB1. Produccién de colageno por fibroblastos cardiacos con o sin estimulacion
con TGFB1 y en presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anticuerpos anti-IL-11 o IgG de control de
isotipo, determinada mediante (A) el ensayo Operetta o (B) tincion de rojo de Siria. [Media + SD, Dunnett] * P <
0,05, * P < 0,01, *** P < 0,001 o0 **** P < 0,0001.

Figura 24. Graficas que muestran la capacidad de diversos antagonistas de IL-11 e IL-11Ra para inhibir la
fibrosis. Se traté a fibroblastos auriculares humanos con anticuerpo neutralizante contra IL-11, anticuerpo
neutralizante contra IL-11Ra, molécula de receptor sefiuelo de IL-11 que se une a IL-11, ARNpi que regula
negativamente la expresion de IL-11 o ARNpi que regula negativamente la expresion de IL-11RA y se analizo el
efecto en la respuesta profibrética impulsada por TGFB1 en fibroblastos in vitro. [Media + SD, Dunnett] * P < 0,05,
*»* P <0,01, *** P <0,001 0 *** P <0,0001.

Figura 25. Diagramas de barras que muestran la respuesta de fibroblastos de ratones con supresion génica de
IL-11-RA al tratamiento profibrotico. Los fibroblastos procedentes de ratones IL-11RA TS (+/+), heterocigotos (+/-
) y homocigotos nulos (-/-) se incubaron durante 24 h con TGFB1, IL-11 o Angll (5 ng/ml). (A) Porcentaje de
miofibroblastos determinado mediante el analisis de contenido de aSMA, (B) Porcentaje de células en
proliferacién determinado mediante tincion para EdU, (C) Contenido de colageno y (D) Produccion de MEC
medida por la deteccion de periostina [Media + SD].

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2692773 T3

Figura 26. Gréficas que muestran el efecto de la neutralizacién de IL-11 en la fibrosis en respuesta a diversos
estimulos profibréticos. Los fibroblastos se cultivaron in vitro en presencia/ausencia de diversos factores
profibréticos diferentes y en presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anti-IL-11 o anticuerpo anti-pan-
TGFB (A) Produccion de colageno y (B) generacion de miofibroblastos determinada mediante analisis de la
expresion de aSMA. [Media + SD, Dunnett] * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 o **** P < 0,0001.

Figura 27. Diagramas de barras que muestran la expresion de marcadores de fibrosis en la auricula 'y el corazén
de animales TS e IL-11RA (-/-) después del tratamiento con Angll. (A) Contenido de colageno, medido mediante
ensayo de hidroxiprolina. (B) Expresion de colageno (Col1A2). (C) Expresion de aSMA (ACTA2). (D) Expresién
de fibronectina (Fnl).

Figura 28. Gréficas que muestran el efecto de la supresion génica de IL-11 RA en la fibrosis renal inducida por
folato medida por el contenido de colageno en tejido renal.

Figura 29. Esquema de los procedimientos experimentales para analizar la fibrosis en (A) pulmén, (B) piel y (C)
0jo para ratones IL-11 RA -/- en comparacion con ratones IL-11 RA +/+.

Figura 30. Gréficas de dispersién que muestran el multiplo de cambio en la expresion génica. (A) Mdltiplos de
cambo en la expresién génica en fibroblastos después de la estimulacién con TGF31, IL-11 o TGFB1 e IL-11. (B)
Multiplos de cambio en la expresion génica en fibroblastos obtenidos de ratones IL-11RA+/+ e IL-11 RA-/-
después de la estimulacion con TGFR1.

Figura 31. Fotografias que muestran el efecto de la supresion génica de IL-11RA en la curacion de heridas y la
fibrosis en el ojo después de una trabeculectomia (cirugia de filtracién). (A) Secciones de ojos de animales IL-
11RA+/+ (TS) e IL-11RA-/- (KO) 7 dias después de la cirugia de filtracion. (B) Maduracion de las fibras de
colageno evaluada mediante la técnica de picro-rojo de Siria/luz de polarizacién (Szendrdi et al. 1984, Acta
Morphol Hung 32, 47-55); se observé mas fibrosis en ratones TS que en ratones KO.

Figura 32 . Graficas que muestran el efecto de los receptores sefiuelo de IL-11 en la fibrosis en respuesta a la
estimulacion con TGFB1. Se cultivaron fibroblastos in vitro en presencia/ausencia de TGFB1 (5 ng/ml), en
presencia o ausencia de (A) D11R1 (enlazador de 50aa de receptor sefiuelo) o (B) D11R2 (enlazador de 33aa
de receptor sefiuelo), a diversas concentraciones diferentes. La generacion de miofibroblastos tras 24 horas (es
decir, el porcentaje de fibroblastos activados) se determiné mediante analisis de la expresion de aSMA.

Figura 33 . Tabla que muestra la regulacion de SNP de IL-11 VSTesiim €n trans.
Figura 34. Tabla que muestra la regulacion de SNP de IL-11 VSTestim - VSThoestim €N CiS.
Figura 35. Tabla que muestra la regulacién de SNP de IL-11 VSTestim - VSThoestim €N trans.

Figuras 36A, 36B, 36C y 36D. Diagramas que muestran la regulacion de la respuesta a IL-11 por SNP locales.
Se secuencio el ARN de fibroblastos no estimulados y estimulados (TGFB1, 5ng/ml, 24h) procedentes de 69
individuos genotipados. Las muestras se agruparon segun el genotipo y se compard el aumento en | expresion
de IL-11 (VSTestim-VSTnoestiim) €ntre grupos con 0, 1 o 2 alelos menores.

Figura 37. Diagramas que muestran la regulacién de la respuesta a IL-11 por SNP distantes. Se secuenci6 el
ARN de fibroblastos no estimulados y estimulados (TGFB1, 5ng/ml, 24h) procedentes de 69 individuos
genotipados. Las muestras se agruparon segun el genotipo y se compard el aumento en | expresion de IL11
(VSTestim-VSThoestim) €ntre grupos con 0 o 1 alelos menores.

Figuras 38A, 38B, 38C y 38D. Graficas que muestran que la IL-11 es necesaria para los efectos profibréticos de
TGFB1 en fibroblastos hepaticos. Activacion y proliferacion de fibroblastos hepéaticos humanos primarios, con o
sin estimulacion con TGFB1 y en presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anticuerpos anti-IL-11 o 1gG de
control de isotipo, medida mediante analisis de la proporcion de (A) células positivas a a-SMA, (B) Células
positivas a EdU, (C) Células positivas para colageno y (D) Células positivas para periostina en comparacion con
las células no estimuladas (basal). [Media + SD, Dunnett] * P < 0,05, ** P < 0,01, ** P < 0,001 o **** P < 0,0001.

Figura 39. Diagrama de barras que demuestra que la IL-11 es necesaria para los efectos profibréticos de TGFB1
en fibroblastos cutaneos. Activacion de fibroblastos cutaneos de ratén, con o sin estimulacion con TGFB1 y en
presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anticuerpos anti-IL-11, medida por el analisis del porcentaje de
células positivas a a-SMA (fibroblastos activados).

Figura 40. Diagrama de barras que muestra la migracién celular de fibroblastos pulmonares con y sin

sefializacion de IL-11. La migracion de fibroblastos pulmonares de animales IL-11RA+/+ (TS) e IL-11RA-/- (KO)
se analizé en un ensayo de raspado in vitro sin estimulo o en presencia de TGF@1 o IL-11.
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Ejemplos

Ejemplo 1

La respuesta fibrotica se caracteriza por cambios moleculares diseminados en los fibroblastos residentes activados.
Para determinar el papel de la IL-11 como marcador clave de esta transicion, los presentes inventores evaluaron y
clasificaron las diferencias de expresién de ARN globales en fibroblastos auriculares procedentes de 80 individuos
antes y 24 horas después de la activacion con factor de crecimiento transformante beta-1 (TGFB1). Los presentes
inventores cultivaron fibroblastos primarios procedentes de la auricula de 80 individuos que se sometieron a cirugia
cardiaca para arteriopatia coronaria. Los fibroblastos se estudiaron ex vivo al comienzo del estudio y después de la
estimulacion con TGFB1 (un potente estimulo profibrético) usando elaboracion de perfiles de expresién en todo el
genoma (RNA-Seq) combinada con ensayos fenotipicos y genotipados.

La expresion de IL-11 estaba significativamente inducida en respuesta al tratamiento con TGF1 con niveles de ARN
gue aumentaron hasta 30x (> 8x de media). La expresion de IL-11 era mayor que la expresion de todos los demas
genes individuales (figuras 1 a,b), lo que significa que de los ~11.500 genes expresados en los fibroblastos, IL-11 es
el que se encuentra regulado positivamente de manera mas notable. Esta regulacion positiva de IL-11 se confirmd
con experimentos de RT-gPCR asi como de ELISA (figuras 1c,d), que indican que el aumento de la produccion y
liberacion de proteina IL-11 en fibroblastos activados es uno de los principales impulsores de la fibrosis.

Para evaluar si IL-11 actla como factor de sefializacién autocrino que impulsa la fibrosis, los presentes inventores
incubaron fibroblastos auriculares no estimulaos con IL-11 recombinante y monitorizaron la proliferacion celular, la
generacion de miofibroblastos, asi como la expresion de colageno y periostina a nivel de proteina. Los presentes
inventores observaron un aumento en la produccion de colageno, la proliferacion celular y la expresién de periostina
a niveles similares a los inducidos por la via de sefializacién de TGFB1. Los fibroblastos activados por IL-11 también
se diferenciaron en miofibroblastos a-SMA+ (figura 2).

Ademas de su funcion profibrética, también se observé que IL-11 desempefia un papel critico en la respuesta
fibrética en si inducida por TGFB1. La inhibicion de IL-11 con un anticuerpo monoclonal neutralizante anti-IL-11
humana (IgG2a monoclonal de ratdn; clon n.° 22626; n.° de catdlogo MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) redujo la
activacion de fibroblastos mediante TGFB1. Las células incubadas con TGFB1 no generaron mas proteinas de la
matriz extracelular cuando estaba presente el anticuerpo anti-IL-11 (figura 3).

Los presentes inventores demostraron que los anticuerpos neutralizantes de IL-11 impiden la activacion de
fibroblastos inducida por TGFR1.

Ejemplo 2

La inflamacion y el dafio tisular estimulan un proceso dinamico que implica el reclutamiento, la proliferacion y la
activacion de fibroblastos para generar matriz extracelular e iniciar la curacién de heridas y la cicatrizacion. Esta
respuesta fibrética se caracteriza por cambios moleculares diseminados en los fibroblastos residentes activados que
pueden inducirse mediante TGFB1, una citocina multifuncional que se libera por células locales e infiltrativas.

Para identificar marcadores clave de esta transicion, los presentes inventores evaluaron y clasificaron diferencias de
expresion de ARN globales mediante secuenciacion de transcriptoma en fibroblastos auriculares procedentes de 80
individuos antes y 24 horas después del tratamiento con TGFB1. Como se analiza en el ejemplo 1, la expresion de
IL-11 estaba significativamente regulada positivamente en los fibroblastos activados y los presentes inventores
demostraron por primera vez que la respuesta transcripcional de IL-11 es mayor que la respuesta transcripcional de
todos los demas genes individuales regulados en la fibrosis (figura 4a). La comparacion del nivel de expresion de IL-
11 en el presente sistema modelo para diversos tejidos humanos indicé que los elevados niveles de IL-11 también
eran muy especificos para la respuesta fibrotica (figura 4b), haciendo que sea un marcador ideal para evaluar el
alcance de la fibrosis en el cuerpo humano.

Para evaluar ademas si IL-11 actla como factor de sefializacion autocrino que impulsa la fibrosis, los presentes
inventores confirmaron que una regulacion positiva del ARN de IL-11 (figura 5a) da lugar a un aumento en la
secrecion de IL-11 (figura 5b) por fibroblastos auriculares. La incubacion de fibroblastos con IL-11 no ament6 la
expresion de ARN de IL-11 (figura 5c¢) pero ocasioné un aumento en la secrecion de IL-11 por las células (figura 5d).
Esto demuestra que IL-11 tiene un efecto autocrino en los fibroblastos que regula la produccion de proteina IL-11 a
nivel traduccional.

Después, los presentes inventores incubaron fibroblastos auriculares con TGFR1, IL-11 recombinante o TGFB1 y un
anticuerpo monoclonal neutralizante anti-IL-11 humana (IgGza monoclonal de raton; clon n.° 22626; n.° de catalogo
MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) y controlaron la proliferacion, la generacion de miofibroblastos, asi como la
expresion de periostina a nivel de proteina. Los presentes inventores observaron un aumento en los fibroblastos
activados (células positivas a aSMA), la produccién de periostina y la proliferacion celular a un nivel similar para
fibroblastos estimulados tanto con TGFB1 como con IL-11. Ademas de su funcién profibrética, también se observo
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que IL-11 desempefia un papel critico en la fibrosis en si por TGFB1. El efecto profibrético de TGFB1 se inhibié
cuando se neutralizo la IL-11 con el anticuerpo (figuras 6a-c). Se observé el mismo patron cuando los presentes
inventores monitorizaron la secrecion de los marcadores de fibrosis, tales como IL6, MMP2 y TIMP1 (figuras 6d-f).

Después, los presentes inventores monitorizaron la deposicién de colageno, el distintivo patogenémico de la
respuesta fibrética, usando una serie de ensayos a lo largo de varios niveles de regulacién de la expresion génica.
Se observo que TGFB1 aumenta el colageno intracelular (figura 7a), el colageno secretado (figura 7b), asi como los
niveles de ARN de colageno (figura 7c), tal como se esperaba. Solo se observo respuesta a la IL-11 a nivel de
proteina (figura 7a,b) y no a nivel de ARN (figura 7c). La estimulacién con TGFB1 en paralelo a la inhibicion de IL-11
dio lugar a un aumento en el ARN de colageno, pero este efecto impulsado por TGFB1 no se tradujo a nivel de
proteina.

