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DESCRIPCION
Inmunoensayo para secuencias de colageno tipo VI

La presente invencién se refiere a un anticuerpo que se une a un epitopo presente en el extremo C terminal de la
cadena a1 de colageno tipo VIl y a inmunoensayos que detectan dicho epitopo.

El colageno tipo VIII es un producto de células endoteliales, queratinocitos, mastocitos, células endoteliales
microvasculares y algunas células tumorales. También esta presente en una variedad de matrices extracelulares tan
diversas como la esclera, la piel y el glomérulo. Aunque la funcién del colageno tipo VIII es incierta, los trabajos
recientes ha puesto de relieve la importancia de este colageno en la vasculatura. Puede ser particularmente
significativa su regulacion por incremento en la migraciéon de las células del musculo liso y el papel potencial en el
mantenimiento del fenotipo de las células del musculo liso. Es interesante especular que este colageno puede
proporcionar un sustrato para una variedad de células y facilitar el movimiento de las células endoteliales en la
angiogénesis, las células del musculo liso en la invasion intimal y los miofibroblastos en condiciones fibréticas [1].

El colageno tipo VIII es un colageno no fibrilar de cadena corta y es el componente principal de la membrana de
Descemet (membrana basal que separa las células endoteliales corneales del estroma corneal) de las células
endoteliales corneales. Es parte del endotelio de los vasos sanguineos y esta presente en las arteriolas y vénulas, y
por tanto se encuentra en el corazén, el cerebro, el higado, los pulmones, los musculos, etc., mientras que se
encuentra alrededor de los condrocitos en el cartilago [1]. El gen del procoldgeno a1 humano se localiza en el
cromosoma 3, mientras que el gen del procolageno a2 humano se localiza en el cromosoma 1. Cada cadena a tiene
un peso molecular de aproximadamente 60 kDa [2]. Anteriormente, el colageno tipo VIII se habia descrito como un
heterotrimero compuesto por dos cadenas a1 y una cadena a2 [3], pero los estudios in vitro han demostrado que
también pueden formarse homotrimeros de a1 o a2 [4]. Ademas estos homotrimeros son resistentes a la pepsina y
un estudio inmunohistoquimico demostré que no se colocalizan siempre en la cérnea, el nervio 6ptico, la aorta y el
corddén umbilical [5].

El colageno tipo VIII es sintetizado por las células endoteliales aérticas y corneales, asi como por las células
endoteliales de la arteria pulmonar y las células endoteliales microvasculares. No todas las células endoteliales
expresan colageno tipo VIII, y como tal el coldgeno puede estar ausente de los vasos grandes y pequefios [6].
También se ha demostrado que los mastocitos humanos producen colageno tipo VIII en condiciones normales y
patolégicas, y se ha especulado que esto contribuye a la angiogénesis, la remodelacion de los tejidos v la fibrosis [7].

La angiogénesis, la remodelacion de los tejidos y la fibrosis son partes importantes del desarrollo y la progresion
tumoral [8]. Los pulmones tienen un area de superficie grande con una membrana basal asociada y una matriz
intersticial, y es bien sabido que las proteinas de la matriz como el coldgeno y la elastina tipo I, Ill, IV y VI estan
elevadas en pacientes con una enfermedad pulmonar [9-13]. El colageno tipo VIII puede estar relacionado con el
cancer ya que la angiogénesis tumoral se encuentra en la mayoria de los tumores malignos. Esta indirectamente
implicado en eventos tumorigénicos como la proliferaciéon celular y metastasis debido a la dependencia del
intercambio de oxigeno y nutrientes con productos de desecho tumoral [14]. Durante la angiogénesis, las células
endoteliales son inducidas a proliferar y migrar, asi como a activar vias de sefalizaciéon que a su vez impulsan los
cambios en la forma de las células y el brote angiogénico [15]. Ademas, los vasos sanguineos tumorales a menudo
no se vuelven inactivos debido a una remodelacion alterada del tejido que lleva a angiogénesis esporadica y a la
formacion de vasos sanguineos con fugas. Como con la angiogénesis, la fibrosis es un fenémeno que puede
observarse en muchos tumores malignos. En el cancer, la fibrosis también es conocida como desmoplasia. En la
desmoplasia, se observa una acumulacion de fibroblastos asociados a cancer (CAF) perpetuamente activados que
muestran una expresion aumentada y alterada de proteinas de la matriz extracelular (ECM), incluyendo los
colagenos [16]. La desmoplasia estd emergiendo como un proceso importante y activo involucrado en la iniciacion y
progresion tumoral y puede, entre otras cosas, promover la migracion de las células cancerosas [17].

