SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

o AR ARG

AN

sl

- Fecha: 2013 12 27 13 41 29 Dep 2020 DIR NUEVASCR
S | 2\. T?a 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIONALI
N : 1\“7 Act. 411 PRESENTACION Folios: 1562

Industria y Comercm
‘SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO: ENSAYO DE LISILOXIDASA- HOMOLOGO 2Y
METODOS DE USO DEL MISMO

51. CLASIFICACION INTRNACIONAL

71. SOLICITANTE: GILEAD BIOLOGICS, INC.

DOMICILIO: California, Estados Unidos de América,

74. APODERADO SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ

22. BOGOTA, D.C.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO sién

ARG RRERELRRORLD

Industria y Comercio No. 13-301122- -00000-0000

SUPERINTENDENCIA Fecha: 2013-12-27 13:41:29 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 152

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES =
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT.

Patente de invencidn Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD %Capitulo I ECapitu]o 1
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/040585 Fecha 01 de Junio de 2012
Publicacion Internacional No. WO 2012/167181 Al Fecha (6 de diciembre de 2012

3 | TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

ENSAYO DE LISILOXIDASA-HOMOLOGO 2 Y METODOS DE USO DEL MISMO

4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) CO7K 16/40

5 | SOLICITANTE (S) [] Esta persona también es inventor. Para datos adicioné_les utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS O RAZON SOCIAL _ NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
GILEAD BIOLOGICS, INC '
6 | DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION: 333 Lakeside Drive Foster City, No. TELEFONO: v
CIUDAD: California 94404, CORREO ELECTRONICO:

PAIS DE RESIDENCIA: Estados Unidos de América LUGAR DE CONSTITUCION: Estados Unidos de América

7 | INvENTOR 8S) VER HOJA INFORMACION COMPLEMENTARIA

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)

DIRECCION CIUDAD ESTADO - PAIS RESIDENCIA

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[ Los demas solicitantes y/o (demis) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 ’ [J REPRESENTANTE LEGAL APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION

LOPEZ DIAZ SILVANA MARIA | C.C. 22.468.787 T.P. 147463 CSJ

DIRECCION  Cra. 11 No. 8653, Piso 6  No. TELEFONO 6181088
) RR . .
CIUDAD Bogota, D.C. IEI(?EC]I“:JI&)NIC o notificaciones@clarkemodet.com.co.
PAIS Colombia . T
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD Ost [ONo :
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31)NUMER®: " | (32) FECHA AAA/MM/DD

1.Estados Unidos de América UsS 61/492.210 2011/06/01
2. Estados Unidos de América US 61/550.895 2011/10/24

3. Estgdos Unidos de América US 61/578.813 2011/12/21




DECLARACION SOBRE USO DE RECUIiébS GENETICOS O BIOLOGICOS

11
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que cualquiera de los palses miembros de la
Comumdad Andina es pais de origen.
Osr anNo
Nota: En caso afirmativo deber4 anexar copia del "contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado 0 niimero de registro,
expedido por la Autoridad competente.

12 DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES
Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradlcmna]es de comunidades indigenas, afroamericanas o locales
de paises miembros de la Comunidad Andina.
Os1 nNo
Nota: En caso afirmativo deber4 anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradiciorial, o certificado, o nimero de registro expedido por la
Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS _ ' :

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
Osi an~o

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econdémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que se refiere la resolucion vigente en
tarifas, debe firmar [a presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

Micro, pequefias y medianas empresas l:]

Universidades publicas o privadas |
[

Entidades sin 4nimo de lucro D

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA Ost  OwNo

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las notificaciones en linea a través de Internet de

los actos administrativos proferidos por la Supenmendencna de Industria y Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el

servicio de notificacién a través de internet.
15 COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO ‘ R . N°13-12917411 Fecha 13/12/2013

) : 13- ) | 2771212013
16 FIRMA DEL APODERADO :
t
Ry
SILVANA MARIA LOPEZ DiAZ
S : : C.C.22.468.787 T.P. 147463 C
ANEXOS L _ S
17 :
Documentacién Técnica o Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano c 9... [J Poderes, si fuera el caso.
10. [ Documento que legalmente pruebe la cesion del
. I _ Ne de folios: inventor al  solicitante o a su causante. Regla 4.17
1. X De?‘?’ 1p<A:|6nA T NO P aiuindiean: . 11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos
2. [X Reivindicaciones . N° Reivindicaciones: N N A
3. [JDibujos y/o figuras ¢ N° folios: 4] pfoductqs derivados, certificado 0 namero de
. ibujos y/o fig - registro, si fuera el caso.

4. {X Resumen. 12 O Copia de la licencia o autorizacion de
5. [0 Certificado de depésito de material biolégico si fuera el caso. Conocimientos Tradicionales, certificado o namero
6. [0 Listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoécidos en forma digital si fuera el caso. ~ deregistro, si fuera el caso.
7. [ Artefinal 12 x 12. 13. Reducci6n de tasas
8. [ Anexo formato digital Micro, pequeiias 0 medinas empresas

[ Copia simple de la declaracién de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idonea.

[J Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004,
Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido
por el Ministerio de Educacién
Entidades sin 4nimo de lucro
[ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[C] Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar
14. [X Comprobante de pago de la tasa de presentacién de
la solicitud.
15. [0 Comprobante de pago por reivindicacion de
prioridad.
16. [ Comprobante de pago de ia tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacién,
17. [ Comprobante de pago por reivindicacién adicional
~ o all.

P-4076




Industria y Comercio

SUPERTNTENDENCTA [ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT ]

ANEXO INVENTORES

1.) SMITH, Victoria.

(C/o Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

2) ADAMKEWICZ, Joanne, I

(Clo Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

3) LYMAN, Susan, K

(C/o Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

4.) CHIEN, Jason

(C/o Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

5.) LI, Xiaoming

(Clo Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

6.) SHAOQ, Lixin :

(c/o Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estados Unidos de América);

7.) BORNSTEIN, Jeffrey, D.

(C/o Gilead Sciences, Inc. 333 Lakeside Drive Foster City, California 94404, Estad6§ ‘Unidos de América);

PI02-FO6 vra (2012-04-19)



ENSAYO DE LISILOXIDASA-HOMOLOGO 2 Y METODOS DE USO DEL
| MISMO -
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados
Unidos N ° 61/492,210, presentada el 01 de junio de 2011, y la aplicacién provisional de
los Estados Unidos N° 61/550,895, presentada el 24 de octubre del 2011, y los Estados
Unidos la aplicacion provisional N © 61/578, 813, presentada el 21 de diciembre de
2011, cuyas descripciones se incorporan aqui como referencia en su totalidad a todos los

efectos.

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS PRESENTADAS A TRAVES
DE EFS-WEB

[0002] Todo el contenido de la siguiente presentacion electronica del listado de
secuencias a través del servidor USPTO EFI-WEB, segun lo‘autorizado y establecido en
MPEP § 1730 IL.B.2 (a) (C), se incorpora al presente por referencia en su totalidad para
todos .los propositos. El listado de la secuencia se identifica en el archivo de texto

presentado electronicamente de la siguiente manera:

Nombre del archivo Fecha de Creacién Tamaiio (bytes)
246102008340Seqlist.txt | 1 de Junio, 2012 25,654 bytes
ANTECEDENTES

[0003] La lisil oxidasa-homélogo 2 (LOXL2) una proteina; de la matriz extracelular.
Poca LOXL2 extracelular se observa en tejidos adultos sanos, pero su expresion se
induce en una variedad de enfermedades fibroticas y tumores Es secretada por
fibroblastos activados, celulas de musculo liso asomadas a la enfermedad, células

Cl&

endoteliales, y epitelios.