Para determinar adicionalmente el papel central de la IL-11 en la fibrosis aguas debajo de los multiples estimulos
profibroéticos, los presentes inventores evaluaron la expresion de IL-11 entre poblaciones de fibroblastos procedentes
de diferentes tejidos en respuesta a TGFB1 (figura 8a), ET-1, (figura 8b) y PDGF (figura 8c). Los presentes
inventores también administraron IL-11 recombinante de manera sistémica a ratones C57BL/6 y monitorizaron la
expresion de colageno y aSMA. La produccion de colageno se aumento en el rifidén, el corazén y el higado (figura
8d) y también se detectaron fibroblastos mas activados en el corazén y el rifion, lo que se indica por mayores niveles
de proteina aSMA (figura 8e).

Los presentes hallazgos demuestran un papel novedoso y central para la IL-11 en la fibrosis y, de manera mas
importante, demuestran que la IL-11 se encuentra aguas debajo de los estimulos profibréticos clave ente diversos
tejidos. Estos resultados demuestran que la IL-11 es necesaria para que TGFB1l pase de la regulacion
transcripcional a la traduccién en proteinas. La inhibicién de IL-11 detiene el efecto profibrético de TGFB1 en el
transcriptoma (figura 9).

Ejemplo 3: Anticuerpos anti-IL-11 para inhibir estim ulos profibréticos

En experimentos similares a los descritos respecto de la figura 3c, se expuso a fibroblastos auriculares a otros
estimulos profibréticos en forma de angiotensina Il (ANG 2), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
endotelina 1 (ET-1) y se midi6 la produccion de colageno.

Ademas de la induccién de la expresion de ARNm de IL-11, cada uno de ANG2, PDGF y ET-1 indujo la expresién de
proteina IL-11. La inhibicion de IL-11 con un anticuerpo monoclonal neutralizante anti-IL-11 humana (IgGaza
monoclonal de ratén; clon n.° 22626; n.° de catalogo MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) bloqued el efecto
profibrético de cada uno de estos estimulos profibréticos (figura 10), lo que indica que la IL-11 es el efector central
de los principales estimulos profibroticos (TGFB1, ANG2, PDGF y ET-1).

Ejemplo 4: Silenciamiento génico de IL-11 R

Se transfectd a células HEK (24h) con ARNpi no diana (NT) o uno de los cuatro ARNpi diferentes contra el receptor
IL11RAL (ARNpi 5-8; figura 14; SEQ ID NO: 15 a 18). El ARN se extrajo y se ensay0 respecto de la expresion de
ARNmM de IL11RA1 mediante gPCR. Los datos se muestran en la figura 15 como niveles de expresion de ARNm en
relacién con el control (NT).

Ejemplo 5: Papel de IL-11 en la fibrosis

5.1 IL-11 se encuentra desregulada en la fibrosis

Para comprender los procesos moleculares subyacentes a la transicion de fibroblastos a miofibroblastos activados,
se obtuvo tejido auricular de mas de 200 pacientes que se habian sometido a una cirugia de derivacién cardiaca en
el National Heart Centre Singapore. Las células se cultivaron in vitro hasta un pase bajo (pase <4) y 0 no se
estimularon o se estimularon con TGFB1 durante 24h. Posteriormente, los presentes inventores llevaron a cabo un
andlisis de secuenciacion de ARN de alto rendimiento (RNA-Seq) de los fibroblastos no estimulados y las células
estimuladas con el estimulo profibrético prototipico, TGFB1 en 160 individuos; la profundidad media de lectura fue de
~70M lecturas por muestra (100pb de extremo emparejado; figura 16).

Para asegurar la pureza de los cultivos celulares de fibroblastos auriculares, los presentes inventores analizaron la
expresion de genes marcadores de tipo celular de células endoteliales, cardiomiocitos y fibroblastos procedentes de
la auricula (Hsu et al., 2012 Circulation Cardiovasc Genetics 5, 327-335) en el conjunto de datos de RNA-seq.

Los resultados se muestran en las figuras 17A a 17E y confirman la pureza de los cultivos de fibroblastos
auriculares.

La expresién génica se evalué mediante RNA-seq del tejido de origen (muestras de tejidos auriculares humanos,
n=8) y cultivos de fibroblastos primarios no estimulados. Se detecté una expresion nula/muy baja del marcador de
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células endoteliales PECAML (figura 17A) y de los marcadores de cardiomiocitos MYH6 (figura 17B) y TNNT2 (figura
17C) en las muestras de cultivo celular de fibroblastos.

Los marcadores para fibroblastos COL1A2 (figura 17D) y ACTA2 (figura 17E) estaban altamente expresados en
comparacion con el tejido de origen.

A continuacién, se analizaron los datos de RNA-Seq para identificar genes cuya expresion estaba aumentada o
reducida tras la estimulacion con TGFB1 y esta informacion se integrd con el gran conjunto de datos de RNA-Seq
entre los mas de 35 tejidos humanos proporcionados por el proyecto GTEx (The GTEx Consortium, 2015 Science
348, 648-660). Esto permitié identificar las firmas de expresidon génica que eran especificas para la transicion
fibroblasto-miofibroblasto.

Los resultados se muestran en las figuras 18A a 18E. Entre los mas de 10000 genes expresados en los fibroblastos,
IL-11 era el gen mas fuertemente regulado positivamente en respuesta a la estimulacion con TGFB1 y de media,
entre todos los 160 individuos, estaba regulado positivamente mas de 10 veces (figura 18A).

La regulacién positiva de la expresién de IL-11 se confirmé mediante andlisis ELISA del sobrenadante de cultivo
celular de fibroblastos estimulados con TGFB1 (figura 18C). En comparacion con el nivel de expresion de IL-11 en
otros tejidos de individuos sanos, se observd que esta respuesta era altamente especifica para los fibroblastos
activados (figura 18D). También se confirmaron diversos multiplos de cambio de la expresion de ARN de IL-11
mediante andlisis por qPCR (figura 18E).

A continuacién, se cultivaron fibroblastos in vitro y se estimularon con varios factores profibréticos conocidos
diferentes: ET-1, ANGII, PDGF, OSM e IL-13 y también con IL-11 humana recombinante. Para analizar la regulacion
positiva de IL-11 producida en respuesta a la estimulacion con IL-11, se confirmd que el ELISA solo era capaz de
detectar IL-11 nativa secretada por células y no detecta la IL-11 recombinante usada para las estimulaciones (figura
19B).

Los resultados se muestran en la figura 19A. Se observé que cada factor inducia de manera significativa la secrecion
de IL-11 por parte de fibroblastos. Se demostré que la IL-11 actda en un bucle autocrino en los fibroblastos, que
puede dar como resultado una regulacién positiva de la proteina IL-11 de hasta 100 veces tras 72 horas (figura 19D).

Curiosamente, este bucle autocrino para IL-11 es similar a la produccion autocrina de IL-6. La IL-6 es de la misma
familia de citocinas y también sefializa a través del receptor gp130 (Garbers y Scheller, 2013 Biol Chem 394, 1145-
1161), que se ha propuesto que asegura la supervivencia continuada y el crecimiento de células de cancer de
pulmén y mama (Grivennikov y Karin, 2008 Cancer Cell 13, 7-9).

No se detectaron aumentos en el nivel de ARN de IL-11 en respuesta a la estimulacion con IL-11 (figura 19D). A
diferencia de TGFB1, que aumenta la expresion de IL-11 a nivel tanto de ARN como de proteina, parece ser que, por
lo tanto, IL-11 regula positivamente la expresion de IL-11 Gnicamente a nivel postranscripcional.

5.2 IL-11 tiene un papel profibrético en la fibrosis del tejido cardiaco

Para explorar si la produccion autocrina de IL-11 es pro o antifibrética, se cultivaron fibroblastos in vitro con IL-11
recombinante y se analiz6 la fraccion de miofibroblastos (células positivas a aSMA) y la produccion de matriz
extracelular.

La expresion de aSMA, colageno y periostina se monitorizd con el sistema para obtencién de imagenes de alto
contenido Operetta de un modo automatizado, de alto rendimiento. En paralelo, se analizé la secrecion de proteinas
marcadoras de fibrosis, tales como MMP2, TIMP1 e IL-6 mediante ensayos ELISA y se confirmaron los niveles de
colageno mediante andlisis colorimétrico de rojo de Siria del sobrenadante de cultivo celular.

Brevemente, se incubaron fibroblastos auriculares de 3 individuos en 2 pocillos cada uno durante 24 h sin
estimulacion, con TGFB1 (5 ng/ml) o con IL-11 (5 ng/ml). Después de la incubacion, se tifieron las células para
analizar el contenido de a-SMA para estimar la fraccion de miofibroblastos y para colageno y periostina para estimar
la produccién de MEC. La fluorescencia se midié en 7 campos por pocillo. También se evalu6 el contenido de
colageno mediante tincidon con rojo de Siria de 2 pocillos por individuo. La sefial se normaliz6 al grupo de control sin
estimulacion. La secrecion de los marcadores de fibrosis IL-6, TIMP1 y MMP2 se analizé mediante ELISA.

Los resultados se muestran en las figuras 20A a 20F. TGFB1 activé a los fibroblastos y aumenté la produccion de
MEC (figura 20A). De manera inesperada y a diferencia del papel antifibrético descrito para IL-11 en el tejido
cardiaco en la bibliografia cientifica, la IL-11 recombinante provoc6 un aumento en la fraccién de miofibroblastos en
los cultivos de fibroblastos y también promovi6 la produccién de las proteinas de la matriz extracelular, colageno y
periostina, en la misma medida que TGFB1 (figura 20A). Las citocinas tanto IL-11 como TGFf1 también aumentaron
significativamente la secrecion de los marcadores profibréticos, IL-6, TIMP1 y MMP?2 (figuras 20B a 20E) y a un nivel
similar.
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Los inventores consideran que la contradiccion entre el presente hallazgo de que IL-11 es profibrética en el tejido
cardiaco y el papel antifibrético descrito en la bibliografia podria estar relacionado con el uso de IL-11 humana en
roedores en estos estudios anteriores (Obana et al., 2010, 2012; Stangou et al., 2011; Trepicchio y Dorner, 1998).

Para investigar esta hipotesis, se llevaron a cabo diluciones seriadas de IL-11 humana y de ratén y se monitorizé la
activacion de fibroblastos auriculares humanos (figura 20F). No se observé activacion de fibroblastos a bajas
concentraciones de IL-11 humana en células de ratédn, lo que sugiere que los hallazgos previos acerca de la funcion
de IL-11 pueden deberse, en parte, a observaciones no especificas para IL-11.

5.3 IL-11 tiene un papel profibrético en la fibrosis de una serie de tejidos

Para comprobar si la accion profibrética de IL-11 era especifica para fibroblastos auriculares, se cultivaron in vitro
fibroblastos humanos procedentes de varios tejidos diferentes (corazén, pulmon, piel, rifién e higado), estimulados
con IL-11 humana y se analiz6 la activacion de fibroblastos y la produccion de MEC como se ha descrito
anteriormente. Se observo una mayor activacion de fibroblastos y produccion de MEC, en comparacion con los
cultivos no estimulados en fibroblastos procedentes de cada uno de los tejidos analizados.

5.3.1 Fibrosis hepéatica

Para comprobar si la sefializaciéon de IL-11 es importante en la fibrosis hepatica, se cultivaron fibroblastos hepaticos
primarios humanos (Cell Biologics, n.° de cat. H-6019) hasta un pase bajo en los pocillos de placas de 96 pocillos y o
bien no se estimularon, o se estimularon con TGFB1 (5ng/ml, 24h), IL-11 (5 ng/ml, 24h) o se incubaron tanto con
TGFB1 (5 ng/ml) como con anticuerpo neutralizante anti-1IL-11 (2 pg/ml) o TGFB1 (5 ng/ml) y un anticuerpo de control
de isotipo. La activacion de fibroblastos (células positivas a aSMA), la proliferacion celular (células positivas a EdU) y
la produccién de MEC (periostina y colageno) se analizaron usando la plataforma Operetta.

Los resultados de los experimentos con fibroblastos hepaticos primarios humanos se muestran en las figuras 38A a
38D. Se observd que IL-11 activaba los fibroblastos hepaticos y se observéd que la sefalizacion de IL-11 era
necesaria para la accién profibrética de TGFB1 en fibroblastos hepaticos. Tanto la activacion como la proliferacion
de fibroblastos se inhibié mediante el anticuerpo neutralizante anti-IL-11.

5.3.2 Fibrosis cutanea

Para comprobar si la sefializacion de IL-11 es importante en la fibrosis cutanea, se cultivaron fibroblastos cutaneos
primarios de raton hasta un pase bajo en los pocillos de placas de 96 pocillos y o bien no se estimularon, o se
estimularon con TGFB1 (5ng/ml, 24h) o se incubaron durante 24 h tanto con TGFB1 (5 ng/ml) como con anticuerpo
neutralizante anti-IL-11 (2 pg/ml). Después, se analizé usando la plataforma Operetta la activacion de fibroblastos
(células positivas a aSMA).

En la figura 39 se muestran los resultados. La activacion de fibroblastos cutaneos mediada por TGFB1 se inhibio
mediante el anticuerpo neutralizante anti-1L-11.

5.3.3 Fibrosis en multiples érganos

A continuacion, se inyectd IL-11 recombinante de ratéon (100 pg/kg, 3 dias/semana, 28 dias) en ratones para
comprobar si la IL-11 puede impulsar la fibrosis tisular global in vivo.