Korsching et al, [34] divulga un anticuerpo dirigido contra los aminoacidos 100-111 de COL8A7 humano con un kDa
de aproximadamente 1.3.nM.

Como tal, un objetivo de la presente invencion es cuantificar el colageno tipo VIII en muestras de suero de pacientes
diagnosticados con enfermedades asociadas con remodelacion vascular y angiogénesis, como la fibrosis y el
cancer.

La secuencia del colageno humano alfa-1 (VIIl) se expone en la SEQ ID NO. 1. Un péptido sefal 1-27
(MAVLPGPLQL LGVLLTISLS SIRLIQA) se escinde para producir la cadena de proteina alfa-1 madura 28-744. La
secuencia del extremo N-terminal de la cadena de proteina alfa-1 madura es, por lo tanto, NH2-GAYYGIKPLP ..y la
secuencia del extremo C-terminal es ..SFSGYLLYPM-COOH.

Ahora hemos desarrollado un anticuerpo monoclonal y un kit de ELISA dirigido al extremo C-terminal de la cadena
madura Tipo VlII-a1. Nos referimos a este kit y a la reactividad medida con él aqui como 'C8-C'.
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Hemos establecido que los niveles de C8-C son elevados en comparacion con los controles en la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI), la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y el carcinoma de células escamosas de
pulmén junto con varios tipos de cancer.

La presente invencion utiliza un anticuerpo reactivo con un epitopo C-terminal de la cadena a1 del colageno Tipo
VI, que se une especificamente a dicho epitopo C-terminal comprendido en una secuencia de aminoacidos C-
terminal. SSFGYLLYPM-COOH.

El término "anticuerpo” como se usa en la presente incluye anticuerpos policlonales y monoclonales y también
fragmentos de unién especificos de anticuerpos como Fab o F(ab')2. Por tanto, dicho anticuerpo puede ser un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad de unién especifica.

Preferiblemente, dicho anticuerpo no reconoce ni se une a una version alargada de dicha secuencia de aminoacidos
C-terminal que es ..SSFSGYLLYPMA-COOH.

Preferiblemente, dicho anticuerpo no reconoce ni se une (o tampoco reconoce ni se une) a una version truncada de
dicha secuencia de aminoacidos C-terminal que es ..SSFSGYLLYP-COOH.

Preferiblemente, la relacion de la afinidad de dicho anticuerpo por la secuencia de aminoacidos ..SSFSGYLLYPM-
COOH con la afinidad de dicho anticuerpo por la secuencia de aminoacidos alargada ..SSFSGYLLYPMA-COOH, y/o
la secuencia de aminoacidos truncada ..SSFSGYLLYP-COOH, es mayor que 10 a 1.

De manera mas general, la relacion de la afinidad de dicho anticuerpo por la secuencia de aminoacidos
..SSFGYLLYPM-COOH con la afinidad de dicho anticuerpo por dicha secuencia de aminoacidos alargada es
preferiblemente mayor que 10 a 1, preferiblemente mayor que 50 a 1, preferiblemente mayor que 100 a 1,
preferiblemente mayor que 500 a 1, preferiblemente mayor que 1000 a 1, y lo mas preferible mayor que 10.000 a 1.