. RESUMEN
[0004] La presente descripcion se refiere a la deteccion de la lisil oxidasa-
homologo 2 (LOXL2), por ejemplo, polipéptidos LOXL2, y su uso en métodos de

diagnéstico, pronostico, y predictivos. Por ejemplo, los proporcionados son ensayos



para detectar y/o cuantiﬁc.ar LOXL2, tales como los énsayos para detectar y/o
cuantificar polipéptidos de lisil oxidasa like-2 (LOXL2) ciré}llantes en un individuo.
También se proporcionan métodos y usos de tales en%a).f_os en aplicaciones de
diagndstico, prondstico, y predictivas y dispositivos de ens;&'b y kits para el uso del
mismo.

[0005] Los proporcionados son métodos para detectar LOXL2, normalmente
LOXL2circulante, en un individuo. Entre los métodos proporcionados estin la
deteccion, el diagnostico, la prediccion, el monitoreo y los métodos de prondstico. En
algunos ejemplos, los métodos se llevan a cabo poniendo en contacto una muestra, en
general, una muestra liquida obtenida del individuo, con un anticuerpo especifico para
LOXL2 y detectar la unién del anticuerpo al polipéptido, por ejemplo, polipéptido
LOXL2, presente en la muestra. En algunos ejemplos, el ensayo detecta LOXL2 en la
muestra liquida a 300, 250, 200, 175 pg/ ml o menos, o detecta LOXL2 en la muestra a
una concentracion tan baja como 300, 250, 200, 175 pg/ml,'pbfr ejemplo, tan baja como
desde aproximadamente 150 pg/ml hasta aproximadamente 175 pg/ ml, desde
aproximadamente 125 pg/ml hasta aproximadamente;-_- 150 pg/ml, desde
aproximadamente 100 pg/ml hasta aproximadamenté 125 pg/ml, desde
aproximadamente 75 pg/ml hasta aproximadamente 100 pg/mi, desde aproximadamente
50 pg/ml hasta aproximadamente 75 pg/ml, o desde aproximadamente 40 pg/ml hasta
aproximadamente 50 pg/ml.

[0006] En algunos ejemplos, el nivel LOXL2 detectado indica la presencia o
ausencia de una enfermedad o condicién. En algunos ejemplos, indica la probabilidad
de que el individuo respondera a un tratamiento particular para la enfermedad, o indica
la eficacia de un tratamiento. En algunos ejemplos, como cuando los métodos son
métodos de pronostico, el nivel detectado de LOXL2 indica la probabilidad de un
resultado, evento o criterio de valoracion de la enfermedad o condicidn. En algunos
aspectos, la enfermedad o condicion se caracteriza por, 0 esta asociada a, la circulacion
de LOXL2 o con elevado LOXL2 circulante. En algunos asp}i‘éé‘tos, el individuo tiene la
enfermedad o condicion; en algunos aspectos, se sospecha"*ﬁﬁe el individuo tiene la
enfermedad o condicién. En algunos aspectos, los métodos incluyen ademas la
determinacién de que el individuo tiene o no tiene la enfermedad o condicion,
responden probablemente 0 no a un tratamiento particuldr, o pueda tener o no un

resultado o un evento en particular, o que un tratamiento ha sido o no ha sido efectivo.



[0007] En algunos ejemplos, el individuo se encuentfa en un tratamiento para la
enfermedad o condicién y un nivel detectado de LOXL2 que es inferior a un nivel
determinado en un punto de tiempo anterior, tal como un mvel de pre-tratamiento, lo
que indica la eficacia del tratamiento.

[0008] La muestra es tipicamente una muestra de liquido, tal como sangre, una
fraccién de sangre, tales como suero o plasma, orina, saliva, esputo, o lavado
broncoalveolar.

[0009] En algunos ejemplos, el anticuerpo incluye un marcador detectable;
marcadores a modo de ejemplo incluyen un agente quimioluminiscente, un marcador
particulado, un agente colorimétrico, un agente de transferencia de energia, una enzima,
un agente fluorescente, y un radioisétopo. En algunos ejemplos, la LOXL2 presente en
la muestra se inmoviliza en un soporte insoluble por el contacto de la muestra de liquido
con un segundo anticuerpo especifico para LOXL2 para formar un segundo complejo
anticuerpo-LOXL2. En un‘“ejemplo, el segundo anticuerpo ;-_:se inmoviliza sobre el
soporte insoluble. En otro ejemplo, el segundo complejo aht;igmerpo-LOXLZ se forma
antes de poner en contacto la muestra con el anticuerpo. E] :énticuerpo inmovilizado
puede ser policlonal 0 monoclonal. En algunos ejemplos, el anticuerpo se une a LOXL2
cuando el LOXL2 se une a un agente que inhibe la actividad enzimatica de la LOXL2,
tal como un inhibidor alostérico de la actividad enzimatica de LOXL2, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal anti-LOXL2, tal como uno que se une a un epitopo dentro de un
dominio SRCR3-4.

[0010] Los ejemplos de los anticuerpos anti-LOXL2 para uso en relacion con
los métodos y formas de realizacion proporcionadas incluyen, por ejemplo, AB0023,
ABO0024, anticuerpos que tienen una regiéon variable de cadena pesada con una
secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID N°: 6, 8, 10, 11, 0 12, o con
75% o mas, 80% o mas, 90% o mas, 95% o mads, o 99% o'mas de homologia con la
SECID N 6, 8, 10, 11, 0°12, o con una CDR1, CDR2, y/6‘CDR3 de la secuencia de
region variable expuesta en la SEC ID N °: 6, 8, 10, 11, o l‘f2~;"_‘}y/o que tiene una region
de cadena ligera variable que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEC
ID N°: 7,9, 13, 0 14, 0 con 75% o mas, 80% o mas, 90% o mas, 95% o mas, 0 99% o
mas de homologia con la SEC ID N °: 7 o con una CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la
secuencia de la regién variable establecida en la SEC ID N°: 7; 9, 13, o 14, tal como un
anticuerpo con una cadena pesada que tiene la CDR1, CDR2, y/o CDR3 o toda la

secuencia de la secuencia de regién variable expuesta en la SEC ID N°: § y una region



variable de cadena ligera con la CDR1, CDR2 y/o CDR3 .0 toda la secuencia de la
secuencia de region variable expuesta en la SECID N ®: 9.

[0011] En algunos ejémplos, los métodos incluyen ademas la comparacion del
nivel detectado con un valor normal de control, donde un nivel detectado mas alto que
un valor normal de control es indicativo de la presencia de .lla enfermedad o condicién,
una probabilidad de que el individuo respondera a un tratamriento para la enfermedad o
condicion, o una probabilidad de un resultado patoldgico. Por ejemplo, en algunos
ejemplos, los métodos de deteccion de niveles patologicos de LOXL2 circulante. Tales
métodos pueden incluir la comparacion del nivel detectado con un control normal u otro
valor de referencia, donde un nivel detectado que es mayor que un control normal o
valor de referencia es indicativo de una patologia.

[0012] También se proporcionan métodos para determinar si un individuo tiene una
enfermedad o condicién caracterizada por o asociada con la elevada circulacion de la
lisil oxidasa like-2 (LOXL2), el diagndstico de una enfermedad o condicidn, o hacer
una determinacion predictiva o prondstico en relacién con tal enfermedad o condicién.
En los ejemplos, tales métodos se llevan a cabo mediante la deteccion de un nivel de
LOXL2 en una muestra, por ejemplo, muestra liquida, obtenida del individuo, por
ejemplo, de acuerdo con los ensayos y métodos proporcionados en este documento,
tales como los descritos anteriormente. Tipicamente, un nivel de LOXL2 que es mayor
que uh nivel de control normal, el nivel de referencia, o en algunos casos superiores a la
basal indica que el individuo tiene una enfermedad caracterizada por elevada LOXL2
circulante, o indica informacién de prondstico o predictiva sobre la enfermedad o
condicién, tales como la prediccién de la probabilidad de un resultado particular o la
probabilidad de que el individuo respondera a un tratamiento de la enfermedad en

particular.