En la figura 21 se muestran los resultados. En comparacion con la inyeccion de Angll (una citocina que provoca una
elevacion en la presion sanguinea e hipertrofia cardiaca), IL-11 también aumenté el peso del corazén, pero también
el peso del rifion, el pulmén y el higado, indexado al peso corporal (figura 21B). La evaluacion del contenido de
colageno en estos tejidos mediante ensayo de hidroxiprolina revelé una regulacion positiva de la produccién de
colageno en estos tejidos, lo que indica que la fibrosis es la causa probable para el aumento en el peso del érgano
(figura 6C). La expresion de los genes marcadores de fibrosis ACTA2 (= aSMA), Collal, Col3al, Fnl, Mmp2 y
Timpl también se detectdé mediante andlisis gPCR del ARN aislado de tejidos del corazon, el rifion, el pulmén y el
higado de estos animales.

Ejemplo 6: Potencial terapéutico del antagonismo de | L-11/IL-11R

6.1 Inhibicién de la respuesta fibrética usando antagonistas neutralizantes de IL-11/IL-11R

A continuacion, se investigo si el bucle autocrino de secrecion de IL-11 era necesario para el efecto profibrético de
TGFB1 en fibroblastos.

Se inhibié IL-11 usando un anticuerpo neutralizante disponible comercialmente (IgG2a monoclonal de raton; clon n.°

22626; n.° de catalogo MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.). Los fibroblastos se trataron con TGFB1 en presencia
0 ausencia del anticuerpo y se midieron la activacion de fibroblastos, la proporcion de células en proliferacion y la
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produccién de MEC y marcadores de la respuesta fibrética.

Brevemente, se incubaron fibroblastos auriculares procedentes de 3 individuos durante 24 h con TGFB1 (5 ng/ml) o
TGFB1 en presencia de anticuerpo neutralizante anti-IL-11 o de anticuerpo de control de isotipo. Después de la
incubacién, se tifieron las células para aSMA para determinar la fraccion de miofibroblastos, se determiné la
proporcion de células en proliferacién analizando las células para la incorporacion de EdU y se midié la periostina
para determinar la produccion de MEC. La fluorescencia se midié con la plataforma Operetta para 14 campos a lo
largo de 2 pocillos para cada individuo. La secrecion de los marcadores de fibrosis IL-6, TIMP1 y MMP2 también se
analizé mediante ELISA. La fluorescencia se normalizé al grupo de control sin estimulacion.

Los resultados se muestran en las figuras 22A a 22F. Se observé que la inhibiciéon de IL-11 mejoraba la fibrosis
inducida por TGFB1 y se demostr6 que la IL-11 es esencial para el efecto profibrético de TGFB1. Se observo que la
inhibicion de IL-11 "rescataba" el fenotipo de TGFB1 a nivel de proteina.

También se analizé la produccion de colageno. Se incubaron fibroblastos cardiacos procedentes de 3 individuos
durante 24 h con TGFB1 (5 ng/ml) o TGFB1 y un anticuerpo neutralizante de IL-11. Después de la incubacion, se
tiferon las células para colageno usando el ensayo Operetta y se cuantificé la fluorescencia como se ha descrito
anteriormente. Los niveles de colageno secretados en el sobrenadante de cultivo celular se evaluaron mediante
tincién de rojo de Siria.

Los resultados se muestran en las figuras 23A y 23B y confirman el efecto antifibrético de la inhibicion de IL-11
usando un anticuerpo neutralizante.

A continuacion, se analizé la capacidad de varios otros antagonistas de IL-11/IL-11R para inhibir la fibrosis in vitro
usando el ensayo de transicion de fibroblasto auricular a miofibroblasto inducida por TGFB1 descrito anteriormente
en el presente documento.

Brevemente, se cultivaron células de fibroblastos auriculares humanos in vitro, se estimularon durante 24 h con
TGFB1 (5 ng/ml) o se dejaron sin estimular, en presencia/ausencia de: (i) anticuerpo neutralizante anti-IL-11, (i) una
proteina de fusion IL-11 RA-gp130 (iii) anticuerpo neutralizante anti-IL-11RA, (iv) tratamiento con ARNpi dirigido
contra IL-11 o (v) tratamiento con ARNpi dirigido contra IL-11RA. Se analiz6 la proporcién de fibroblastos activados
(miofibroblastos) evaluando el contenido de aSMA como se ha descrito anteriormente.

En la figura 24 se muestran los resultados. Se observéd que la sefializacion de cada uno de los antagonistas de IL-
11/IL-11R era capaz de suprimir la respuesta profibrética mediada por TGFB1.

Ejemplo 7: Confirmacién _in vivo del papel profibrético para la sefializaciéon de IL- 11/IL-11R

7.1 Estudios in vitro usando células procedentes de ratones con supresion génica del gen de IL-11RA

Todos los ratones fueron criados y alojado en la misma sala y se les proporcion6 comida y agua a voluntad. Los
ratones que carecian de alelos funcionales para IL-11Ra (ratones IL-11RA1 KO) tenian un acervo genético de
C57BI/6. Los ratones tenian 9-11 semanas de edad y el peso de los ratones no difiri6 de manera significativa.

Para confirmar adicionalmente el efecto antifibrético de la inhibicion de la sefalizacion de IL-11/1L-11R, se
generaron fibroblastos primarios de los ratones con supresion génica del gen IL-11 RA y se incubaron con células de
fibroblastos primarios recogidas de animales IL-11RA+/+ (es decir, de tipo silvestre), IL-11RA+/- (es decir, supresion
génica heterocigotica) e IL-11 RA-/-(es decir, supresion génica homocigotica) con TGFB1, IL-11 o Angll. Se analizé
la activacion y proliferacion de fibroblastos y la produccién de MEC.

Los fibroblastos procedentes de ratones IL-11RA+/+, IL-11RA+/- e IL-11 RA-/- se incubaron durante 24 horas con
TGFR1, IL-11 o Angll (5 ng/ml). Después de la incubacion, se tifieron las células para el contenido de aSMA para
estimar la fraccion de miofibroblastos, para EdU para identificar la fraccion de células en proliferacion y para
colageno y periostina para estimar la produccion de MEC. La fluorescencia se midié usando la plataforma Operetta.

Los resultados se muestran en las figuras 25A a 25D. Se observé que los ratones IL-11 RA-/- no respondian a los
estimulos profibroéticos. Estos resultados sugieren que la sefializacion de IL-11 también es necesaria para la fibrosis
inducida por Angll.

A continuacién, se investigé si esto también era cierto para otras citocinas profibréticas. Brevemente, se cultivaron
fibroblastos in vitro en presencia/ausencia de varios factores profibréticos diferentes (ANG2, ET-1 o PDGF) y en
presencia/ausencia de anticuerpo neutralizante anti-IL-11 o anticuerpo anti-pan-TGFB. Después de 24 horas, se
determiné la produccion de colageno por las células mediante andlisis usando el sistema Operetta como se ha
descrito anteriormente y se determind la generacion de miofibroblastos mediante andlisis de la expresion de aSMA
como se ha descrito anteriormente.
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Los resultados se muestran en las figuras 26A y 26B. Se observd que IL-11 era necesaria para la fibrosis aguas
debajo de diversos estimulos profibréticos y por lo tanto, se identific6 como un mediador central de la fibrosis
inducida por una serie de factores profibroticos diferentes.

En un experimento adicional, se investigd el papel de la sefializaciéon de IL-11 en la fibrosis pulmonar, usando un
ensayo de raspado in vitro de migracion de fibroblastos pulmonares. En respuesta a estimulos profibroticos, los
fibroblastos se activan y migran dentro del nicho fibrético en el organismo. La velocidad de migracion de las células
es una medida de las interacciones entre células y entre células y la matriz y un modelo para curacién de heridas in
vivo (Liang et al., 2007; Nat Protoc. 2(2):329-33).

Se cultivaron fibroblastos procedentes de tejido pulmonar de ratones tanto de tipo silvestre (TS) como homocigéticos
para la supresion génica IL-11RA (-/-) hasta un pase bajo sobre una superficie de plastico, hasta que formaron una
monocapa de células uniforme. Después, se cred un raspado en la capa celular y se monitorizo la migracion celular
proxima al raspado, ya sea en ausencia de estimulacion o en presencia de TGFB1 o IL-11. Las imagenes capturadas
en los dos instantes de tiempo de inmediatamente después de crear la raspadura y a las 24 h para determinar el
area cubierta por células y se comparo la velocidad de migracion entre fibroblastos TS y KO. La migracién celular
(area en la raspadura cubierta por células tras 24h) se normalizé a la velocidad de migraciéon de células TS sin
estimulo.

En la figura 40 se muestran los resultados. Se observé que los fibroblastos procedentes de ratones TS migraban
mas rapido en presencia de TGFB1 e IL-11, lo que indica un efecto profibrético de ambas citocinas en los
fibroblastos de pulmén. Las células que carecian de sefializacion de IL-11 procedentes de ratones KO migraron mas
lentamente en comparacién con las células TS. Tampoco migraron mas rapido en presencia de TGFB1. El ensayo
de raspado revel6 que los fibroblastos de pulmén que carecian de sefializacion de IL-11 tenian una velocidad de
migracion celular reducida tanto en presencia de TGFB1 o de IL-11 y al comienzo del estudio. Por lo tanto, la
inhibicion de la sefializacion de IL-11 es antifibrética en el pulmén.

7.2 Fibrosis cardiaca

Se investigo la eficacia de la inhibicién de IL-11 para tratar trastornos fibréticos in vivo. Se usé un modelo de raton
para fibrosis cardiaca en el que la fibrosis se induce por tratamiento con Angll para investigar si los ratones IL-11 RA
-/- estaban protegidos contra la fibrosis cardiaca.

Brevemente, se implantd una bomba y se traté a ratones de tipo silvestre (TS) IL-11RA(+/+) y con supresion génica
(KO) de IL-11 RA(-/-) con Angll (2mg/kg/dia) durante 28 dias. Al final del experimento, se evalué el contenido de
colageno en las auriculas de los ratones usando un kit de ensayo colorimétrico a base de hidroxiprolina y se analizé
mediante qPCR el nivel de expresién de ARN de los marcadores de fibrosis Col1A2, aSMA (ACTA2) y fibronectina
(Fnl).

Los resultados se muestran en las figuras 27A a 27D. Se observé que los ratones IL-11RA-/- estaban protegidos
frente a los efectos profibréticos de Angll.

7.3 Fibrosis renal

Se establecié un modelo de ratén para fibrosis renal en ratones de tipo silvestre (TS) IL-11RA(+/+) y con supresion
génica (KO) de IL-11 RA(-/-) mediante inyeccion intraperitoneal de &cido félico (180mg/kg) en vehiculo (NaHCO3
0,3M); a los ratones de control solo se les administr6 vehiculo. Se extrajeron los rifiones 28 dias después de la
inyeccion, se pesaron y o bien se fijaron en formalina neutra tamponada al 10 % para tinciéon con tricromo de Masson
y rojo de Siria 0 se congelaron inmediatamente para el ensayo de colageno, ARN y estudios de proteinas.

El ARN total se extrajo del rifidn congelado instantdneamente usando reactivo Trizol (Invitrogen) y el método
TissueLyzer de Qiagen, seguido de purificacién en columna RNeasy (Qiagen). EI ADNc se prepard usando el kit
para sintesis de ADNc iScriptTM, en el que cada reaccion contenia 1 pg de ARN total, siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis de la expresion génica por RT-PCR cuantitativa se llevé a cabo en muestras triplicadas con
la tecnologia TagMan (Applied Biosystems) o Fast SYBR Green (Qiagen) usando StepOnePlusTM (Applied
Biosystems) durante 40 ciclos. Los datos de expresion se normalizaron al nivel de expresiéon de ARNm de GAPDH y
los presentes inventores usaron el método de 2-AACt para calcular el maltiplo de cambio. Se sometié a los rifiones
congelados de manera instantanea a hidrélisis acida por calentamiento en HCl 6M a una concentracion de 50 mg/ml
(95 °C, 20 horas). Se cuantificd la cantidad de colageno total en el hidrolizado basandose en la deteccién
colorimétrica de la hidroxiprolina usando el kit de ensayo para colageno total Quickzyme (Quickzyme Biosciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los resultados del andlisis se muestran en la figura 28. Se demostré que la fibrosis renal inducida por folato es
dependiente de la sefializacion mediada por IL-11. Se observé un aumento significativo en el contenido de colageno
en tejido renal en ratones IL-11RA+/+, indicativo de fibrosis renal. No se observé un aumento significativo en el
contenido de colageno en tejido renal en ratones IL-11RA-/-. Los animales deficientes para la sefializacién de IL-11
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tenian una deposicion de colageno significativamente menor en los rifiones tras una lesion téxica, en comparacion
con los animales de tipo silvestre.

7.4 Fibrosis pulmonar

La IL-11 se confirma como un mediador clave de la fibrosis en el pulmén, la piel y el ojo en modelos in vivo
adicionales usando los ratones con supresion génica de IL-11 RA -/-. Se muestran esquemas de los experimentos
en las figuras 29A a 29C.

Para analizar la fibrosis pulmonar, se traté a ratones IL-11RA-/- y a ratones IL-11RA +/+ con administracion
intratraqueal de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética en el pulmén (fibrosis pulmonar). La
fibrosis del pulmén se desarrollé a los 21 dias, punto en el que se sacrifico a los animales y se analizaron las
diferencias en los marcadores de fibrosis entre animales con y sin sefializacion de IL-11. Los ratones IL-11RA -/-
tienen una respuesta fibrética reducida en el tejido pulmonar en comparacién con los ratones IL-11RA +/+, segln se
evidencia por la expresion reducida de marcadores de fibrosis.