También preferiblemente, la relaciéon de la afinidad de dicho anticuerpo por la secuencia de aminoacidos
..SSFSGYLLYPM-COOH con la afinidad de dicho anticuerpo por dicha secuencia de aminoacidos truncada es mayor
que 10 a 1, preferiblemente mayor que 50 a 1, preferiblemente mayor que 100 a 1, preferiblemente mayor que 500 a
1, preferiblemente mayor que 1000 a 1, y lo més preferible mayor que 10.000 a 1.

La invencion incluye un método de inmunoensayo para detectar o cuantificar en una muestra un epitopo C-terminal
de la cadena a1 madura de colageno tipo VIII, en donde dicho método comprende poner en contacto una muestra
que comprende dicho epitopo terminal con un anticuerpo como se ha descrito anteriormente, y determinar el
cantidad de union de dicho anticuerpo.

La presente invencion proporciona un método de inmunoensayo para detectar o cuantificar en una muestra de
biofluido un epitopo C-terminal de la cadena a1 de colageno tipo VIl comprendido en la secuencia de aminoacidos
del extremo C-terminal SFSGYLLYPM-COOH, en donde dicho método comprende poner en contacto dicha muestra
que comprende dicho epitopo C-terminal con un anticuerpo especificamente reactivo con un epitopo comprendido
en la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal SFSGYLLYPM-COOH, y determinar la cantidad de unién de
dicho anticuerpo, en donde dicho biofluido es suero o plasma.

Dicho inmunoensayo puede ser un ensayo de competicion o un ensayo tipo sdndwich como un radioinmunoensayo o
un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Dicho método puede comprender ademas correlacionar la cantidad de dicho epitopo C-terminal o N-terminal de la
cadena a1 de colageno tipo VIII determinada por dicho método con los valores normales estandar de dicho extremo
C-terminal de la cadena a1 de colageno tipo VIII para evaluar un cambio la misma a partir de los niveles normales.

Este biomarcador puede usarse para ayudar en el diagnéstico de estados de enfermedad o para proporcionar un
pronostico sobre los pacientes que probablemente sufran un deterioro mas rapido de su condicién, lo que puede
hacer que sean pacientes mas relevantes para participar en un ensayo clinico de un tratamiento relevante. Tales
estados de enfermedad y/o afecciones incluyen fibrosis y cancer. Las afecciones fibréticas incluyen (pero no estan
limitadas a) fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), y los canceres
incluyen (pero no estan limitados a) cancer de mama, cancer de colon, melanoma, carcinoma de células no
escamosas del pulmoén (NSCLC), cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de préstata, y carcinoma de pulmén
de células escamosas (SCLC).

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un kit de ensayo para determinar la cantidad de un epitopo C-
terminal de la cadena a1 de colageno Tipo VI, que comprende un compafiero de unidn inmunolégica de la
invencién y por lo menos uno de:
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- una placa de 96 pocillos recubierta con estreptavidina

- un péptido que es reactivo con dicho compafiero de unién inmunoldgica, que puede ser un péptido biotinilado
Biotin-L-SFSGYLLYPM-COOH, en el que L es un conector opcional

- un anticuerpo secundario opcionalmente biotinilado para usar en un inmunoensayo sandwich

- un péptido calibrador que comprende la secuencia C-terminal ..SSFSGYLLYPM-COOH

- un kit de marcado de anticuerpos HRP

- un kit de radiomarcado de anticuerpos

- un kit de visualizacién de ensayo

La invencion se describira e ilustrara adicionalmente con referencia a los dibujos acompafiantes en los que:
La Figura 1 muestra resultados de una prueba de especificidad peptidica de dos anticuerpos monoclonales;

La Figura 2 muestra resultados de una prueba de reactividad del anticuerpo monoclonal 13G5 en suero
humano;

La Figura 3 muestra resultados de una prueba adicional de la reactividad del anticuerpo monoclonal 13G5 en
suero humano; y

La Figura 4 muestra resultados de una prueba adicional de la reactividad del anticuerpo monoclonal 13G5 en
suero humano.