[0013] En algunos aspectos de los métodos proporc-iénados, la enfermedad o
condicién es fibrosis o cancer o una enfermedad asociada coh la misma. Los ejemplos
incluyen fibrosis pulmonar (tales como la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF)), la fibrosis
hepética, fibrosis renal, fibrosis cardiaca, mielofibrosis, cirrosis, hepatitis viral cronica,
virus de la hepatitis C (VHC) y virus de la hepatitis B (VHB). En algunos aspectos, la

enfermedad o afeccion es la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).



[0014] Los métodos pueden incluir ademas someter al individuo a una o més
pruebas de diagndstico adicionales, que pueden incluir pruebas de funcién pulmonar,
pruebas de la funcion cardiaca, y pruebas de funcidn hepatica.

[0015] También se proporcionan métodos para determinar la probabilidad de
que un individuo que tiene una enfermedad fibrotica exhibira una respuesta clinica
beneficiosa a un tratamiento para la enfermedad fibrética. Tales métodos pueden incluir
la determinacion de un nivel circulante de lisil oxidasa like-2 (LOXL2), por ejemplo, en
una muestra liquida obtenida del individuo, tales como por los métodos descritos
anteriormente. En un aspecto, un nivel circulante de LOXL2 que es mayor que un nivel
de control normal indica que el individuo tiene una mayor probabilidad de mostrar una
respuesta clinica beneficiosa a un tratamiento para la enfermedad fibrética. En algunos
ejemplos, los informes se generan en funciéon de la probabilidad determinada. En
algunos ejemplos, los métodos incluyen ademds el tratamiento del individuo para la
enfermedad fibrdtica. En algunos ejemplos, el individuo tieﬁé'una enfermedad activa
fibrotica, tales como fibrosis hepatica d¢ METAVIR F1 o F2, y/o una enfermedad
fibrotica de etapa avanzada, tal como fibrosis hepatica de METAVIR F4.

[0016] También se proporcionan métodos para determinar la eficacia de un
tratamiento para una enfermedad caracterizada por elevada lisil oxidasa like-2 (LOXL2)
en un individuo. En algunos ejemplos, tales métodos se llevan a cabo mediante la
determinacién de un nivel LOXL2 de circulacion en un punto de tiempo en un individuo
sometido a tratamiento para la enfermedad, de acuerdo con los métodos de deteccion
descritos anteriormente y en el presente documento. Tipicamente, un nivel de
circulacion LOXL2 en la muestra que es menor que un nivel obtenido en un punto de
tiempo anterior, tal como un nivel de pre-tratamiento, del individuo, indica la eficacia
del tratamiento. Alternativamente, el nivel circulante de LOXL2 en la muestra se puede
incrementar inicialmente seguido de la depuracion por el cuerpo.

[0017] También entre los métodos establecidos estan 1os métodos de prediccion
y de pronéstico para la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF). En algunos ejemplos, tales
métodos se llevan a cabo mediante la obtencién de una muestra de un individuo, y la
deteccion de un nivel de LOXL2 en la muestra, tal como el uso de los métodos descritos
en el presente documento. Generalmente, el nivel de LOXL2 indica la probabilidad de
un resultado de la enfermedad IPF o evento en el individuo.

[0018] Estos y otros de los métodos proporcionados también puede incluir una

etapa de comparar el nivel detectado a un nivel de control normal de LOXL2, donde un



@

nivel elevado de LOXL2 en comparacion con el nivel de control normal indica un
aumento de la probabilidad de la ocurrencia de un resultado de la enfermedad IPF o
evento en el individuo. En algunas realizaciones de los métodos proporcionados, un
nivel de LOXL2 que es mas alto que un nivel de referencia de umbral se correlaciona
con la evolucién negativa o la mortalidad en un sujeto. En ﬁn ejemplo, el nivel umbral
de LOXL2 en la muestra es al menos 800 picogramos (pg) por mililitro (mL), al menos
600 pg/mL, al menos 400 pg/mL, o al menos 200 pg/mL. En otro ejemplo, el nivel
umbral de LOXL?2 en la muestra es de al menos 440 pg/mL. En un ejemplo, el método
indica al menos un aumento de 2 veces, 3 veces, 4 veces, S veces, 6 veces, 0 7 veces en
la probabilidad de evolucién de la enfermedad IPF en el individuo en comparacion con
un sujeto que tiene un nivel LOXL2 que es igual al nivel de LOXL2 de control normal o
de basal.

[0019] Entre los resultados y los eventos de la enfermedad IPF son la progresion
de la enfermedad IPF (como la definida como la mortalidad por cualquier causa,
hospitalizacién respiratoria o una disminucién categérica de la funcién pulmonar),
disminucién de la funcién pulmonar, hospitalizacion respiratoria, supervivencia libre de
trasplante, muerte, y la respuesta al tratamiento. En algunos casos, los métodos de
predecir un resultado, un evento o criterio de valoracion, o la posibilidad del mismo,
asociado con IPF, en un individuo. En algunos casos, los métodos de predecir el
resultado, criterio de valoracién, o la probabilidad del mismo en un individuo que ha
sido considerado "negativo" para tal resultado, criterio de valoracién, o la probabilidad
por otro método o ensayo, tal como en base al indice Personal de Mortalidad Clinica y
Molecular (PCMI) o el nivel de uno o mas biomarcadores, tales como MMP7, ICAM1,
L8, VCAMI1 y S100A12 (o para los que cualquier otro métbdo o ensayo no detecte o
sea incapaz de detectar el resultado, evento, criterio de valoragi’én, o probabilidad de los
mismos).

[0020] El método predictivo o de prondstico de IPF ‘puede incluir ademads la
deteccion de una medida de la gravedad de la enfermedad IPF o el estado funcional en
el individuo, seleccionado de entre el grupo, que consiste del porcentaje esperado de la
capacidad vital forzada (CVF), el porcentaje esperado de la capacidad de difusion de
monéxido de carbono (DLCO), la distancia recorrida en 6 minutos (6MWD), la presion
media de la arteria pulmonar (PAPm), la saturacion mas baja de oxigeno en reposo
(Sp02), el indice fisiologico compuesto (IPC), la puntuacion del Cuestionario

Respiratorio de St. George (SGRQ), y la puntuacion del Indice de Transicion de Disnea



(TDI), la capacidad de respuesta al tratamiento, y los biomaféédores de la enfermedad
FPI. En algunos ejemplos, los métodos incluyen ademas analizar el nivel LOXL2 y/o
medida de la gravedad de la enfermedad o el estado funcional usando un modelo
predictivo.

[0021] También se proporcionan métodos para el seguimiento de la respuesta de
un individuo a un tratamiento de IPF o determinar la probabilidad de que el individuo
responderé al tratamiento. En un ejemplo, tales métodos se llevan a cabo mediante la
obtencién de una muestra de un individuo sometido a tratamiento para FPI, y detectar
un nivel de LOXL2 en la muestra. Tipicamente, el nivel de LOXL2 indica la capacidad
de respuesta del individuo al tratamiento o la probabilidad de que el individuo
respondera al tratamiento. |

[0022] En algunos casos, los métodos incluyen ademas iniciar, alterar, o
suspender un tratamiento de IPF en el individuo. En algunos éjemplos, el tratamiento es
iniciado, alterado, o suspendido en base a la informacion deiér}ninada por los métodos,
tales como el nivel o nivel relativo de LOXL2 o la informacion de prondstico o
predictiva. En algunos ejemplos, ¢l tratamiento se inicia antes de la determinacion de
los niveles de LOXL2.