7.5 Fibrosis cutanea

Para analizar la fibrosis de la piel, se trat6 a ratones IL-11 RA -/- y a ratones IL-11RA +/+ con administracion
subcutanea de bleomicina en el dia 0O para establecer una respuesta fibrotica en la piel. La fibrosis de la piel se
desarrollé a los 28 dias, punto en el que se sacrifico a los animales y se analizaron las diferencias en los marcadores
de fibrosis entre animales con y sin sefializacion de IL-11. Los ratones IL-11 RA -/- tienen una respuesta fibrética
reducida en el tejido cutdneo en comparacion con los ratones IL-11 RA +/+, segln se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

7.6 Fibrosis ocular

Para analizar la fibrosis en el 0jo, se sometid a una trabeculectomia a ratones IL-11RA -/- y a ratones IL-11RA +/+ en
el dia 0 para iniciar una respuesta de curacion de heridas en el ojo. La fibrosis del ojo se desarroll6 en 7 dias. Se
midio la respuesta fibrotica y se comparé entre los ratones IL-11 RA -/- y los ratones IL-11RA +/+. Los ratones IL-
11RA-/- tienen una respuesta fibrética reducida en el tejido ocular en comparacion con los ratones IL-11 RA +/+,
segun se evidencia por la expresion reducida de marcadores de fibrosis.

7.7 Otros tejidos

También se analiz6 el efecto de la supresion génica de IL-11RA en modelos de ratén de fibrosis para otros tejidos,
tales como el higado, el intestino y también se analizé en un modelo relevante para fibrosis multiorganica (es decir,
sistémica). Se midi6 la respuesta fibrética y se comparé entre los ratones IL-11 RA -/- y los ratones IL-11RA +/+. Los
ratones IL-11RA-/- tienen una respuesta fibrética reducida en comparacion con los ratones IL-11 RA +/+, segun se
evidencia por la expresién reducida de marcadores de fibrosis.

Ejemplo 8: Andlisis de los mecanismos moleculares su byacentes a la induccién de la fibrosis mediada por
1L-11

Se cree que el modo de accion canénico de la IL-11 es la regulacion de la expresién de ARN por medio de la
transcripcion mediada por STAT3 (Zhu et al., 2015 PLoS ONE 10, e0126296), y también a través de la activacion de
ERK.

Se observa activaciéon de STAT3 tras la estimulacién con IL-11. Sin embargo, cuando se incuban fibroblastos con
TGFR1, solo se observa la activacion de la via candnica de SMAD vy las vias de ERK y no se observa activacion de
STATS3, incluso a pesar del hecho de que IL-11 se secreta en respuesta a TGFB1. Unicamente la activacion de ERK
es comun para la transduccion de sefiales tanto de TGFB1 como de IL-11.

Se ha descrito previamente la comunicacion cruzada de la sefializacion de TGFB1 e IL-6, en donde TGFB1 bloquea
la activacion de STAT3 por parte de IL-6 (Walia et al., 2003 FASEB J. 17, 2130-2132). Dada la estrecha relacién
entre IL-6 e IL-11, puede observarse una comunicacion cruzada similar para la sefializacién mediada por IL-11.

Los inventores investigaron mediante analisis RNA-Seq si la regulacion de la abundancia de ARN era el mecanismo
subyacente para el aumento de la expresion de proteinas marcadoras de fibrosis en respuesta a la IL-11, lo que
podria sugerir que STAT3 sea la via de sefializacion subyacente para los procesos profibréticos mediados por IL-11.
Se incubaron fibroblastos durante 24 h ya sea sin estimulos o en presencia de TGFB1, IL-11 o TGFB1 e IL-11.

Los resultados se muestran en la figura 30A. TGFB1 indujo la expresion de colageno, ACTA2 (aSMA) y otros

marcadores de fibrosis a nivel de ARN. Sin embargo, IL-11 no regul6 la expresion de estos genes, sino un conjunto
de genes distinto.
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El analisis de ontologia génica sugiere que un efecto profibrético en los fibroblastos esta impulsado por la expresion
de ARN regulada por IL-11. Tanto TGFB1 como IL-11 regulan un conjunto practicamente distinto de genes a nivel de
ARN.

Mientras que TGFB1 aumenta la secrecién de IL-11, los genes diana de IL-11 no se regulan cuando estan presentes
tanto TGFB1 como IL-11. Esto sugiere que TGFB1 regula positivamente a IL-11 y simultaneamente, bloquea la
regulacion candnica impulsada por IL-11 de la expresion de ARN mediante STAT3, similar a lo que se conoce
acerca de la interaccion de las vias de TGFB1 e IL-6 (Walia et al., 2003 FASEB J. 17, 2130-2132).

También se analizé si las diferencias de expresiéon de ARN inducidas por TGFB1l eran dependientes de la
sefializacion de IL-11, analizando los cambios en la expresion de ARN en fibroblastos obtenidos de ratones IL-11RA
-/- en comparacién con ratones IL-11RA +/+. La expresion de ARN regulada por TGFB1 se siguié observando
cuando se estimularon células con supresion génica de IL-11 RA con TGFB1 y los niveles de ARN de aSMA,
colageno etc. seguian regulados positivamente en ausencia de sefializacion de IL-11 (en fibroblastos IL-11 RA -/-).
Cuando se investigo el efecto profibrético de IL-11 y el efecto antifibrético de la inhibicién de IL-11 in vitro, solo se
observé una expresién reducida de marcadores de fibrosis a nivel de proteina, no a nivel transcripcional, como se
determiné mediante gPCR.

Se sabe que la activacion de vias no candnicas (por ejemplo, transduccion de sefales de ERK) es crucial para la
accion profibrética de TGFB1 (Guo y Wang, 2008 Cell Res 19, 71-88). Es probable que las vias no canonicas sean
importantes para la sefalizacion para todas las citocinas profibroticas y que la IL-11 es un regulador
postranscripcional que es esencial para la fibrosis.

Ejemplo 9: Anticuerpos humanos anti-IL-11 humana

Se desarrollaron anticuerpos completamente humanos anti-IL-11 humana mediante presentacion en fagos.

Se obtuvo IL-11 humana recombinante (n.° de cat. Z03108-1) e IL-11 murina recombinante (n.° de cat. Z03052-1) de
GenScript (NJ, EE. UU.). La IL-11 recombinante humana se expreso en células CHO, tanto en forma de una version
marcada con Fc como en forma de una version sin marcador. La IL-11 murina sin marcador se expresé en células
HEK293.

Se confirmd la actividad biologica de IL-11 de la IL-11 humana y la IL-11 de raton recombinantes mediante analisis in
vitro usando cultivos celulares de fibroblastos primarios.

También se prepararon IL-11 humana e IL-11 murina recombinantes biotiniladas mediante biotinilacion de las
moléculas de IL-11 humana e IL-11 murina recombinantes, segiin métodos convencionales.

Se identificaron anticuerpos capaces de unirse tanto a IL-11 humana como a IL-11 murina (es decir, anticuerpos con
reactividad cruzada) mediante presentacion en fagos usando una biblioteca nativa humana mediante paneo usando
IL-11 humana y murina recombinante no biotinilada, basandose en 16 estrategias de paneo diferentes.

La presentacion en fagos identific6 175 moléculas de unién de scFv, como "primeros aciertos". El andlisis de
secuencia de las secuencias de CD de estos 175 scFv identificé 86 scFv Unicos.

Los scFv solubles se produjeron mediante expresion recombinante en E. coli y se analizé su capacidad para unirse a
IL-11 humana e IL-11 murina mediante ELISA. Brevemente, se recubrieron los pocillos de una placa de ELISA con
los antigenos respectivos, se afiadid el sobrenadante de cultivo celular que contenia los scFv respectivos a una
dilucién 1:2 y se detect6 la unién.

Los resultados del analisis ELISA revelaron:

» 8 scFv capaces de unirse Unicamente a IL-11 humana;

* 6 scFv capaces de unirse Unicamente a IL-11 murina;

e 32 scFv que mostraban una union tan solo débil a IL-11 humana/murina, con una relacion de sefial a ruido
elevada, y;

e 40 scFv que tenian reactividad cruzada tanto con IL-11 humana como con IL-11 murina.

De estos 86 scFv, se seleccionaron 56 candidatos para su caracterizacion funcional adicional. Para los andlisis
adicionales, los scFv se clonaron en formato scFv-Fc en E. coli.

Las secuencias de VH y VL de los anticuerpos se clonaron en vectores de expresion para la generacion de

anticuerpos scFv-Fc (IgG1l humana). Los vectores se expresaron de manera transitoria en células de mamifero
cultivadas en medio asérico y se aislaron mediante purificacion con proteina A.
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Ejemplo 10: Caracterizacidn funcional de anticuerpos humanos anti-IL-11 humana

Se analizaron los anticuerpos descritos en el ejemplo 9 en ensayos in vitro para determinar su capacidad para (i)
inhibir la sefalizacion mediada por IL-11 humana y (ii) inhibir la sefializacion mediada por IL-11 de ratén. También se
analiz6 mediante ELISA la afinidad de los anticuerpos por IL-11 humana.

10.1 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 humana

Para investigar la capacidad para neutralizar la sefalizacion mediada por IL-11 humana, se cultivaron fibroblastos
auriculares cardiacos humanos en los pocillos de placas de 96 pocillos en presencia de TGFB1 (5 ng/ml) durante 24
horas, en presencia o ausencia de los anticuerpos anti-IL-11. TGFB1 promueve la expresion de IL-11, que a su vez,
impulsa la transicion de los fibroblastos quiescentes a fibroblastos activados, positivos para aSMA. Se ha
demostrado previamente que la neutralizacion de IL-11 previene la transicion inducida por TGFB1 a fibroblastos
activados, positivos para aSMA.

Se analiz6 la expresién de aSMA con el sistema de obtencion de imagenes de alto contenido Operetta de un modo
automatizado de alto rendimiento.

En los cultivos no estimulados, ~29,7 % (= 1) de los fibroblastos eran fibroblastos activados positivos a aSMA al final
del periodo de cultivo de 24 horas, mientras que ~52 % (= 1,81) de los fibroblastos eran positivos a aSMA en los
cultivos que se estimularon con TGFB1 en ausencia de anticuerpos anti-1L-11.

Se afiadieron anticuerpos anti-IL-11 (2 pg/ml) a los cultivos de fibroblastos que se estimularon con TGFf1 y al final
del periodo de cultivo de 24 h, se determind el porcentaje de fibroblastos positivos a aSMA. Los porcentajes se
normalizaron basandose en el porcentaje de fibroblastos positivos a aSMA observados en cultivos de fibroblastos
gue no se habian estimulado con TGF1.

Se demostré que 28 de los anticuerpos eran capaces de neutralizar la sefializacion mediada por IL-11 humana.

Un anticuerpo monoclonal comercial anti-IL-11 de ratén (IgG2a monoclonal de ratén; clon n.° 22626; n.° de catéalogo
MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) también se analizé respecto de su capacidad para inhibir la sefializaciéon por
IL-11 humana en los experimentos. Se observé que este anticuerpo era capaz de reducir el porcentaje de
fibroblastos activados en un 28,3 % (=0,99).

Varios de los clones neutralizaron la sefializacion por IL-11 humana en mayor medida que el anticuerpo anti-IL-11 de
raton comercial (patron de la industria).

10.2 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 de ratén

También se investigé la capacidad de los anticuerpos humanos para inhibir la sefializacién mediada por IL-11 de
ratén, siguiendo el mismo procedimiento al descrito en la seccién 10.1 anterior, pero usando fibroblastos dérmicos
de ratdn en lugar de fibroblastos auriculares humanos.

Tras 24 horas en cultivo, aproximadamente un 31,8 % (=1) de las células no estimuladas en cultivo eran fibroblastos
activados. La estimulacion con TGFB1 dio como resultado un aumento de ~2 veces en el porcentaje de fibroblastos
activados (68,8 % = 2,16) en comparacion con los cultivos no estimulados.

Se demostré que los anticuerpos eran capaces de neutralizar la sefializacion mediada por IL-11 de ratén. El
anticuerpo anti-IL-11 de IgG2a monoclonal de ratén, clon n.° 22626, n.° de catdlogo MAB218, también se analizé
respecto de su capacidad para inhibir la sefializacion por IL-11 de ratdn. Se observd que este anticuerpo era capaz
de reducir el porcentaje de fibroblastos activados en un 39,4 % (=1,24).

Varios de los clones neutralizaron la sefializacion por IL-11 de ratén en mayor medida que el anticuerpo anti-IL-11 de
raton comercial (patron de la industria).

10.3 Andlisis de la afinidad del anticuerpo por IL-11 humana

Se analiz6 la afinidad de unién de los anticuerpos humanos anti-IL-11 humana a IL-11 humana mediante un ensayo
ELISA.

Se obtuvo IL-11 recombinante humana de Genscript y el anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa de
rabano picante (HRP) (especifico para Fc) se obtuvo de Sigma. Las placas de ELISA Corning de 96 pocillos se
obtuvieron de Sigma. El kit de sustrato de ELISA Pierce de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) se obtuvo de Life
Technologies (solucién de TMB a 0,4 g/ml, peréxido de hidrégeno al 0,02 % en tampén de acido citrico). La
seroalbumina bovina y el acido sulfdrico se obtuvieron de Sigma. El tampén de lavado estaba formado por Tween-20
al 0,05 % en suero salino tamponado con fosfato (PBS-T). Los anticuerpos scFv-Fc se generaron como se ha
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descrito anteriormente. Los controles de IgG de ratén y humana purificada se adquirieron de Life Technologies. Se
uso Tecan Infinite 200 Pro NanoQuant para medir la absorbancia.

El andlisis de dilucién en serie Criss-Cross se llevo a cabo como se describe en Hornbeck et al., (2015) Curr Protoc
Immunol 110, 2.1.1-23 para determinar la concentracion éptima de antigeno de recubrimiento, anticuerpos primarios
y secundarios.