Ejemplos
Ejemplo 1: Desarrollo de anticuerpos para el ensayo de C8-C, clon 13G5;

Usamos los ultimos 10 aminoacidos de la cadena a1 de colageno tipo VIII (735'SFSGYLLYPM'744) como un péptido
inmunogénico para generar anticuerpos monoclonales de epitopos especificos. Los métodos usados para el
desarrollo de anticuerpos monoclonales fueron como los descritos anteriormente [18]. Brevemente, se inmunizaron
ratones Balb/C de 4 a 6 semanas de edad por via subcutanea con 200 yl de antigeno emulsionado con 50 pg del
péptido inmunogénico. Se realizaron inmunizaciones consecutivas a intervalos de 2 semanas en adyuvante
incompleto de Freund, hasta que se alcanzaron niveles estables de titulacién de suero, y se sangraron los ratones a
partir de la segunda inmunizacion. En cada sangrado, se detecto el titulo de suero y se selecciond el ratén con el
titulo de antisuero mas alto y la mejor reactividad nativa para la fusidon. El ratéon seleccionado se dejé descansar
durante 1 mes seguido de refuerzo intravenoso con 50 ug de péptido inmunogénico en 100 ul de solucién de cloruro
de sodio al 0,9% 3 dias antes del aislamiento del bazo para la fusion celular.

El procedimiento de fusién se ha descrito en otra parte [19]. Brevemente, las células de bazo de ratdn se fusionaron
con células companieras de fusion de mieloma SP2/0. Las células de fusién se criaron en placas de 96 pocillos y se
incubaron en la incubadora de CO2. Aqui se us6 una dilucién limitada estandar para promover el crecimiento
monoclonal. Se seleccionaron y subclonaron lineas celulares especificas para el péptido de seleccion y sin
reactividad cruzada con el péptido alargado (SFSGYLLYPMA, Chinese Peptide Company, China). Finalmente, los
anticuerpos se purificaron usando una columna de IgG.

Protocolo de ensayo de C8-C:

Las placas ELISA usadas para el desarrollo del ensayo fueron recubiertas con estreptavidina de Roche (cat.:
11940279). Todas las placas ELISA se analizaron con el lector ELISA de Molecular Devices, SpectraMax M, (CA,
USA). Marcamos el anticuerpo monoclonal seleccionado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) usando el kit de
marcado Lightning link HRP de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Innovabioscience, Babraham,
Cambridge, Reino Unido). Se recubrié una placa de estreptavidina de 96 pocillos con péptido sintético biotinilado
biotina-KKKSFSGYLLYPM (Chinese Peptide Company, China) disuelto en tampén de ensayo (Trizma 50 mM,
Tween 20 0,46 mM, Rojo fenol 0,08 mM, NaCl 34 mM, Bronidox L5 al 0,36%, BSA al 1%, pH 7,4) y se incub6 30
minutos a 20° C. Se afiadieron 20 yl de péptido estandar o muestras diluidas en tampdn de ensayo a los pocillos
apropiados. seguido de 100 pl de anticuerpo monoclonal conjugado HRP 13G5, y se incubd 20 horas a 4° C.
Finalmente, se afiadieron 100 pl de tetrametilbenzinidina (TMB) (Kem-En-Tec cat.4380H) y la placa se incub6 15
minutos a 20° C en la oscuridad. Todos los pasos de incubacion anteriores incluyeron agitacion a 300 rpm. Después
de cada paso de incubacién, la placa se lavd cinco veces en tampoén de lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM). La
reaccion de TMB se detuvo afadiendo 100 pl de solucion de parada (H2SO4 al 1%) y se midié a 450 nm con 650 nm
como referencia.