[0023] También se proporcionan dispositivos de ernisayo y kits para uso en los
métodos proporcionados, tales como para su uso en la determinacion del nivel de un
polipéptido de lisil oxidasa-homoélogo 2 (LOXL2) en una muestra bioldgica liquida
obtenida de un individuo. En una realizacién, un dispositivo de este tipo incluye una
matriz que define una trayectoria de flujo axial, la matriz incluye i) una zona de
recepcion de muestra en un extremo en direccion ascendente a la trayectoria de flujo
que recibe la muestra de fluido; ii) una o méas zonas de ensayol.posicionadas dentro de la
trayectoria del flujo y en trayectoria descendente de la zona‘de recepciéon de muestra,
cada una de la una o mas zonas de ensayo comprende un_ahiicuerpo especifico para
LOXL2, en donde cada uno de los anticuerpos especiﬁcos: péra LOXL2 es capaz de
unirse a un polipéptido LOXL2 presente en la muestra de liquido para formar un
complejo anticuerpo anti-LOXL2/LOXL2; y iii) una o mas zonas de control situadas
dentro de la trayectoria de flujo y en direccion descendente de la zona de recepcion de la
muestra.

[0024] La una o mas zonas de control se pueden colocar entre las zonas de
prueba cuando dos zonas de prueba estan presentes. Las zonas de prueba y las zonas de

control se pueden colocar en un formato alterno dentro de'la trayectoria de flujo que
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comienza con una zona de ensayo situada en direccién ascendente de cualquier zona de
control. En un ejemplo, uno o mas de los anticuerpos anti-LOXL2 estd inmovilizado
sobre la matriz en la zona de prueba.
[0025] En algunos ejemplos, el dispositivo incluye ademas una zona de marcado que
incluye un anticuerpo marcado especifico para un anticuerpo especifico de LOXL2. En
general, el anticuerpo marcado es cépaz de unirse a un anticuerpo anti-LOXL2 presente
en un complejo de anticuerpo anti-LOXL2/LOXL2 para formar un anticuerpo anti-
LOXL2/LOXL2 marcado, y el anticuerpo marcado es movilizable en presencia de la
muestra de liquido. El anticﬁerpo marcado puede incluir un componente de marcado
seleccionado de entre un agente quimioluminiscente, un marlcado particulado, un agente
colorimétrico, un agente de transferencia de energia, una enzima, un agente
fluorescente, y un radiois6topo. o
[0026] En algunos ejemplos de los dispositivos, la mdttriiz se coloca dentro de un
alojamiento que comprende un soporte y, opcionalmente, una cubierta, en donde el
alojamiento contiene una abertura de aplicacién y uno o mas puertos de observacion.
Entre los dispositivos provistos estan las tiras reactivas y los dispositivos de prueba de
tira reactiva. '
[0027] Entre los kits proporcionados para determinar el nivel de un polipéptido
de lisil oxidasa-homologo 2 (LOXL2) en una muestra bioldgica obtenida de un
individuo estan los que incluyen un primer anticuerpo especifico para LOXL2 y un
segundo anticuerpo especifico para LOXL2. El kit también puede incluir
LOXL2purificado para su usb en la generacion de una curva estandar. En un ejemplo, al
menos uno de los anticuerpos en el kit incluye un marcador detectable, tal como un
agente quimioluminiscente, un marcador particulado, un agenté'colorimétrico, un agente
de transferencia de energia, una enzima, un agente ﬂuorescerité, y un radiois6topo.
}

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES
[0028] La Figura 1 muestra la concentracion sérica LOXL2 versus la puntuacion Ishak
de fibrosis de 87 pacientes con infeccién cronica del virus de hepatitis C (VHC).
[0029] La Figura 2 representa los niveles de LOXL2 (pg/ml) en muestras de suero de
pacientes con diagnostico de fibrosis hepética.
[0030] La Figura 3 representa los niveles de LOXL2 en muestras de suero de pacientes

con fibrosis pulmonar idiopatica.
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[0031] La Figura 4 proporciona una secuencia de aminoicidos de LOXL2 humana
(SECID N°: 1).

[0032] La Figura 5 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de los
dominios cataliticos de proteinas LOXL2 de humano (H) (SEC ID N °: 2), de ratén (M)
(SEC ID N ©: 3), de rata (R) (SEC ID NO: 4) y mono cynomolgus (C) (SEC ID N °: 5).
Los residuos en la proteina de rata, mono cynomolgus y de raton, que difieren de la de
la proteina humana, se indican mediante subrayado.

[0033] La Figura 6 muestra la expresion de LOXL2 en el tejido de higado fibrotico
humano, como se determina por tincién inmunohistoquimica (IHC) de los tejidos del
higado de un paciente con infeccion crénica por el VHC. En el panel izquierdo (5x
aumento del objetivo), las flechas negras indican areas de expansion fibrosa en regiones
portal y tractos. Las flechas blancas indican areas de septos fibrosos cortos que rodean
los 16bulos hepéticos. El panel de la derecha (aumento de 40x objetivo) muestra
inmunoreactividad a LOXL2, observada en los septos fibrosos (S) en la interfaz con
hepatocitos (H), en el espacio perisinusoidal (flechas), y en los miofibroblastos en el

parénquima del higado (flechas).

[0034] La Figura 7 muestra las curvas del estandar calibrador para el inmunoensayo de
LOXL2, con recuentos en filas de ECL (electroquimioluminiscencia) graficados en el
eje y, y la concentracion de LOXL2 (nM/L) trazada en el eje x. La proteina LOXL2
purificada de longitud completa recombinante se afiadié a una mezcla de sueros de
humanos normales, seguidos por dilucion en serie en el suero para crear una curva de
calibrado. Cada punto de datos representa la media de tres pocillos replicados; se

muestran las curvas para cuatro placas independientes.

[0035] La figura 8 muestra los niveles séricos de LOXL2 por la puntuacién de fibrosis _

de Ishak agrupada desde el inicio del estudio y el tiempo. Cada panel muestra, para el
punto de tiempo indicado, la concentracién de LOXL2 (pg/mL) para dos grupos de
pacientes, agrupados de acuerdo con la puntuaciéon de Fibrosis de Ishak (1-3 y 5-6,
respectivamente). Tres valores atipicos (concentracion de LOXL2 = 5529, 6621, 8845
pg/mL), con concentracion de LOXL2 fuera de los rangos graficados fueron todos del
mismo sujeto, que tiene un puntaje de fibrosis de Ishak de 5.

[0036] La Figura 9 muestra los niveles medios de LOXL2 en suero, en un mismo
sujeto, calculados como la concentracion media de LOXL2 en suero durante 4-30

semanas, para los dos grupos de pacientes, agrupados de acuerdo con la puntuacion de
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Fibrosis de Ishak (1-3 y 5-6, respectivamente). El promedio del coeficiente de variacion
dentro del sujeto fue del 22%.