Se llevo a cabo un ELISA indirecto para evaluar la afinidad de unién de los anticuerpos scFv-Fc primarios a un 50 %
de la concentracion eficaz (CEsp) como se ha descrito con anterioridad (Unverdorben et al., (2016) MAbs 8, 120-
128.). Las placas de ELISA se recubrieron con 1 pg/ml de IL-11 recombinante humana durante una noche a 4 °C y
los sitios de unién restantes se bloquearon con BSA al 2 % en PBS. Los anticuerpos scFv-Fc se diluyeron en BSA al
1% en PBS, titulados para obtener concentraciones de trabajo de 800, 200, 50, 12,5, 3,125, 0,78, 0,195 y 0,049
ng/ml y se incubaron en duplicados durante 2 horas a temperatura ambiente. La deteccion de la unién de antigeno-
anticuerpo se llevo a cabo con 15,625 ng/ml de anticuerpo anti-lgG humana (especifico de Fc) conjugado a HRP.
Después de 2 horas de incubacion con el anticuerpo de deteccion, se afiadieron 100 pl de sustrato TMB durante 15
min y la reaccion cromogénica se detuvo con 100 pl de H,SO4 2 M.

La lectura de absorbancia se midié a 450 nm con una correcciéon de longitud de onda de referencia a 570 nm. Los
datos se ajustaron con el programa informatico GraphPad Prism con transformacion logaritmica de las
concentraciones de anticuerpo, seguido de analisis de regresion no lineal con la curva logistica asimétrica (de cinco
parametros) de respuesta a la dosis para determinar los valores de CE50 individuales.

Se emplearon los mismos materiales y procedimientos descritos anteriormente para determinar la afinidad de union
para los anticuerpos monoclonales murinos anti-IL-11, con la excepcion de que se usé anti-IgG de ratén conjugado a
HRP (H&L) en lugar de anti-lgG humana conjugado a HRP.

Se emplearon los mismos materiales y procedimientos descritos anteriormente para determinar la afinidad de union
para los anticuerpos monoclonales humanos anti-IL-11 y los anticuerpos monoclonales murinos anti-IL-11 a la IL-11
murina recombinante obtenida de Genscript.

Se usaron los resultados de los ensayos ELISA para determinar los valores de CEsg para los anticuerpos.

10.4 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 humana en varios tejidos

Se investigd la capacidad de los anticuerpos para neutralizar la sefializaciéon mediada por IL-11 en fibroblastos
obtenidos de una serie de tejidos diferentes, esencialmente como se ha descrito en la seccién 10.1, salvo por que en
lugar de fibroblastos auriculares cardiacos humanos, se usaron para los experimentos fibroblastos humanos
procedentes de corazén, pulmén, rifién, ojos, piel, pancreas, bazo, intestino, cerebro y médula ésea.

Se demuestra que los anticuerpos anti-IL-11 son capaces de neutralizar la sefializacion en fibroblastos procedentes
de los diversos tejidos, segin se determina por la observacién de una reduccion relativa en la proporcion de
fibroblastos positivos a aSMA al final del periodo de 24 h de cultivo en presencia de anticuerpos anti-IL-11 en
comparacion con el cultivo en ausencia de anticuerpos.

Ejemplo 11: Inhibicién de la fibrosis in vivo usando anticuerpos anti-1L-11

Se demostro la utilidad terapéutica de los anticuerpos anti-IL-11 humana en modelos de fibrosis de ratén in vivo para
varios tejidos diferentes.

11.1 Fibrosis cardiaca

Se implanta una bomba y se trata a los ratones con Angll (2mg/kg/dia) durante 28 dias.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Al final del experimento, se eval(ia el contenido de colageno en las auriculas de los ratones
usando un kit de ensayo colorimétrico a base de hidroxiprolina y se analizé mediante qPCR el nivel de expresion de
ARN de los marcadores de fibrosis Col1A2, aSMA (ACTA2) y fibronectina (Fnl).

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
cardiaco en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

11.2 Fibrosis renal

Se establece un modelo de ratén para fibrosis renal, en el que la fibrosis se induce por inyeccion intraperitoneal de
acido félico (180mg/kg) en vehiculo (NaHCO3; 0,3M); a los ratones de control solo se les administré vehiculo.
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Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Los rifiones se extrajeron en el dia 28, se pesaron y o bien se fijaron en formalina neutra
tamponada al 10 % para tincién con tricromo de Masson y rojo de Siria 0 se congelaron inmediatamente para el
ensayo de colageno, ARN y estudios de proteinas.

El ARN total se extrae del rifion congelado instantdneamente usando reactivo Trizol (Invitrogen) y el método
TissueLyzer de Qiagen, seguido de purificacién en columna RNeasy (Qiagen). EI ADNc se prepara usando el kit
para sintesis de ADNc iScriptTM, en el que cada reaccidn contenia 1 ug de ARN total, siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis de la expresion génica por RT-PCR cuantitativa se lleva a cabo en muestras triplicadas con
la tecnologia TagMan (Applied Biosystems) o Fast SYBR Green (Qiagen) usando StepOnePlusTM (Applied
Biosystems) durante 40 ciclos. Los datos de expresion se normalizan al nivel de expresion de ARNm de GAPDH y
se usa el método de 2-AACt para calcular el multiplo de cambio. Se somete a los rifiones congelados de manera
instantanea a hidrélisis acida por calentamiento en HCI 6M a una concentracion de 50 mg/ml (95 °C, 20 horas). Se
cuantifica la cantidad de colageno total en el hidrolizado basandose en la deteccion colorimétrica de la hidroxiprolina
usando el kit de ensayo para colageno total Qickzyme (Quickzime Biosciences) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido renal
en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segln se evidencia por la expresion reducida
de marcadores de fibrosis.

11.3 Fibrosis pulmonar

Se trata a ratones con administracion intratraqueal de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética
en el pulmédn (fibrosis pulmonar).

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de
fibrosis.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
pulmonar en comparacién con los ratones tratados con anticuerpos de control, segun se evidencia por la expresién
reducida de marcadores de fibrosis.

11.4 Fibrosis cutanea

Se trata a ratones con administracion subcutanea de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética
en la piel.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de
fibrosis.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrdtica reducida en tejido
cutaneo en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

11.5 Fibrosis ocular

Se somete a una trabeculectomia a ratones en el dia 0 para iniciar una respuesta de curacion de heridas en el ojo.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa y se monitoriza la fibrosis en el tejido ocular.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido

ocular en comparacién con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

11.6 Otros tejidos

También se analiza el efecto del tratamiento con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 en la fibrosis en modelos de
raton de fibrosis para otros tejidos, tales como el higado, el rifién, el intestino y también se analiz6 en un modelo
relevante para fibrosis multiorganica (es decir, sistémica).

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en
comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segun se evidencia por la expresion reducida de
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marcadores de fibrosis.

Ejemplo 12: Anticuerpos anti-IL-11R o humano

Se generaron como se expone a continuacion anticuerpos monoclonales de ratén dirigidos contra IL-11Ra humano.

Se cloné ADNc que codifica los aminoacidos para IL-11Ra humano en plasmidos de expresion (Aldevron GmbH,
Friburgo, Alemania).

Se inmunizo a los ratones mediante la aplicacion intradérmica de particulas de oro recubiertas de ADN usando un
dispositivo manual para el bombardeo de particulas ("pistola de genes"). Se recogieron muestras de suero de los
ratones después de una serie de inmunizaciones y se ensayaron mediante citometria de flujo en células HEK que se
habian transfectado de manera transitoria con plasmidos de expresién de IL-11Ra humano (la expresion en la
superficie celular de IL-11Ra humano por células HEK transfectadas de manera estable se confirmé con anticuerpos
anti-marcador que reconocian un marcador afiadido al extremo N-terminal de la proteina IL-11Ra).

Se aislaron las células productoras de anticuerpo de los ratones y se fusionaron con células de mieloma de raton
(Ag8) de acuerdo con procedimientos estandar.

Los anticuerpos productores de hibridomas especificos para IL-11Ra se identificaron explorando respecto de la
capacidad para unirse a células HEK que expresan IL-11Ra mediante citometria de flujo.

Se prepararon sedimentos celulares de células de hibridoma positivas usando un agente de proteccion de ARN
(RNAlater, n.° de cat. AM7020 de ThermoFisher Scientific) y se procesaron adicionalmente para la secuenciacion de
los dominios variables de los anticuerpos.

La secuenciacion se llevdo a cabo usando el kit de secuenciacién de ciclo BigDye® Terminator v3.1 (Life
Technologies®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los datos se recogieron usando un sistema
analizador de ADN 3730xl y el programa informatico Unified Data Collection (Life Technologies®). El montaje de la
secuencia se llevé a cabo usando el alineador CodonCode (CodonCode Corporation). Las llamadas de bases mixtas
se resolvieron asignando de manera automatica la llamada de base mas prevalente a las llamadas de bases mixtas.
La prevalencia se determiné mediante tanto la frecuencia de una llamada de base como por la calidad individual de
las llamadas de base.

En total, se generaron 17 clones de anticuerpo monoclonal de ratén anti-IL-11Ra humano.

Ejemplo 13: Caracterizacién funcional de anticuerpos anti- IL-11R a humano

13.1 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11/IL-11R humano

Para investigar la capacidad de los anticuerpos anti-IL-11Ra para neutralizar la sefializacion mediada por IL-11/IL-
11R humano, se cultivaron fibroblastos auriculares cardiacos humanos en los pocillos de placas de 96 pocillos en
presencia de TGFB1 (5 ng/ml) durante 24 horas, en presencia o ausencia de los anticuerpos anti-IL-11Ra. Este
estimulo profibrético promueve la expresion de IL-11, que a su vez, impulsa la transicion de los fibroblastos
quiescentes a fibroblastos activados, positivos para aSMA. Se ha demostrado previamente que la neutralizacion de
IL-11 previene la transicion inducida por TGFB1 a fibroblastos activados, positivos para aSMA.

Se afiadieron anticuerpos anti-IL-11Ra (2 pg/ml) a los cultivos de fibroblastos que se estimularon con TGFB1 y al
final del periodo de cultivo de 24 h, se determiné el porcentaje de fibroblastos positivos a aSMA. Los porcentajes se
normalizaron basandose en el porcentaje de fibroblastos positivos a aSMA observados en cultivos de fibroblastos
gue no se habian estimulado con TGF1.

Se analiz6 la expresion de aSMA con el sistema de obtencidon de imagenes de alto contenido Operetta de un modo
automatizado de alto rendimiento.

La estimulacién con TGFB1 dio como resultado un aumento de 1,58 veces en el nimero de fibroblastos activados
positivos a aSMA al final del periodo de cultivo de 24 horas en ausencia de anticuerpos anti-IL-11Ra.

Un anticuerpo monoclonal comercial anti-IL-11 de ratén (IgG2a monoclonal de ratén; clon n.° 22626; n.° de catalogo
MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) se incluyé como control. Se observd que este anticuerpo era capaz de
reducir el porcentaje de fibroblastos activados a 0,89 veces el porcentaje de fibroblastos activados en cultivos no
estimulados (es decir, en ausencia de estimulacion con TGFB1).

Se observo que los anticuerpos anti-IL-11Ra eran capaces de inhibir la sefializacién de IL-11/IL-11R en fibroblastos

humanos y varios eran capaces de inhibir la sefializacién de IL-11/IL-11R en mayor medida que el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-IL-11.
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13.2 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 de ratén

También se investigo la capacidad de los anticuerpos anti-IL-11Ra para inhibir la sefializacion mediada por IL-11 de
raton, siguiendo el mismo procedimiento al descrito en la seccién 13.1 anterior, pero usando fibroblastos auriculares
de ratén en lugar de fibroblastos auriculares humanos.

La estimulacion con TGFB1 dio como resultado un aumento de 2,24 veces en el nimero de fibroblastos activados
positivos a aSMA al final del periodo de cultivo de 24 horas en ausencia de anticuerpos anti-IL-11Ra.

El anticuerpo monoclonal comercial anti-IL-11 de ratdén (IgG2a monoclonal de ratén; clon n.° 22626; n.° de catalogo
MAB218; R&D Systems, MN, EE. UU.) se incluyé como control. Se observd que este anticuerpo era capaz de
reducir el porcentaje de fibroblastos activados a 1,44 veces el porcentaje de fibroblastos activados en cultivos no
estimulados (es decir, en ausencia de estimulacion con TGFB1).

Se observo que los anticuerpos anti-IL-11Ra eran capaces de inhibir la sefializacién de IL-11/IL-11R en fibroblastos
de ratén y varios eran capaces de inhibir la sefalizacion de IL-11/IL-11R en mayor medida que el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-IL-11.

13.3 Exploracion de la capacidad para unirse a IL-11Ra

Se subclonaron los hibridomas de raton productores de anticuerpos anti-IL-11Ra humano y se analizé el
sobrenadante de cultivo de los hibridomas subclonados mediante el ensayo iQue de "mezclar y medir" respecto de
(i) su capacidad para unirse a IL-11Ra humano y (ii) su reactividad cruzada por antigenos distintos de IL-11Ra.

Brevemente, se mezclaron células de control marcadas (que no expresan IL-11Ra en la superficie celular) y células
diana no marcadas que expresan IL-11Ra humano en su superficie (después de una transfeccion transitoria con un
plasmido que codifica un IL-11Ra humano marcado con FLAT) con el sobrenadante del cultivo celular (que contenia
anticuerpos de raton anti-IL-11Ra) y anticuerpos secundarios de deteccion (anticuerpo anti-IgG de ratdn marcado
fluorescentemente).