Evaluacion técnica de C8-C:

El limite mas bajo de deteccion (LLOD) se determiné a partir de 21 muestras cero (es decir, tampdn) y se calculd
como la media + 3x desviacion estandar. La variacion dentro del ensayo y las variaciones entre ensayos se
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determinaron mediante 12 ejecuciones independientes de 8 muestras QC, y cada ejecucidon consistid de
determinaciones dobles de las muestras. La recuperacion de la dilucion se determiné en 4 muestras de suero y 4
muestras de plasma EDTA y se calculé como un porcentaje de recuperacion de muestras diluidas de la muestra al
100%. Los datos para la validacion técnica se ven en la Tabla 1.

Tabla 1. Validacion técnica del ensayo C8-C

Intervalo de deteccion 0.37 nM - 111 nM
Limite inferior de cuantificacién 3.4nM

Variacién intraensayo 6%

Variacion entre ensayos 12.70%

Intervalo de dilucion de muestras de suero 1:2 (recomendado

Intervalo de dilucion de muestras de plasma (EDTA) | 1:2 (recomendado

Recuperacion por diluciéon en suero 97.50%
Recuperacion por diluciéon en plasma (EDTA) 91%
Estabilidad de analito suero (24 h, 4C/20C) 94%/67.3%

Estabilidad de analito plasma (EDTA) (24 h, 4C/20C) | 83.3%/74.4%

Ejemplo 2

Usando el anticuerpo monoclonal 13G5 se midié C8-C en muestras de suero de pacientes diagnosticados con
EPOC (n = 13), FPI (n = 10) y cancer de pulmén de carcinoma de células escamosas (n = 10) obtenidas de
Proteogenex (Culver City, CA) y se comparo con los controles no enfermos. Los resultados se muestran en la Figura
2.

Los resultados se muestran como media + error estandar de la media (SEM). Las diferencias entre los valores
medios se compararon mediante la prueba ANOVA de una via de Kruskal-Wallis no paramétrica. Todos los analisis
estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software, San Diego, CA). Los valores de P
menores de 0,05 se consideraron significativos.

Se descubrié que los niveles de C8-C eran elevados en todas estas afecciones clinicas.
Ejemplo 3

Se evalud C8-C en una cohorte de EPOC mas grande. Las concentraciones de C8-C se midieron en muestras de
suero de pacientes diagnosticados con EPOC (n = 68) obtenidas del Hospital Hvidovre (Hospital Hvidovre,
Dinamarca) y se compararon con los controles no enfermos (n = 20).

La Figura 3 muestra que la concentracion de C8-C fue significativamente elevada en los pacientes diagnosticados
con EPOC en comparacioén con los controles (p <0,0001).

Ejemplo 4

Usando el anticuerpo monoclonal 13G5 se midieron los niveles de C8-C en muestras de suero de pacientes
diagnosticadas con cancer de mama (n = 13), de colon (n = 7), gastrico (n = 9), melanoma (n = 7), NSCLS (n = 12),
de ovario (n = 10), de pancreas (n = 5), de prostata (n = 14) y SCLC (n = 8) obtenidas de Asterand (Detroit, Ml) y se
compararon con controles no enfermos (n = 43). Las muestras se diluyeron 1:2 en el ensayo C8-C. Los resultados
se muestran en la Figura 4.

Se descubrid que los niveles de C8-C eran elevados en todas estas afecciones clinicas.
Exposicion

Hasta donde sabemos, esta es la primera divulgacion que describe el desarrollo y la validacion de un nuevo ELISA
competitivo para la evaluacion de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el extremo C-terminal del colageno tipo
VIIl. Se demostré que el ensayo era técnicamente robusto, mostrando valores bajos de LLOD, variacion intra- e
inter-ensayo e interferencia con una recuperacion de dilucion aceptable y estabilidad del analito. La alineacion de
secuencia del extremo C-terminal humano, de rata, de ratdn y bovino de coladgeno tipo VIII muestra un 100% de
homologia entre las especies. El anticuerpo monoclonal 13G5 es especifico hacia la secuencia C-terminal
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SFSGYLLYPM. El ensayo no detectd el péptido alargado (un aminoacido adicional) o sin sentido indicando que el
anticuerpo monoclonal es especifico hacia el extremo C-terminal del colageno tipo VIII. EI ELISA competitivo de C8-
C funciona para evaluaciones en matrices tanto humanas como de roedores, lo que permite una buen ciencia
traslacional.