[0037] La figura 10 muestra la concentracion media de LOXL2 en suero (pg/mL) en el
tiempo (semanas), por el indice de fibrosis de Ishak agrupado desde el inicio del estudio
del estudio, con intervalos de confianza del 95%. Solo un sujeto tuvo un cambio mayor
que o igual a 2 en la puntuacién de fibrosis de Ishak sobre las 25-28 semanas entre las
biopsias del estudio. :

[0038] La figura 11 muestra la mediana de los niveles de LOXL2 dentro de los sujetos
versus los niveles de acido hialurénico (HA) (panel izquiefdo) y el inhibidor de tejido
metaloproteinasas-1 (TIMP1) (panel derecho), para los sujetos que tienen las
puntuéciones de Ishak indicadas (1 -6). La mediana de la expresion dentro de los sujetos
dentro se calculé como la mediana de la expresion de mas de 4 semanas hasta la 30. La
curva se construy6 utilizando un suavizado del grafico de dispersién ponderado.

[0039] La figura 12 muestra las matrices del grafico de dispersién que demuestran la
correlacion entre los niveles basales de LOXL2 (con niveles LOXL2 no transformadas
en el panel (a) y niveles LOXL2 transformados mediante el log10x en el panel (b)) y las
medidas de referencia de la gravedad y estado funcional de la fibrosis pulmonar
idiopatica (IPF), tal como se describe en el Ejemplo 9. En cada panel, el eje x y el eje y
de la primera fila y la primera columna, respectivamente, representan los niveles
LOXL2 basales; el eje x y el eje y de la segunda fila y la segunda columna,
respectivamente, representan la capacidad vital forzada (EVC) del inicio del estudio
esperada; el eje x y el eje ¥ de la tercera fila y la terceraQ'C'Q‘lumna, respectivamente,
representan el porcentaje de la capacidad de difusion del monodxido de carbono (DLCO)
de la basal esperada; el eje x y el eje y de la cuarta .ﬁl'zi y la cuarta columna,
respectivamente, representan la distancia recorrida en 6 miﬁutos del inicio del estudio
(6MWD); el eje x y el eje y de la quinta fila y la quinta.columna, respectivamente,
representan el indice compuesto fisiologico (IPC) basal; el eje x y el eje y de la sexta
fila y la sexta columna, respectivamente, representan la puntuaciéon en el Cuestionario
Respiratorio de St. George del inicio del estudio; y el eje x y el eje y de la séptima fila y
la sétima columna, respectivamente, representan la puntuaciéon de Transicion de Disnea
del inicio del estudio. La correlacién entre LOXL2 y las medidas basales de gravedad y
el estado funcional de IPF se destacan dentro de las cajas oScuras de la fila superior de

los paneles (a) y (b).
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[0040] La figura 13 muestra las curvas de Kaplan-Meier, comparando bajos (<800
pg/mL) y altos (> 800 pg/mL) niveles de LOXL2 de progresion de la enfermedad (PFS)
(el panel (a)) y sus componentes: disminucion de la funcién pulmonar (el panel (b)), las
hospitalizaciones respiratorias (panel (c)) y la muerte (el panel (d)). En cada panel, la
linea mas oscura de la parte superior representa a los pacientes con bajos (<800 pg/mL)
niveles de LOXL2 sérico basal y la linea inferior, mas ligéra, representa los pacientes
con elevados (> 800 pg/mL) niveles LOXL2 basales. Todos los pacientes fueron
tratados con ambrisentan. Cada eje y muestra el porcentaje de pacientes sin el evento
dado (con 0, 25, 50, 75, y ‘1.00 marcados a lo largo del ej‘e')‘ y cada eje x muestra el
tiempo en dias (con 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, y 800 dias marcados a lo largo
del eje). |

[0041] La figura 14 muestra una comparacion de la distribuciéon de LOX basal en los
sujetos de ARTEMIS-IPF (14A: placebo y pacientes tratados con Ambrisentan
combinados; 14B: Ambrisentan solamente) y los individuos de esa cohorte de GAP.
[0042] La Figura 15A muestra las curvas de Kaplan-Meier para la mortalidad por
cualquier causa de acuerdo a los niveles bajos (linea superior, <440 pg/mL) versus los
niveles altos (linea inferior, >440 pg/mL) séricos de LOXL2 a los 6 meses (panel
superior izquierdo), 12 meses (panel superior derecho), 18 meses (panel inferior
izquierdo) y 24 meses (panel inferior derecho) después c{el inicio del estudio en el
estudio de cohortes GAP. La Figura 15B muestra las curvas-de Kaplan Meier para todas
las causas de mortalidad de acuerdo a los niveles menores (linea superior, <800 pg/mL)
versus los niveles altos (linea inferior, >800 pg/mL) séricos_f"'de LOXIL2 a los 6 meses
(panel superior izquierdo), 12 meses (panel superior derecho):-,:‘ 18 meses (panel inferior
izquierdo) y 24 meses (panel inferior derecho) después del inicio del estudio en el
estudio de ARTEMIS-IPF.

[0043] La figura 16 muestra los niveles medios de LOXL2 séricos (pg/mL) para los
distintos grupos de sujetos. La figura 16A muestra los niveles medios de LOXL2 en
suero para las muestras del inicio del estudio y la semana 240 (total de 162 muestras
(una del inicio del estudio y una de la semana 240 para cada uno de los 81 sujetos),
agrupados seglin la puntuacién de fibrosis de Ishak del sujeto correspondiente (0, 1, 2,
3,4, 5, 6, izquierda-derecha). LOQ = nivel de cuantificacién. La figura 16B muestra los
niveles medios basales y de la semana 240 de LOXL2 en suero de pacientes con etapas
de Ishak dadas (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, de izquierda a derecha) én el inicio del estudio y la

semana 240. La figura 16C muestra los niveles de LOXLZ: en suero del inicio del
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estudio, la semana 240, y los niveles generales de LOXL2 en suero para los pacientes
con las etapas de Ishak correspondientes a entre 1 y 3 y entre 4 y 6.
[0044] La Figura 17 muestra el porcentaje de sujetos en el estudio con cada etapa de
Ishak dada (1, 2, 3, 4, 5, 6 (barras individuales de izquiefda a derecha)) que se han
determinado que tienen un nivel dado de suero LOXL2 (pg/mL). LD = limite de
deteccidon; LOQ = limite de _éuantiﬁcacién. Cada categoria .se muestra extendida desde
el limite superior de la categdria anterior, por ejemplo, 1500 = 1001-1500 pg/mL.
[0045] La figura 18 muestra '}os niveles LOXL2 en suero (pg/'r_'n‘L) al inicio del estudio y
a la semana 240 después dell tratamiento para los sujetos ind:i)\./.i‘duales con CHB. Figura
18A: sujetos con cirrosis persistente (n = 16); Figura 18B:..vsujetos con reversion de la
cirrosis por la semana 240 (n = 42); Figura 18C: sujetos no cirréticos que no
experimentaron un cambio en la fase fibrotica (Ishak) por la semana 240); Figura 18D:
sujetos que experimentaron una progresion a cirrosis en el transcurso del estudio, y
Figura 18E: sujetos no cirréticos con mayor que o igual a la reduccion de la etapa 2 en
la fibrosis (puntuacién de Ishak). LDC (limite de cuantificacion) = 440 pg/mL, LOD
(limite de deteccion) = 180 pg/mL. ,
[0046] La Figura 19 muestra el porcentaje de sujetos con CHB cirréticos que exhibieron
una mejora histologica en la semana 240 ("Y") teniendo niveles de LOXL2 en suero al
inicio del estudio (<1500,> 1500, 1500-3000, <3000, y > 3000 pg/mL) y el porcentaje
de sujetos cirrdticos determinados a no tener mejoria histolé_éi_ca en la semana 240 ("N")
teniendo los mismos niveles de LOXL2 en suero dados al inicio del estudio..
DEFINICIONES
[0047] Como se usa en este documento, el término "anticuerpo” se refiere a un agente
de unién aislado o recombinante que comprende las secuencias de la regién variable
necesarias para unirse especificamente a un epitopo antigénico. Por lo tanto, un
anticuerpo es cualquier forma de anticuerpo o fragmento del mismo que presenta la
actividad biologica deseada, por ejemplo, la unién del antigeno diana especifico. Por lo
tanto, se utiliza en el sentido mds amplio y cubre especificamente anticuerpos
monoclonales (incluyendo los anticuerpos monoclonales de longitud completa),
anticuerpos policlonales, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos, nanocuerpos, diacuerpos, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpo incluyendo pero no limitados a,