Después, se analizaron las células usando el sistema de exploracion HTFC (iQue) para los dos marcadores (es
decir, el marcador celular y el marcador en el anticuerpo secundario). La deteccién del anticuerpo secundario en las
células no marcadas que expresan IL-11Ra indic6 la capacidad de los anticuerpos de ratén anti-IL-11Ra para unirse
a IL-11Ra. La deteccién del anticuerpo secundario en las células de control marcadas indic6 reactividad cruzada de
los anticuerpos de ratén anti-IL-11Ra por una diana distinta de IL-11Ra.

Como condicién de control positivo, se incubaron células marcadas y no marcadas con un anticuerpo anti-marcador
FLAG de ratén como anticuerpo primario.

La mayoria de los hibridomas subclonados expresaron anticuerpo que era capaz de unirse a IL-11Ra humano y que
reconocian esta diana con elevada especificidad.

13.4 Analisis de la afinidad del anticuerpo por IL-11Ra humano

Se analiz6 la afinidad de union de los anticuerpos anti-IL-11Ra humano a IL-11Ra humano mediante un ensayo
ELISA.

Se obtuvo IL-11Ra recombinante humano de Genscript y el anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa de
rabano picante (HRP) (especifico para Fc) se obtuvo de Sigma. Las placas de ELISA Corning de 96 pocillos se
obtuvieron de Sigma. El kit de sustrato de ELISA Pierce de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) se obtuvo de Life
Technologies (solucion de TMB a 0,4 g/ml, perdxido de hidrogeno al 0,02 % en tampon de &cido citrico). La
seroalbumina bovina y el acido sulfdrico se obtuvieron de Sigma. El tampén de lavado estaba formado por Tween-20
al 0,05 % en suero salino tamponado con fosfato (PBS-T). Los controles de 1gG purificada se adquirieron de Life
Technologies. Se us6 Tecan Infinite 200 Pro NanoQuant para medir la absorbancia.

El andlisis de dilucién en serie Criss-Cross se llevo a cabo como se describe en Hornbeck et al., (2015) Curr Protoc
Immunol 110, 2.1.1-23 para determinar la concentracion éptima de antigeno de recubrimiento, anticuerpos primarios
y secundarios.

Se llevé a cabo un ELISA indirecto para evaluar la afinidad de unién de los anticuerpos de ratén anti-IL-11Ra a un
50 % de la concentracion eficaz (CEsq) como se ha descrito con anterioridad (Unverdorben et al., (2016) MAbs 8,
120-128.). Las placas de ELISA se recubrieron con 1 pg/ml de IL-11Ra recombinante humano durante una noche a
4 °C y los sitios de union restantes se bloquearon con BSA al 2 % en PBS. Los anticuerpos se diluyeron en BSA al
1% en PBS, titulados para obtener concentraciones de trabajo de 800, 200, 50, 12,5, 3,125, 0,78, 0,195 y 0,049
ng/ml y se incubaron en duplicados durante 2 horas a temperatura ambiente. La deteccion de la unién antigeno-
anticuerpo se llevé a cabo con 15,625 ng/ml de anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado a HRP. Después de 2 horas
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de incubacién con el anticuerpo de deteccion, se afiadieron 100 pl de sustrato TMB durante 15 min y la reaccion
cromogénica se detuvo con 100 pl de H,SO4 2 M. La lectura de absorbancia se midié a 450 nm con una correccion
de longitud de onda de referencia a 570 nm. Los datos se ajustaron con el programa informatico GraphPad Prism
con transformacion logaritmica de las concentraciones de anticuerpo, seguido de analisis de regresién no lineal con
la curva logistica asimétrica (de cinco parametros) de respuesta a la dosis para determinar los valores de CEsg
individuales.

13.5 Capacidad para inhibir la sefializacién de I1L-11/IL-11R humano en varios tejidos

Se investigd la capacidad de los anticuerpos para neutralizar la sefalizacion de IL-11/IL-11R en fibroblastos
obtenidos de una serie de tejidos diferentes, esencialmente como se ha descrito en la seccién 13.1, salvo por que en
lugar de fibroblastos auriculares cardiacos humanos, se usaron para los experimentos fibroblastos humanos
procedentes de corazén, pulmén, rifién, ojos, piel, pancreas, bazo, intestino, cerebro y médula ésea.

Se demuestra que los anticuerpos anti-IL-11Ra son capaces de neutralizar la sefializacion de IL-11/IL-11R en
fibroblastos procedentes de los diversos tejidos, segun se determina por la observacion de una reduccién relativa en
la proporcion de fibroblastos positivos a aSMA al final del periodo de 24 h de cultivo en presencia de anticuerpos
anti-IL-11Ra en comparacion con el cultivo en ausencia de anticuerpos.

Ejemplo 14: Inhibicién de la fibrosis in vivo usando anticuerpos anti-IL.-11R  «

Se demostré la utilidad terapéutica de los anticuerpos anti- IL-11Ra humano en modelos de fibrosis de ratén in vivo
para varios tejidos diferentes.

14.1 Fibrosis cardiaca

Se implanta una bomba y se trata a los ratones con Angll (2mg/kg/dia) durante 28 dias.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Al final del experimento, se eval(a el contenido de colageno en las auriculas de los ratones
usando un kit de ensayo colorimétrico a base de hidroxiprolina y se analizé mediante qPCR el nivel de expresion de
ARN de los marcadores de fibrosis Col1A2, aSMA (ACTA2) y fibronectina (Fnl).

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
cardiaco en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

14.2 Fibrosis renal

Se establece un modelo de ratén para fibrosis renal, en el que la fibrosis se induce por inyeccion intraperitoneal de
acido félico (180mg/kg) en vehiculo (NaHCO3; 0,3M); a los ratones de control solo se les administré vehiculo.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Los rifiones se extrajeron en el dia 28, se pesaron y o bien se fijaron en formalina neutra
tamponada al 10 % para tincién con tricromo de Masson y rojo de Siria 0 se congelaron inmediatamente para el
ensayo de colageno, ARN y estudios de proteinas.

El ARN total se extrae del rifion congelado instantdneamente usando reactivo Trizol (Invitrogen) y el método
TissueLyzer de Qiagen, seguido de purificacién en columna RNeasy (Qiagen). EI ADNc se prepara usando el kit
para sintesis de ADNc iScriptTM, en el que cada reaccidn contenia 1 ug de ARN total, siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis de la expresion génica por RT-PCR cuantitativa se lleva a cabo en muestras triplicadas con
la tecnologia TagMan (Applied Biosystems) o Fast SYBR Green (Qiagen) usando StepOnePlusTM (Applied
Biosystems) durante 40 ciclos. Los datos de expresion se normalizan al nivel de expresion de ARNm de GAPDH y
se usa el método de 2-AACt para calcular el multiplo de cambio. Se somete a los rifiones congelados de manera
instantanea a hidrélisis acida por calentamiento en HCI 6M a una concentracion de 50 mg/ml (95 °C, 20 horas). Se
cuantifica la cantidad de colageno total en el hidrolizado basandose en la deteccion colorimétrica de la hidroxiprolina
usando el kit de ensayo para colageno total Qickzyme (Quickzime Biosciences) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en tejido

renal en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.
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14.3 Fibrosis pulmonar

Se trata a ratones con administracion intratraqueal de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética
en el pulmén (fibrosis pulmonar).

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de
fibrosis.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
pulmonar en comparacién con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

14.4 Fibrosis cutanea

Se trata a ratones con administracion subcutanea de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética
en la piel.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de
fibrosis.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
cutaneo en comparacién con los ratones tratados con anticuerpos de control, segin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

14.5 Fibrosis ocular

Se somete a una trabeculectomia a ratones en el dia O para iniciar una respuesta de curacién de heridas en el ojo.

Se administran anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra o anticuerpos de control a diferentes grupos de ratones por
inyeccion intravenosa y se monitoriza la fibrosis en el tejido ocular.

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en tejido
ocular en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control, seguin se evidencia por la expresion
reducida de marcadores de fibrosis.

14.6 Otros tejidos

También se analiza el efecto del tratamiento con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra en la fibrosis en modelos
de ratén de fibrosis para otros tejidos, tales como el higado, el rifién, el intestino y también se analiz6 en un modelo
relevante para fibrosis multiorganica (es decir, sistémica).

Los ratones tratados con anticuerpos neutralizantes anti-IL-11Ra tienen una respuesta fibrética reducida en
comparacioén con los ratones tratados con anticuerpos de control, segun se evidencia por la expresion reducida de
marcadores de fibrosis.

Ejemplo 15: Receptores sefiuelo de IL-11

15.1 Construcciones de receptor sefiuelo de IL-11

Se diseflaron moléculas de receptor sefiuelo de IL-11 y se clonaron en el vector pTT5 para la expresion
recombinante en células 293-6E.

Brevemente, un inserto para el plasmido que comprende ADNc que codifica los dominios de unién a ligando D1, D2
y D3 de gpl30 en fase con el ADNc que codifica una region enlazadora de 50 aminoacidos o 33 aminoacidos,
seguido de un ADNc que codifica los dominios de union a ligando D2 y D3 de IL-11Ra humano, seguido del ADNc
que codifica el marcador FLAG. El inserto de ADNc incorpor6 una secuencia lider, secuencias Kozak en el extremo
5' e incluyé un sitio de restriccion de EcoRI 5' y un sitio de restriccién de Hindlll 3' (cadena abajo de un codén de
parada) para su insercion en el vector pTT5.

Las dos construcciones que codifican una molécula de receptor sefiuelo de IL-11 que tienen una secuencia de 50

aminoacidos o de 33 aminoacidos se denominan, respectivamente, receptor sefiuelo de IL-11 1 (D11R1) y receptor
sefiuelo de IL-11 2 (D11R2).
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15.2 Expresion y purificacion del receptor sefiuelo de I1L-11

Las construcciones se transfectaron en células 293-6E para su expresion recombinante y purificacion.

Las células 293-6E se cultivaron en medio de expresion asérico Freestyle™ 293 (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE. UU.). Las células se mantuvieron en matraces Erlenmeyer (Corning Inc., Acton, MA) a 37 °C con un 5 % de CO-
en un agitador orbital (VWR Scientific, Chester, PA).

Un dia antes de la transfeccién, se sembraron las células a una densidad adecuada en matraces Erlenmeyer de
Corning. En el dia de la transfeccion, se mezclaron el ADN vy el reactivo de transfeccion a una relacion éptima y
después se afiadieron al matraz con células listas para la transfeccion. Los plasmidos recombinantes que
codificaban D11R1 y D11R2 se transfectaron de manera transitoria en cultivos de células 293-6E en suspension en
dos dias separados.

Se recogieron los sobrenadantes de cultivo en el dia 6 y se usaron para la purificacién. Brevemente, se centrifugaron
y filtraron los caldos de cultivo celular. Se afiadieron 0,5 ml de resina a los sobrenadantes de cultivo y se incubaron
durante 3-4 horas para capturar la proteina diana.

Después del lavado y la elucion con tampones adecuados, se analizaron las fases eluidas mediante SDS-PAGE y
transferencia de Western usando Ab policlonal de conejo anti-FLAG (GenScript, n.° de cat. A00170) para confirmar
la expresion de las moléculas de receptor sefiuelo de IL-11 marcadas con FLAG.

Las especies purificadas se cuantificaron y almacenaron a -80 °C.

Ejemplo 16: Caracterizacidn funcional de los recepto res sefiuelo de IL-11

16.1 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 humana

Para investigar la capacidad para neutralizar la sefializacion mediada por IL-11 humana, se cultivaron fibroblastos
auriculares cardiacos humanos en los pocillos de placas de 96 pocillos en presencia de TGFB1 (5 ng/ml) durante 24
horas, en presencia o ausencia de diversas concentraciones de D11R1 o D11R2.

TGFB1 promueve la expresién de IL-11, que a su vez, impulsa la transicion de los fibroblastos quiescentes a
fibroblastos activados, positivos para aSMA. Se ha demostrado previamente que la neutralizacién de IL-11 previene
la transicién inducida por TGFB1 a fibroblastos activados, positivos para aSMA.

Se analiz6 la expresion de aSMA con el sistema de obtencidon de imagenes de alto contenido Operetta de un modo
automatizado de alto rendimiento.

Se afiadié D11R1 o D11R2 a cultivos de fibroblastos que se estimularon con TGFB1 a concentraciones finales de 5
ng/ml, 50 ng/ml y 500 ng/ml al final del periodo de cultivo de 24 horas, se determiné el porcentaje de fibroblastos
positivos a aSMA en el cultivo.

Se demostré que tanto D11R1 como D11R2 son capaces de neutralizar la sefializacion mediada por IL-11 humana
de una manera dependiente de la dosis.

Los resultados de los experimentos se muestran en las figuras 32A y 32B. Se demostré que tanto D11R1 como
D11R2 son capaces de neutralizar la sefializacion mediada por IL-11 humana de una manera dependiente de la
dosis.

Se determiné que la Clsp para las moléculas D11R1 y D11R2 era de ~1 nM.

16.2 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 de ratén

Se investigo la capacidad de D11R1 y D11R2. para inhibir la sefializacion mediada por IL-11 de ratén, siguiendo el
mismo procedimiento al descrito en la seccion 16.1 anterior, pero usando fibroblastos dérmicos de ratén en lugar de
fibroblastos auriculares humanos.

Se demostré que D11R1 y D11R2. son capaces de neutralizar la sefializacion de IL-11/IL-11R en fibroblastos
dérmicos de ratén, segun se determina por la observacion de una reduccién relativa en la proporcién de fibroblastos
positivos a aSMA al final del periodo de 24 h de cultivo en presencia de D11R1 o D11R2, en comparacién con el
cultivo en ausencia de los receptores sefiuelo de IL-11.