El ensayo de C8-C descrito actualmente es diferente de otros ensayos disponibles comercialmente, ya que otros
ensayos comerciales de colageno tipo VIII disponibles utilizan anticuerpos o monoclonales o policlonales para los
que no se conoce el epitopo preciso. Kapoor y col. plante6 anticuerpos tanto policlonales como monoclonales hacia
dominios triple-helicoidales de colageno tipo VIII a partir de fragmentos de 50 kD derivados de la membrana de
Descemet [20,21]. Los fragmentos usados para la inmunizacién son resistentes a la pepsina pero no resistentes a
las colagenasas [21]. Dentro de los tejidos hay una remodelacion en curso constante, con un fino equilibrio entre la
formacion y la degradacion de las proteinas. En enfermedades, como la fibrosis o el cancer, hay un aumento en el
recambio de tejidos y el equilibrio se desplaza hacia la formacion, lo que lleva a un aumento neto de proteinas de la
matriz, pero es importante tener en cuenta que la degradacion de las proteinas de la matriz también aumenta. Dado
esto, es altamente plausible que el colageno de tipo VIl sea escindido por colagenasas durante la remodelacién del
tejido. El anticuerpo NB683-13G5 desplegado en el ensayo de C8-C tiene la ventaja de que es especifico de una
secuencia pequefia que consiste de solo diez aminoacidos, lo que garantiza que detecta incluso los fragmentos
pequefos generados por la degradacion de la proteasa. Los anticuerpos generados por Kapoor et al. y Sawada et al.
reconocen un péptido bastante grande que es probable que se degrade [21,22], por lo tanto, se detecta un grupo
mas pequeio de colageno tipo VIII.

Se ha demostrado que el colageno tipo VIII estd elevado después de una lesidon vascular y es parte de la
remodelacion del tejido que tiene lugar después de la lesion [23]. Ademas, el colageno tipo VIl se ha localizado en
las células endoteliales durante la proliferacién y cuando las células endoteliales estan expuestas a factores
angiogénicos puede observarse un aumento de 4-6 veces del colageno tipo VIII [24]. Se sabe que la expresion
génica del colageno tipo VIl es elevada en el estroma asociado al tumor y se ha demostrado que es elevada en las
células de carcinoma hepatocelular [25]. Hasta donde sabemos, somos los primeros en mostrar que las
concentraciones de colageno tipo VIl estan elevadas en la circulaciéon de pacientes diagnosticados con EPOC y
cancer de pulmon SCC. Esta generalmente aceptado que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) esta
regulado por incremento en la EPOC, mientras que es bien sabido que tiene lugar una remodelacion vascular.
Recientemente, se ha aceptado que la angiogénesis aumenta en pacientes con EPOC [26,27]. Para confirmar las
concentraciones elevadas de C8-C observadas en pacientes con EPOC, se evalué una cohorte mas grande de
pacientes con EPOC. Se descubrié que pueden verse concentraciones significativamente aumentadas de C8-C en
suero de pacientes con EPOC en comparacion con los controles (p <0,0001). Con mas precision, se observé un
aumento de 7 veces de las concentraciones de C8-C en el suero de pacientes con EPOC en comparacion con los
controles.