scFv, Fab y Fab2, siempre que presenten la actividad biolééica deseada. El término
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"anticuerpo humano", por lo tanto se refiere a anticuerpos que contienen secuencias de
origen humano, a excepcion de posibles regiones determinantes de complementariedad
no humanas (CDR), y no implica que la estructura completa de una molécula de Ig esté
presente, s6lo que el anticuerpo tiene efecto inmunogénico minimo en un ser humano .
[0048] Los "fragmentos de .anticuerpos” comprenden una porcién de un anticuerpo
intacto, por ejemplo, la region de union del antigeno o variable del anticuerpo intacto.
Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen Fab, Fab', F. (ab'),, y fragmentos Fv;
diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al, Protein Eng. '8-(10): 1057-1062 (1995));
de moléculas de una sola cadena de anticuerpo, y anticuerpos multiespecificos formados
a partir de fragmentos de anticuerpos. La digestion con papaina de los anticuerpos
produce dos fragmentos idénticos de union al antigeno, llamados fragmentos "Fab",
cada uno con un Gnico sitio de unién al antigeno, y un fragmento "Fc" residual, una
designacién que refleja la capacidad de cristalizarse facilmente. El tratamiento con
pepsina produce un fragmento F (ab'), que tiene dos sitios de combinacién de antigeno
y es todavia capaz de unirse de forma cruzada al antigeno.

[0049] "Fv" es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento de
antigeno completo y un sitio de union, y consiste en un dimero de un dominio variable
de la cadena pesada y uno de la cadena ligera en estrecha asociacion, no covalente. Es
en esta configuracién que las tres CDR de cada dominio variable interaccionan para
definir un sitio de union al antigeno en la superficie del dimefg- Vy-V.. Colectivamente,
las seis CDR confieren especificidad de unién del antigeno 4l anticuerpo. Sin embargo,
incluso un solo dominio variable (o la mitad de un Fv que ¢omprende sélo tres CDR
especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno,
aunque a una afinidad menor que el sitio de unién completo.:

[0050] El fragmento "Fab" también contiene el dominio constante de la cadena ligera y
el primer dominio constante (CH;) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de
los fragmentos Fab' por la adicién de unos pocos residuos en el extremo carboxi-
terminal del dominio CH; de la cadena pesada, incluyendo una o mas cisteinas de la
region bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacién en el presente documento para
Fab' en la que el residuo(s) de cisteina(s) de los dominios tonstantes portan un grupo
tiol libre. Los fragmentos de‘anticuerpo F(ab'); se produjeron originalmente como pares
de fragmentos Fab' que tienen bisagra de cisteinas entre ellos. También se conocen otros

acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.
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[0051] Como se usa en este documento, el término "muestra bioldgica" puede referirse
a una variedad de tipos de muestras obtenidas de un individuo que se puede utilizar en
la deteccion, ensayo de diagndstico, pronostico, o monitoreo. Una muestra bioldgica
liquida puede incluir, por ejemplo, sangre, una fraccidon de s?angre (por ejemplo, suero o
plasma), orina, saliva, lavado broncoalveolar, esputo, o l'iguido cefalorraquideo. La
definicion también incluye 4muestras que han sido manipuladas de cualquier forma
después de su obtenci(’)n,ﬂ; como por tratamiento con rqa(;tivos, solubilizacion, o
enriquecimiento por ciertos componentes, tales como proteiﬁds\.:

[0052] "Flujo axial" tal como se utiliza aqui, se refiere aylluﬂujo lateral, vertical o
transversal a través de una matriz o material particular que comprende una 0 mas zonas
de prueba y/o zonas de control. El tipo de flujo previsto en un dispositivo, ensayo o
método en particular, varia de acuerdo con la estructura del dispositivo. Sin estar ligado
por la teoria, el flujo lateral, vertical o transversal puede referirse al flujo de una muestra
de fluido desde el punto de contacto del fluido en un lado extremo o lateral de una
matriz particular (el extremo de direccién ascendente o proximal) hasta un area en
direccion descendente (o distal) de este contacto. La zona en direccién descendente
puede estar en el mismo lado o en el lado opuesto de la matriz desde el punto de
contacto con el fluido. Por ejemplo, en dispositivos de tlujo vertical de ciertas
personificaciones de la presente invencion, el flujo axial pue‘c_vi_e{ progresar verticalmente
desde y a través de un primef miembro (de arriba a abajo) hastd un segundo miembro y
de ahi a un medio absorbente. A modo de ejemplo adicional,y como se apreciard por
los expertos en la técnica, en un dispositivo de flujo vertical configurado, por ejemplo,
como una varilla de nivel, una muestra de fluido puede fluir literalmente al dispositivo,
en cuyo caso sin embargo, €l punto del primer contacto de la muestra de fluido al
dispositivo se considera, no obstante, el extremo en direccion ascendente (es decir,
proxirhal) y el punto de terminacién del flujo el extremos en direccion descendente (es
decir, distal) . ,

[0053] Como se utilizan aqui, los términos "direccion corriente arriba" y "direccion
corriente abajo", en el contexto de flujo axial, se refieren a la direccion de flujo de la
muestra del fluido posterior-al contacto de la muestra de fluido con un dispositivo
representativo de la presente divulgacion, en el que, en virtud de condiciones normales
de funcionamiento, la direccion del flujo de la muestra de fldido se extiende desde una
posicién en direccion ascendénte a una posicion en direccion descendente. Por ejemplo,

cuando la muestra de fluido se pone en contacto inicialmente con la zona de recepcion
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de muestra, la muestra de fluido a continuacion fluye en direccién descendente a través
de la zona de marcado y asi sucesivamente.

[0054] Antes de que las personificaciones de la presente invencion sean descritas con
mas detalle, se ha de entender que esta invencidon no se lirﬁita a las personificaciones
particulares descritas, como tal, puede, por supuesto, variar. También se debe entender
que la terminologia usada. en este documento es con .el. proposito de describir
personificaciones particulares solamente, y no se pretende que sea limitante.

[0055] Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que cada valor
intermedio, hasta la décima de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto
dicte claramente otra cosa, entre el limite superior e inferior de ese rango y cualquier
otro valor establecido o intervenido en ese rango establecido, esta incluido. Los limites
superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse
independientemente en los intervalos mas pequefios, y también se incluyen, sujeto a
cualquier limite especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo
establecido incluye uno o ambos de los limites, los intervalos que excluyen cualquiera o
ambos de estos limites incluidos también estan incluidos.

[0056] A menos que se defina lo contrario, todos los térmiinos técnicos y cientificos
usados en este documento tiénen el mismo significado que se entiende comunmente por
un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta invéncién. Aunque cualquier
método y material similar o equivalente a los descritos en-el presente documento
también se pueden utilizar en la practica o ensayo de formas de personificaciones de la
presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen ahora. Todas las
publicaciones mencionadas en el presente documento se incorporan aqui por referencia
a revelar y describen los métodos y/o materiales en relacion con los cuales se citan las
publicaciones.