16.3 Andlisis de la afinidad del receptor sefiuelo de IL-11 por [L-11

Se analizé la afinidad de unién de D11R1y D11R2 a IL-11 humana mediante un ensayo ELISA.
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Se obtuvo IL-11 recombinante humana de Genscript y se obtuvo el anticuerpo anti-FLAG conjugado a peroxidasa de
rabano picante (HRP). Las placas de ELISA Corning de 96 pocillos se obtuvieron de Sigma. El kit de sustrato de
ELISA Pierce de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) se obtuvo de Life Technologies (solucion de TMB a 0,4 g/ml,
peroxido de hidrégeno al 0,02 % en tampén de acido citrico). La seroalbimina bovina y el acido sulfdrico se
obtuvieron de Sigma. El tampdn de lavado estaba formado por Tween-20 al 0,05 % en suero salino tamponado con
fosfato (PBS-T). Se us6 Tecan Infinite 200 Pro NanoQuant para medir la absorbancia.

Se llevdé a cabo un ELISA indirecto para evaluar la afinidad de unién de D11R1 y D11R2 a un 50 % de la
concentracion eficaz (CE50) como se ha descrito con anterioridad (Unverdorben et al., (2016) MAbs 8, 120-128.).
Las placas de ELISA se recubrieron con 1 ug/ml de IL-11 recombinante humana durante una noche a 4 °C y los
sitios de union restantes se bloquearon con BSA al 2 % en PBS. Se diluyeron D11R1 y D11R1. en BSA al 1 % en
PBS, titulados para obtener concentraciones de trabajo de 800, 200, 50, 12,5, 3,125, 0,78, 0,195 y 0,049 ng/ml y se
incubaron en duplicados durante 2 horas a temperatura ambiente. La deteccion de la union de antigeno-receptor
sefiuelo de IL-11 se lleva a cabo con anticuerpo anti-FLAG conjugado a HRP. Después de 2 horas de incubacion
con el anticuerpo de deteccion, se afiadieron 100 pl de sustrato TMB durante 15 min y la reaccién cromogénica se
detuvo con 100 pl de H,SO4 2 M. La lectura de absorbancia se midié a 450 nm con una correccién de longitud de
onda de referencia a 570 nm. Los datos se ajustaron con el programa informatico GraphPad Prism con
transformacion logaritmica de las concentraciones de receptor sefiuelo de IL-11, seguido de analisis de regresién no
lineal con la curva logistica asimétrica (de cinco parametros) de respuesta a la dosis para determinar los valores de
CEso.

Se emplearon los mismos materiales y procedimientos descritos anteriormente para determinar la afinidad de union
a IL-11 murina recombinante obtenida de Genscript.

16.4 Capacidad para inhibir la sefalizacién mediada por IL-11 humana en varios tejidos

Se investigd la capacidad de los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 y D11R2 para neutralizar la sefializacion
mediada por IL-11 en fibroblastos obtenidos de una serie de tejidos diferentes, esencialmente como se ha descrito
en la seccion 18.1, salvo por que en lugar de fibroblastos auriculares cardiacos humanos, se usaron para los
experimentos fibroblastos humanos procedentes de corazon, pulmon, rifién, ojos, piel, pancreas, bazo, intestino,
cerebro y médula 6sea.

Se demuestra que D11R1 y D11R2 son capaces de neutralizar la sefializacion en fibroblastos procedentes de los
diversos tejidos, segun se determina por la observacién de una reduccion relativa en la proporcion de fibroblastos
positivos a aSMA al final del periodo de 24 h de cultivo en presencia de los receptores sefiuelo de IL-11, en
comparacion con el cultivo en ausencia de los receptores sefiuelo de IL-11.

Ejemplo 17: Inhibicién de la fibrosis in vivo usando receptores sefiuelo de IL-11

Se demostro la utilidad terapéutica de los receptores sefiuelo de IL-11 en modelos de fibrosis de ratén in vivo para
varios tejidos diferentes.

17.1 Fibrosis cardiaca

Se implanta una bomba y se trata a los ratones con Angll (2mg/kg/dia) durante 28 dias.

Se administran los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 a diferentes grupos de ratones por inyeccion
intravenosa. Al final del experimento, se evalla el contenido de colageno en las auriculas de los ratones usando un
kit de ensayo colorimétrico a base de hidroxiprolina y se analizé mediante qPCR el nivel de expresién de ARN de los
marcadores de fibrosis Col1A2, aSMA (ACTA2) y fibronectina (Fnl).

Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido cardiaco en
comparacioén con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segun se evidencia por la expresion reducida de
marcadores de fibrosis.

17.2 Fibrosis renal

Se establece un modelo de ratén para fibrosis renal, en el que la fibrosis se induce por inyeccion intraperitoneal de
acido félico (180 mg/kg) en vehiculo (NaHCO3 0,3M); a los ratones de control solo se les administré vehiculo.

Se administran los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 a diferentes grupos de ratones por inyeccion
intravenosa. Los rifiones se extrajeron en el dia 28, se pesaron y o bien se fijaron en formalina neutra tamponada al
10 % para tincién con tricromo de Masson y rojo de Siria 0 se congelaron inmediatamente para el ensayo de
colageno, ARN y estudios de proteinas.
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El ARN total se extrae del rifidn congelado instantdneamente usando reactivo Trizol (Invitrogen) y el método
TissueLyzer de Qiagen, seguido de purificacién en columna RNeasy (Qiagen). EI ADNc se prepara usando el kit
para sintesis de ADNc iScriptTM, en el que cada reaccion contenia 1 pg de ARN total, siguiendo las instrucciones
del fabricante. El analisis de la expresion génica por RT-PCR cuantitativa se lleva a cabo en muestras triplicadas con
la tecnologia TagMan (Applied Biosystems) o Fast SYBR Green (Qiagen) usando StepOnePlusTM (Applied
Biosystems) durante 40 ciclos. Los datos de expresion se normalizan al nivel de expresion de ARNm de GAPDH y
se usa el método de 2-AACt para calcular el multiplo de cambio. Se somete a los rifiones congelados de manera
instantanea a hidrélisis acida por calentamiento en HCI 6M a una concentracién de 50 mg/ml (95 °C, 20 horas). Se
cuantifica la cantidad de colageno total en el hidrolizado basandose en la deteccion colorimétrica de la hidroxiprolina
usando el kit de ensayo para colageno total Qickzyme (Quickzime Biosciences) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido renal en
comparacioén con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segun se evidencia por la expresion reducida de
marcadores de fibrosis.

17.3 Fibrosis pulmonar

Se trata a ratones con administracion intratraqueal de bleomicina en el dia O para establecer una respuesta fibrética
en el pulmén (fibrosis pulmonar).

Se administran los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 a diferentes grupos de ratones por inyeccion
intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de fibrosis.

Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido pulmonar en
comparacion con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segun se evidencia por la expresiéon reducida de
marcadores de fibrosis.

17.4 Fibrosis cutanea

Se trata a ratones con administracion subcutanea de bleomicina en el dia 0 para establecer una respuesta fibrética
en la piel.

Se administran los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 a diferentes grupos de ratones por inyeccion
intravenosa. Se sacrifica a los ratones en el dia 21 y se analizan las diferencias en los marcadores de fibrosis.

Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido cutaneo en
comparacioén con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segun se evidencia por la expresion reducida de
marcadores de fibrosis.

17.5 Fibrosis ocular

Se somete a una un procedimiento de trabeculectomia a ratones como se ha descrito en el ejemplo 7.6 anterior para
iniciar una respuesta de curacién de heridas en el ojo.

Se administran los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 a diferentes grupos de ratones por inyeccion
intravenosa y se monitoriza la fibrosis en el tejido ocular.

Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una respuesta fibrética reducida en tejido ocular en
comparacion con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segin se evidencia por la expresiéon reducida de
marcadores de fibrosis.

17.6 Otros tejidos

También se analiza el efecto del tratamiento con los receptores sefiuelo de IL-11 D11R1 o D11R2 en modelos de
raton de fibrosis para otros tejidos, tales como el higado, el rifién, el intestino y también se analiz6 en un modelo
relevante para fibrosis multiorganica (es decir, sistémica).

Se mide la respuesta fibrética y se compara entre los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 y ratones no
tratados o los controles tratados con vehiculo. Los ratones tratados con receptores sefiuelo de IL-11 tienen una
respuesta fibrética reducida en comparacion con los controles no tratados/tratados con vehiculo, segin se evidencia
por la expresién reducida de marcadores de fibrosis.
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Ejemplo 18: Biomarcadores genéticos para la respuest adell-11

Ademas de medir la proteina IL-11 como un potencial biomarcador para la fibrosis, los presentes inventores
desarrollaron un ensayo que puede predecir el estado de secrecién de IL-11 en seres humanos. Este ensayo podria
usarse como diagndstico de acompafiamiento en ensayos clinicos relacionados con IL-11.

En primer lugar, los presentes inventores generaron datos de RNA-Seq (figura 16) y determinaron el genotipo de 69
individuos étnicamente emparejados (Chinos) en la cohorte usando una matriz de SNP basada en hibridacion de
sondas fluorescentes suministradas por Illlumina (HumanOmniExpress 24).

Después, los presentes inventores llevaron a cabo un andlisis de eQTL de enlace por todo el genoma para evaluar si
los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) afectan a los niveles de transcrito de ARN de IL-11 o IL-11RA en
fibroblastos no estimulados, y en fibroblastos estimulados con TGFB1 (5ng/ml, 24h). Los presentes inventores
también evaluaron si el aumento en la IL-11 tras la estimulacion con TGFB1 (= respuesta) era dependiente del
genotipo.

En primer lugar, los presentes inventores cuantificaron el recuento de lectura tanto para IL-11 como para IL-11 RA
en todos los individuos y transformaron estos recuentos usando la estrategia de estabilizacion de la varianza (VST)
del método DESeq2 (Love et al., Genome Biology 2014 15:550). Después, los presentes inventores tomaron en
consideracion la expresion de IL-11 e IL-11 RA en células no estimuladas (VSTneestim) Y €stimuladas (VSTesim). Para
evaluar el aumento en la IL-11, los presentes inventores también calcularon el incremento en la expresiéon en forma
de VSTestim - VSThoestim- LOS presentes inventores corrigieron los valores de expresion usando covariables, tales
como el lote de la biblioteca de secuenciacion de ARN, la puntuacién de calidad RIN del ARN, la concentracion de la
biblioteca, el tamafio de fragmentos de la biblioteca, la edad, y el género antes de los analisis. Se analizaron los
pares de SNP y expresién de transcrito o incremento de la expresion usando la estrategia de la matriz eQTL (Andrey
A. Shabalin., Bioinformatics, 15 de mayo de 2012; 28(10): 1353-1358).

Los presentes inventores no observaron variaciones en cis o0 trans que afectasen de manera significativa a la
expresion de IL-11 en células no estimuladas. Sin embargo, los presentes inventores detectaron SNP distantes que
regulaban la expresion en fibroblastos estimulados (= fibréticos). Estas variantes estratifican a la poblacién entre
individuos que expresan bajos niveles de IL-11 y aquellos que expresan elevadas cantidades de IL-11 en la fibrosis.
Los presentes inventores también detectaron variantes locales y distales que predecian el aumento en la expresion
de IL-11 en respuesta a TGFB1. Estas variantes pueden usarse para estratificar individuos en individuos con una
reaccion intensa y con una reaccién escasa en la fibrosis.

Los SNP identificados se muestran en las figuras 33 a 35 y los datos que los acompafian se muestran en las figuras
36y 37.
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<223>n=ToC
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<400> 32
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cggcaggcag taggatggac tgcgtngacg gcggecagcea tgtaaatgaa a 51
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<213> Homo sapiens

<220>
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<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
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<211>51
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<213> Homo sapiens

<220>
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<223>n=A0G

<400> 40
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
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<211>51
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<213> Homo sapiens

<220>
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<210> 43

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=A0G

<400> 43
tgccatataa tctcagggtg caacgnataa acaaggggtg atgccgaaga a 51

<210> 44

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=GoA

<400> 44
ctctgtccec tcaacttctt tetacntggt catgtcectt ctttagttce t 51

<210> 45

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0C

<400> 45
gcaacaaaaa tcttatacat caccanatgt ctgcttagcg gcagaattgce ¢ 51

<210> 46

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0G

<400> 46
gctaggtaaa ggactctgaa aatacngcaa catggaaaac atccagtctc ¢ 51

<210> 47

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 47
tccatttgcc cagtgcagea tageccngcat tgccaaggtg gtcttcccaa ¢ 51

<210> 48
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<211>51
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 48
cgtttaacaa agaagacact gagatngagg gcctggaagt gectttcatt g

<210> 49

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 49
ttctacgact ttttcactge ctacangagt cccaggagga agacttcaca a

<210> 50

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=GoT

<400> 50
gccaaatgtg tttgaaaatt ccattngaag aatttatggt gaatgcattt t

<210>51

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0G

<400> 51
gaagattgtt caagaaaagg cagagngcat gatgacaaca caaaatgaag a

<210> 52

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=A0G

<400> 52
cctgggacta tccectggec gggeencaca catgtgccct gtgaccaggg a

<210> 53
<211>51

60

51

51

51

51
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 53
gctggcetgtg aggagtcege gagaantccc ttgettgtee atgaatttat ¢

<210> 54

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=GoT

<400> 54
aaggtgaaga gtgggaaaag gcagangatc aggaaaaata actaatgggt a

<210> 55

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0C

<400> 55
ggcttaataa aaggaattag agagcnctcc ctcctctcca acatcttttt ¢

<210> 56

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=GoA

<400> 56
tggtctgtgce tctecttgea cactentctg tggacatcac aggagggaac a

<210> 57

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 57
gtgcgtatat gtgttacaag tggctngtgt tgaccgcectg cctgtggaaa g

<210> 58

<211>51
<212> ADN

61
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=AoC

<400> 58
gcctcgggtg ctgaccgggg gtgeenttge tgggcttage aggccgggct t

<210>59

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=A0G

<400> 59
tgatgtgcca catcctgtat aggaancagg tgatgtggaa atgagtcaga ¢

<210> 60

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0G

<400> 60
catgaaaacc cctcagatgg taccanaaat atagacaatt gatccagaga g

<210> 61

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 61
gtcccagcta ctcacacagg aggatngcag gagtttgaaa ccagcectgtg ¢