Ademas, las concentraciones de colageno tipo VIII fueron significativamente elevadas en pacientes diagnosticadas
con cancer de mama, colon, melanoma, NSCLC, ovario, pancreas, prostata y SCLC, pero no cancer gastrico. En
resumen, se observaron aumentos entre 5 y 12 veces dentro de varios tipos de cancer, excepto el cancer gastrico.
Se ha demostrado anteriormente que la expresion de colageno tipo VIl es elevada en los vasos sanguineos de
algunos tipos de tumores cerebrales y varios carcinomas [28]. Ademas, el colageno tipo VIl es expresado por las
células endoteliales y las células del musculo liso, especialmente después de una lesidn vascular, y por las células
tumorales. La integrina a2B1 es un receptor conocido para el colageno tipo I-VIII [29], que segun los estudios ha
aumentado en las células metastasicas en comparacion con las células en el tumor primario [30]. El receptor esta
asociado con la progresion e invasién tumoral en varios tipos de cancer. El colageno tipo VIII es capaz de regular la
migracion de las células musculares lisas (SMC) a través del receptor 31 [29], las SMC siendo actores importantes
en las enfermedades fibréticas y el microambiente tumoral [31]. El cancer gastrico fue la Unica forma de cancer que
no mostraba concentraciones aumentadas de C8-C en suero. La bibliografia indica que hay una remodelacién de
ECM en curso en el tejido gastrico de cancer [32], pero estos datos se basan en el metabolismo de colageno no
especificado o colageno de tipo I, lll y IV. Los inventores de la presente invencion no pudieron encontrar ninguna
bibliografia que confirmara la presencia de colageno tipo VIl en canceres relacionados con el estbmago o gastricos,
lo que podria explicar las bajas concentraciones de C8-C en el suero de pacientes diagnosticados con cancer
gastrico.

En conclusién, los inventores de la presente invencidn son los primeros en desarrollar un ensayo de colageno tipo
VIII técnicamente robusto y muestran que las concentraciones de colageno tipo VIII estan significativamente
elevadas en suero de pacientes diagnosticados con EPOC y varios tipos de cancer. El anticuerpo NB683-13G5 se
genero e implemento en el ELISA competitivo de C8-C y se descubrid que era especifico para la parte C-terminal del
colageno tipo VIII.

En esta especificaciéon, a menos que se indique expresamente lo contrario, la palabra 'o' se usa en el sentido de un
operador que devuelve un valor verdadero cuando se cumpla una o ambas de las condiciones establecidas, en
oposicion al operador 'exclusivo o' que requiere que solo se cumpla una de las condiciones. La palabra 'comprende’
se usa en el sentido de 'incluye' en lugar de significar 'consiste de'.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de inmunoensayo para detectar o cuantificar en una muestra de biofluido un epitopo C-terminal de la
cadena a1 de colageno tipo VIII comprendido en la secuencia de aminoacidos C-terminal SFSGYLLYPM-COOH, en
donde dicho método comprende poner en contacto dicha muestra que comprende dicho epitopo C-terminal con un
anticuerpo especificamente reactivo con un epitopo comprendido en la secuencia de aminoacidos del extremo C-
terminal SFSGYLLYPM-COOH, y determinar la cantidad de unién de dicho anticuerpo, en donde dicho biofluido es
suero o plasma.

2. Un método como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde dicho inmunoensayo es un ensayo de competicion
0 un ensayo tipo sandwich.

3. Un método como se reivindica en la reivindicacion 2, en donde dicho inmunoensayo es un radioinmunoensayo o
un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

4. Un método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas correlacionar
la cantidad de dicho epitopo C-terminal de la cadena a1 de colageno tipo VIII determinada por dicho método con los
valores de control no enfermos de dicho epitopo C-terminal de la cadena a1 de colageno tipo VIII para evaluar un
cambio da la misa a partir de los niveles no enfermos.

5. Un método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.
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Figura 1

Colageno tipo VIII, clones 7F10 y 16F4 N-terminales
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Figura 2
Muestras de proteogenex
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Figura 4
Muestras de Asterand
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