[0057] Hay que sefialar que, como se usa en el presente documento y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el" incluyen los
referentes plurales a menos ‘que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por
ejemplo, la referencia a "un anticuerpo especifico de LOXL2 " incluye una pluralidad
de tales anticuerpos y la referencia a "el polipéptido LOXL2"incluye la referencia a uno
o mas polipéptidos LOXL2 y equivalentes de los mismos cotiodidos por los expertos en
la técnica, y asi sucesivamente. Se observa, ademas, que las Feivindicaciones pueden ser
redactadas para excluir cualquier elemento opcional. Por lo taiito, esta declaracion tiene

la intencion de servir como base antecedente para el uso de una terminologia tan
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exclusiva como "el unico", "sélo" y similares en relacion con la recitacion de elementos
de la reivindicacidn, o el uso de una limitacién “negativa".

[0058] Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que son, para mayor
claridad, descritas en el contexto de personificaciones separadas, también pueden
proporcionarse en combinacion en una sola personificacién.” A la inversa, diversas
caracteristicas proporcionadas, que son, por razones de brevedad, descritas en el
contexto de una sola personificacion, también pueden proporcionarse por separado o en
cualquier sub-combinacién adecuada. Todas las combinaciones de las personificaciones
previstas son aceptadas especificamente por la presente descripcion y se describen en el
presente documento como si todos y cada combinacion se diera a conocer de forma
individual y de forma explicita. Ademas, todos las sub-combinaciones de las diversas
personificaciones y elementos de los mismos también son abarcados especificamente
por la presente descripcién y se dan a conocer en el presente documento como si cada
una de tales sub-combinaciones se dieran a conocer de forma individual y de forma
explicita en el presente documento.

[0059] Las publicaciones descritas en este documento se proporcionan unicamente para
su descripcion antes de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en este
documento debe interpretarse como una admision de que la presente invencién no tiene
derecho a anteceder a dicha publicacion en virtud de la invencion anterior. Ademds, las
fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion

reales que pueden necesitar ser confirmadas de forma independiente.

DESCRIPCION DETALLADA

[0060] La presente descripcién proporciona un ensayo para detectar y/ o cuantificar
LOXL2, generalmente polipéptidos circulantes de lisil oxidasa-homélogo 2 (LOXL2)
en un individuo. El ensayo es util en aplicaciones de diagnostico y pronéstico, las cuales
también son proporcionadas,

[0061] La lisil oxidasa like-2 (LOXL2) se expresa en el tejido fibrotico hepatico
humano donde lleva a cabo la reticulaciéon de colageno y’otros componentes de la
matriz, lo que resulta en aumento de la rigidez, la acti\"fﬁéién de los fibroblastos
patolégicos y un proceso dindmico de remodelacion de latatriz y la fibrogénesis.
Barry-Hamilton V, Spangler R, Marshall D, et al., “Allosteric inhibition of lysyl
oxidase-like-2 impedes the development of a pathologic microenvironment,” Nat Med.

2010. 16: 1009-1017. LOXL2 se expresa en el tejido de higado fibrético de

16

(D



enfermedades humanas de diversa etiologia, incluyendo la infeccién por hepatitis C 1, la
esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA)I, esteatohepatitis alcohdlica (ASH), la
enfermedad de Wilson (Vadész Z, Kessler O, Akiri G, et a'l".'.,f’:::‘:‘zAbnormal deposition of
collagen around hepatocytes in Wilson’s disease is associatéﬁé'l{”With hepatocyte specific
expression of lysyl oxidase and lysyl oxidase like protein—Z:’!’%"i‘j Hepatology. 2005. 43:
499-507), y cirrosis biliar primaria2, ademas de modelos de ratones de colangitis
esclerosante. Nakken KE, Nygard S, Haaland T, et al. “Multiple inflammatory-, tissue
remodelling- and fibrosis genes are differentially transcribed in the livers of Abcb4 (-/-)
mice harbouring chronic cholangitis,” Scand J Gastroent. 2007. 42: 1245-1255.

[0062] La inhibicién alostérica de LOXL2 utilizando un anticuerpo monoclonal es
eficaz en la inhibicion de la fibrosis en una variedad de modelos de enfermedades,
incluyendo los modelos de higado y la fibrosis pulmonar. La inhibicion de la LOXL2
dio lﬁgar a la baja regulacion de la sefializacion de TGF y varios mediadores pro-
fibréticos clave (por ejemplo, el TGF-B1, CTGF, endotelina, CXCL12)1; LOXL2 es
una diana principal de sefializacion en las enfermedades ﬁb’féticas. Mehal WZ, Iredale
J, & Friedman SL., “ExpreséiWay to the core of fibrosis,” Nafﬁ}iéd. 2011. 17: 552-553
[0063] La acumulacién gradl‘lal de colageno en el parénquirii;';?lepético es una via final
comun de la enfermedad hepética cronica. Esta progresiva actimulacién de fibrosis en
ultima instancia, puede conducir a la cirrosis hepatica y la enfermedad hepatica
terminal. LOXL2 cataliza la reticulacion de las fibrillas de colageno y es una proteina
reguladora central de la fibrogénesis. La expresion de LOXL2 se aumenta en el tejido

de higado enfermo.

[0064] Hay poca expresion de LOXL2 en tejidos adultos sanos; y bajo condiciones
normales (por ejemplo, no enfermedades), la cantidad de circulacion de LOXL2 es baja
0 indetectable. Bajo ciertas condiciones de enfermedad, el LOXL2 circulante esta
elevado. Por ejemplo, LOXL2 puede estar elevada en el suero de pacientes con
enfermedad hepatica cronica, como en los pacientes con:hepatitis C cronica, con
mayores niveles en pacientes con fibrosis avanzada. La dete,ééipn de LOXL2 circulante
es por lo tanto 1til para determinar si un individuo tiene una enfermedad que resulta en
elevados niveles circulantes de LOXL2. Tales enfermedades incluyen la fibrosis y el
cancer. La presente descripcion proporciona métodos de diagnostico para determinar si
un individuo tiene una enfermedad asociada con elevados niveles circulantes de

LOXL2. La deteccién de LOXL2 circulante puede ser seguida con otros métodos de
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diagndstico, para confirmar un diagndstico o para descartar la posibilidad de que una
persona tiene una enfermedad en particular. ,
i

[0065] Se ha encontrado que el nivel de LOXL2 circulante ;se?::";orrelaciona con la etapa
de la fibrosis. -

[0066] También se ha encontrado que el nivel de LOXL2 circulante puede proporcionar
una indicacién en cuanto a si un individuo que tiene fibrosis es susceptible al
tratamiento para la fibrosis y proporciona otra informacion de pronéstico y predictiva
con respecto a la enfermedad, tales como la probabilidad de un criterio de valoracion,
resultado, o evento determinado, como resultado de la enfermedad o la respuesta al
tratamiento. La presente descripcion proporciona métodos para determinar la
probabilidad de que un individuo respondera al tratamiento para una enfermedad
fibrética y/o la probabilidad de tal evento y el resultado, criterio de valoracion, o evento.
[0067] Las decisiones de tratamiento para los pacientes coﬁ infeccion por el VHC se
basan cada vez mas en pruebas de suero no invasivas en lugér :ae biopsias hepaticas. Sin
embargo, las pruebas de suefo no han sido del todo 6ptimas. Ver Castera, L., “Invasive
and non-invasive methods for the assessment of fibrosis an)d disease progression in
chronic liver disease,” Best Pract Res Clin Gastroent. 2011. 25: 291-303..

METODOS PARA LA DETECCION DE LOXL2 CIRCULANTE

[0068] La presente descripcion proporciona un ensayo para detectar y/o cuantificar
polipéptidos LOXL2 circulantes en un individuo. En la practica, LOXL2 se detecta en
una muestra liquida obtenida de un individuo que esta siendo evaluado, donde la
muestra de liquido puede ser sangre o una fraccion de sangre tal como plasma o suero, u
otra muestra de liquido.