<210> 62

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 62
caccctcagg gcctctcect gaccentete tcaccceegg gaccteectg ¢

<210> 63

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

62

51

51

51

51
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<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 63
gcaggtctgt gttecttgtt atgttnectt gctacaggea ctctcagect t 51

<210> 64

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Co0A

<400> 64
gtcagtttgt gaacaggtaa aatcanaatg ctcatgttct ctacagggaa a

<210> 65

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=GoA

<400> 65
agccaattcg tcagtgaatg aggcanagaa attggtaaaa agaaggaaag t

<210> 66

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 66
tacatagtag gcttaagagc aaatgnctac cttttcctct gttttcaact ¢~ 51

<210> 67

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToG

<400> 67
gttggttggt ttgtttccec tttaanggtg ccatttaatg acagatttca t 51

<210> 68

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

63

51
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<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=A0G

<400> 68
gcceccggtga caagaatgge aaaacnttta ttcggcatta acaatgtgta a

<210> 69

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=ToC

<400> 69
gctcagctaa tcaatgacca gtctenttaa ttcttctaat gectatatggt 51

<210> 70

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Go0A

<400> 70
gtaagggatg tgaatcgggt actgangaaa gagcctggat gcagagecag ¢

<210>71

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 71
ttgataactt cagcatctgg atcacngtgg gattagcatc tgtttgtatt t 51

<210> 72

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 72
gtgtgattgc ttaaaaaaaa ctactnacat tgttttgaat cacacctcac a

<210> 73

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

64
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<222> (26)..(26)
<223>n=GoA

<400> 73
acttgtgcca ggctggcttt gcaacnatga gectgagaag ctgttagaag t

<210> 74

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Ao0G

<400> 74
gagacacaag aggtgggcag gtcttnggga tttaggagtt gggttcaagg ¢

<210>75

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Go0A

<400> 75
tgagtctgtg aggagaaatg aacaantcta ccacagtcat ccagaatgag a

<210> 76

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=CoT

<400> 76
atcagaaggc taaggaacca cctgtntaat agtctggtgc caaacacagg c

<210> 77

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (26)..(26)
<223>n=Go0A

<400> 77
catcaataag aaaaacaaaa ataatntaat agaaaaatgc ataagagact t

65
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que es capaz de unirse a la interleucina 11 (IL-11) o al receptor a de IL-11 (IL-11Ra) y de inhibir la
sefializacion mediada por IL-11, para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis en un ser
humano.

2. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es capaz de prevenir o de reducir la unién de IL-11 a un receptor de IL-11.

3. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo de union a IL-11.

4. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo es un anticuerpo de union a IL-11Ra.

5. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la fibrosis es del corazon, el higado, el rifién o los ojos.

6. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la fibrosis es en el corazon y esta asociada a la disfuncion de la
musculatura o a las propiedades eléctricas del corazon o al engrosamiento de las paredes o de las valvulas del
corazon.

7. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la fibrosis es en el higado y esta asociada a enfermedad hepéatica
crénica o a cirrosis hepatica.

8. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la fibrosis es en el rifion y estd asociada enfermedad renal
crénica.

9. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la fibrosis se encuentra en el ojo y es fibrosis retinal, fibrosis
epirretinal o fibrosis subretinal.

10. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencién de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis
comprende administrar dicho anticuerpo a un sujeto en el que la expresion de IL-11 o IL-11R esta regulada
positivamente.

11. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis
comprende administrar dicho anticuerpo a un sujeto en el que se ha determinado que la expresién de IL-11 o IL-11R
esta regulada positivamente.

12. El anticuerpo para su uso en un método de tratamiento o de prevencién de la fibrosis de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el método de tratamiento o de prevencion de la fibrosis
comprende determinar si la expresion de la IL-11 o del IL-11R esta regulada positivamente en el sujeto y administrar
dicho anticuerpo a un sujeto en el que la expresion de IL-11 o IL-11R esta regulada positivamente.
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ACTGCCGCGGCCCTGCTGCTCAGGGCACATGCCTCCCCTCCCCAGGCCGCGGCCCAGCTGACCCTCGGGG
CTCCCCCGGCAGCGGRACAGGGAAGGGT TAARGGCCCCCGGCTCCCTGCCCCCTGCCCTGGEGARCCCCTG
GCCCTGTGGGGACATGAACTGTGTTTGCCGCCTGGTCCTGETCGTGCTGAGCCTGTGGCCAGATACAGCT
GTCGCCCCTGGGCCACCACCTGGCCCCCCTCGAGTT TCCCCAGACCCTCGGGCCGAGCTGGACRGCACCG
TGCTCCTGACCCGCTCTCTCCTGGCGGACACGCGGCAGCTGGCTGCACAGC TGAGGGACAAATTCCCAGC
TGACGGGGACCACAACCTGGATTCCCTGCCCACCCTGGCCATGAGTGCGEGGGGCACTGGGAGCTCTACAG
CTCCCAGGTGTGCTGACAAGGCTGCGAGCGGACCTACTGTCCTACCTGCGGCACGTGCAGTGGCTGCGCC
GGGCAGGTGGCTCTTCCCTGAAGACCCTGGAGCCCGAGCTGGGCACCCTGCAGGCCCGACTGGACCGGLT
GCTGCGCCGGCTGCAGCTCCTGATGTCCCGCCTGGCCCTGCCCCAGCCACCCCCGGACCCGECGGCGCCT
CCGCTGGCGCCCCCCTCCTCAGCCTGGGGEGGCATCAGGGCCGCCCACGCCATCCTGGGGEGGCTGCACC
TGACACTTGACTGGGCCGTGAGGGGACTGCTGCTGCTGAAGACTCGGC TGTGACCCGGGGCCCARAGCCA
CCACCGTECTICCARAGCCAGATCTIATTTATTTAT TTATTTCAGTAC TGGGGGCGAAACAGCCAGGTGA
TCCCCCCGCCATTATCTCCCCCTAGTTAGAGACAGTCCTTCCGTGAGGCCTGGGGGGCATCTGTGCCTTA
TTTATACTTATTTATTTCAGGAGCAGGGGTGGGAGGCAGGTGGACTCCTGGGETCCCCGAGGAGGAGGGGA
CTGGGGTCCCGGATTCTTGGGTC TCCAAGAAGTCTGTCCACAGACTTC TGCCCTGGCTCTTCCCCATCTA
GGCCTGGCECAGCAACATATAT TATTTATTTARGCAATTACTTT TCATGT TGGGGTGGGGACGGAGGGGAA
AGGGAAGCCTGGGTTTTTGTACARAAATGTGAGAAACCTT TGTGAGACAGAGAACAGGGAATTARATGTG
TCATACATATCCACTTGAGGGCGATTTGTCTGAGAGCTGGGGCTGGATGC TTGGGTARCTGGGGCAGGGC
AGGTGGAGGGGAGACCTCCATTCAGGTGGAGGTCCCGAGTGGGCGGGGCAGCGACTGGGAGATGGEGTCGG
TCACCCAGACAGCTCTGTGGAGGCAGGGTCTGAGCC TTGCCTGGGGCCCCGCACTGCATAGGGCCTTTTG
TTTGTTTTTTGAGATGGAGTCTCGCTCTGTTGCCTAGGCTGGAGTGCAGTGAGGCAATCTGAGGTCACTG
CAACCTCCACCTCCCGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGATTAGCTGGGATCACAGGTGTG
CACCACCATGCCCAGCTAATTATTTATTTCTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGT TGGC
CAGGCTGGTTTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCTCCTGCCTCGGCCTCCCARAGTGCTGGGATTACAG
GTGTGAGCCACCACACCTGACCCATAGGTCTTCARTARATATTTARATGGAAGGTTCCACAAGTCACCCTG
TGATCAACAGTACCCGTATGGGACAAAGCTGCAAGGTCAAGATGGTTCATIATGGCTGTGTTCACCATAG
CAAACTGGAAACAATCTAGATATCCAACAGTGAGGGTTAAGCAACATGGTGCATCTGTGGATAGAACGCC
ACCCAGCCGCCCGGAGCAGGGACTGTCATTCAGGGAGGCTAAGGAGAGAGGCTTGCTTGGGATATAGARA
GATATCCTGACATTGGCCAGGCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCTGGCACTTTGGGAGGACGRAGCGAG
TGGATCACTGAAGTCCAAGAGTTCGAGACCGGCCTGCGAGACATGGCARRACCCTGTCTCAARARAGAAA
GAATGATGTCCTGACATGAARCAGCAGGCTACARRACCACTGCATGCTGTGATCCCARTTTTGTGTTTTT
CTTTCTATATATGGATTAAARACAAAAATCCTARAGGGAAATACGCCARRATGT TGACAATGACTGTCTCC
AGGTCARAGGAGAGAGGTGGGATTGTGGETGACTTTTAATGTGTATGATTGTCTGTATTTTACAGAATTT
CTGCCATGACTGTGTATTTTGCATGACACATTTTAAARATAATAAACACTATTTTTAGAATARCAGARAA
A [SEQ ID NO:1]

CCTTCCARAGCCAGATCTT [SEQ ID NO:2]
GCCTGGGCAGGAACATATA [SEQ ID NO:3]
CCTGGGCAGGAACATATAT [SEQ ID NO:4]

GGTTCATTATGGCTGTGTT [SEQ ID NO:5]

Figura 11
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GCTGTAGCTGGTGAGAGGAAGTCCTAGAGGCTATGGACACTCTGCTGCTGGGATCACCGAGATGAGCAGC
AGCTGCTCAGGGCTGAGCAGGGTCCTGGTGGCCGTGGCTACAGCCCTGGTGTCTGCCTCCTCCCCCTGCC
CCCAGGCCTGGGGCCCCCCAGGGGTCCAGTATGCGCAGCCAGGGAGGTCCGTGAAGCTGTGTTGTCCTGS
AGTGACTGCCGGGGACCCAGTGTCCTGGTTTCGGGATGGGGAGCCAAAGCTGCTCCAGGGACCTGACTCT
GGGCTAGGGCATGAACTGGTCCTGGCCCAGGCAGACAGCACTGATGAGGGCACCTACATCTGCCAGACCC
TGGATGGTGCACTTGGCGGCACAGTGACCCTGCAGCTGGGCTACCCTCCAGCCCGCCCTGTTGTCTCCTG
CCAAGCAGCCGACTATGAGAACTTCTCTTGCACTTGGAGTCCCAGCCAGATCAGCGGTTTACCCACCCGC
TACCTCACCTCCTACAGGAAGAAGACAGTCCTAGGAGCTGATAGCCAGAGGAGGAGTCCATCCACAGGGL
CCTGGCCATGCCCACAGGATCCCCTAGGGGCTGCCCGCTGTGTTGTCCACGGGGCTGAGTTCTGGAGCCA
GTACCGGATTAATGTGACTGAGGTGAACCCACTGGGTGCCAGCACACGCCTGCTGGATGTGAGCTTGCAG
AGCATCTTGCGCCCTGACCCACCCCAGGGCCTGCGGGTAGAGTCAGTACCAGGTTACCCCCGACGCCTGE
GAGCCAGCTGGACATACCCTGCCTCCTGGCCGTGCCAGCCCCACTTCCTGCTCAAGTTCCGTTTGCAGTA
CCGTCCGGCGCAGCATCCAGCCTGGTCCACGGTGGAGCCAGCTGGACTGGAGGAGGTGATCACAGATGCT
GTGGCTGGGCTGCCCCATGCTGTACGAGTCAGTGCCCGGGACTTTICTAGATGCTGGCACCTGGAGCACCT
GGAGCCCGGAGGCCTGGGGAACTCCGAGCACTGGGACCATACCARAAGGAGATACCAGCATGGGGCCAGCT
ACACACGCAGCCAGAGGTGGAGCCTCAGGTGGACAGCCCTGCTCCTCCAAGGCCCTCCCTCCAACCACAC
CCTCGGCTACTTGATCACAGGGACTCTGTGGAGCAGGTAGCTGTGCTGECETCTTIGGGAATCCTTICTT
TCCTGGGACTGGTGGCTGGGGCCCTGGCACTGCGGCTCTGGCTGAGGCTGAGACGGGGTGGCAAGGATGG
ATCCCCARAGCCTGGGTTCTTIGGCCTCAGTGATTCCAGTGGACAGGCGTCCAGGAGCTCCAAACCTGTAG
AGGACCCAGGAGGGCTTCGGCAGATTCCACCTATARTTCTGTCTTGCTGGTGTGGATAGRAARCCAGETAG
GA~AGTAGATCCCTATGGTTGGATCTCAGCTGGAAGTTCTGTTTGGAGCCCATTTCTGTGAGACCCTGTA
TTTCAAATTTGCAGCTGAAAGGTGCTTGTACCTCTGATTTCACCCCAGAGTTGGAGTTCTGC A
b AETGTGTACATCTGTGTCCATGTGTGACCATGTGTCTGTGAAGGCCAGGGAACATGTATTCCT
CTGCATGCATGTATGTAGGTGCCTGGGAGTGTGTGTGGTCCTTGCTCTGGCCCTTTCCCTTGCAGGGTTG
TGCAGGTGTGAATAAA [SEQ ID NO:6]

GGACCATACCAAAGGAGAT [SEQ ID NO:7]
GCGTICTTTGGGAATCCTTT [SEQ ID NO:8]
GCAGGACAGTAGATCCCT [SEQ ID NO:9]

GCTCAAGGAACGTGTGTAA [SEQ ID N0O:10]

Figura 12
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Multiplo de cambio corregido para DEseq2
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