[0069] En algunas personificaciones, los métodos y ensayos proporcionados son utiles
para la medicién sustituta no invasiva del grado de fibrosis hepatica, tales como en
pacientes con infeccion cronica por el VHC o por el VHB. _.

El polipéptido LOXL2 ’ “

[0070] Un "polipéptido LOXL2" se refiere a un polipép‘tz‘i;,c_ivo que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproxima@ii:mente 90%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente
98%, al menos aproximadamente 99%, o 100 %, de identidad de secuencia
aminoacidica para un tramo contiguo desde aproximadamente 100 aminoacidos (aa)

hasta aproximadamente 200 aa, desde aproximadamente 200 aa hasta aproximadamente

300 aa, desde aproximadamente 300 aa hasta aproximadamente 400 aa, desde
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aproximadamente 400 aa hasta aproximadamente 500 aa, desde aproximadamente 500
aa hasta aproximadamente 600 aa, desde aproximé'dzimente 600 aa hasta
aproximadamente 700 aa, desde aproximadamente 700 aa hasta 774 aa, de la secuencia
de aminoacidos répresentada en la Figura 4. "LOXL2" también se refiere a la secuencia
humana de aminoacidos LOXL2 representada en la Figura 4, y variantes de origen
natural (polimorfismos) de los mismos. |

[0071] La Figura 4 representa una secuencia de aminodcidos de LOXL2 humana, que
muestra los dominios ricos en cisteina del receptor atrapador (SRCR). Un polipéptido
LOXL2 puede ser un polipéptido de longitud completa o un polipéptido LOXL2
maduro (forma de escision; forma procesada). La escision esperada de la sefial esta
entre Ala25-GIn26. La escision del péptido sefial a partir del pre-propéptido resulta en
un propéptido LOXL2. El polipéptido LOXL?2 se escinde entre SRCR2 y SRCR3 (por
ejemplo, entre los aminoacidos 301 y 326 de la secuencia répfesentada en la Figura 4),
dejando un polipéptido LOXL2que comprende SRCR3, SRCR4, y el dominio de lisil
oxidasa (catalitico). s

[0072] Un polipéptido LOXL2 puede ser enzimaticamente activo. Por ejemplo, un
polipéptido LOXL2 puede catalizar la desaminacion oxidativa de los grupos g-amino de
los residuos de lisina y los residuos de hidroxilisina, lo que resulta en la conversion de
peptidil lisina a peptidil-o-aminoadipico-8-semialdehido (alisina) y la liberacién de
cantidades estequiométricas de amoniaco y de hidrégeno peréxido. Esta reaccion ocurre
mas a menudo extracelularmente, por ejemplo, en los residuos de lisina en el colageno y
la elastina.

[0073] . En algunos casos, el polipéptido LOXL2 que se detecta usando un ensayo de
LOXL2 en sujetos es un polipéptido de longitud completa LOXL2 sin la secuencia
sefial, por ejemplo, incluyendo SRCR1-2, SRCR3-4, y el dominio catalitico. En algunos
ejemplos, el polipéptido LOXL2 que se detecta usando un eﬁ"s‘é‘yo de LOXL2 en sujetos
es un polipéptido LOXL2 maduro (es decir, sin la secuer"i‘"c"i‘é:'f' sefial y sin SRCR1-2),
incluyendo sélo el dominio SRCR3-4 y el dominio cataHﬁ%:o. Alternativamente, o
ademas de, la deteccién del polipéptido LOXL2 maduro (dominios SRCR3-4 y los
dominios cataliticos; sin la secuencia sefial y los dominios SRCR1-2), un ensayo de
LOXL2 en sujetos puede detectar un fragmento N-terminal de LOXL2, el fragmento N-
terminal de LOXL2 incluye los dominios SRCR1-2 y no los dominios SRCR3-4 o los

dominios cataliticos.

T

19

Z]



g

Muestras biolégicas
[0074] Las muestras biologicas liquidas adecuadas incluyen, pero no estan
limitadas a, sangre total; fracciones sanguineas (también referidos como “productos
sanguineos™), donde las fracciones sanguineas adecuadas incluyen, pero no estan
limitadas a, suero y plasma; saliva; orina; lavado broncoalveolar; fluido cerebroespinal;
esputo; y similares. La muestra biolégica puede ser sangre fresca o sangre almacenada
(p.e. en un banco de sangre) o fracciones sanguineas. La muestra biologica puede ser
una muestra liquida obtenida expresamente para un ensayo descrito en la presente
declaracion o una muestra liquida obtenida para otro propdsito la cual puede ser sub-
muestreada para un ensayo descrito en la presente declaracién.

[0075] Como un ejemplo, la muestra bioldgica puede ser séﬁgre total. La sangre total
puede ser obtenida a partir del sujeto usando procedimientos clinicos estandares. En otra
realizacion, la muestra biologica es plasma. El plasma puedé ser obtenido de muestras
de sangre total mediante la centrifugacion de sangre con aﬁ?t;i(coagulante. Tal proceso
provee una capa de glébulos blancos (capa leucocitaria) y un sobrenadante de plasma.
En otra realizacion, la muestra biolégica es suero.

[0076] La muestra puede ser pretratada como sea necesario mediante la dilucion
con una solucion tampén apropiada, heparinizada, concentrada si es deseable, o
fraccionada  por varios métodos incluyendo pero no estando limitados a la
ultracentrifugacion, fraccionamiento por cromatografia liquida de proteina rapida
(FPLC por sus siglas en inglés) o precipitacion. La muestra puede ser fraccionada, p.e.,
por un método de inmunoafinidad para remover uno o mas proteinas no-LOXL2 u otros
componentes no-LOXL2 de la muestra; p.e. anticuerposianti-albumina pueden ser
usados para remover albumina de la muestra. Pueden Séfi;- usados, una de varias
soluciones tampon acuosas estandares, empleando una de Una variedad de tampones,
como es fosfato, Tris, o similar, a pH fisiolégico. -

Anticuerpos Anti-LOXL2

[0077] Un método en cuestion utiliza anticuerpo especifico para LOXL2 para
inmovilizar y detectar LOXL2 en una muestra liquida. El anticuerpo utilizado en un
método de ensayo en cuestion es especifico para LOXL2, por ejemplo, el anticuerpo se
une especificamente a un polipéptido LOXL2, donde la unién especifica se refiere a la
unién con una afinidad de al menos 107 M aproximadamente, o al menos 10° M
aproximadamente, o al menos 10° M aproximadamente, o al menos 10" M

aproximadamente, o al menos 10" M aproximadamente, o al menos 10 M
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aproximadamente, o superiof a 1072 M. La unién no especifica se referiria a la unién
con una afinidad de menos de 10”7 M aproximadamente, por ejemplo, unién con una
afinidad de 10° M, 10° M, 10 M, etc. _

[0078] Un anticuerpo LOXL2-especifico no se une sustancialmente a cualquier otro
polipéptido similar a lisil-oxidasa que no sea un polipéptido LOXL2, por ejemplo, un
anticuerpo LOXL2-especifico no se une sustancialmente a un LOXL1, LOXL3, o
polipéptido LOXLA4, o a un polipéptido lisil- oxidasa (LOX).

[0079] En algunas realizaciones, un anticuerpo LOXL2-esp§c1’ﬁco se une a un epitopo
(s) que es accesible para la unién cuando el polipéptido LOXL2 esta en una muestra
bioldgica liquida, por ejemplo, el epitopo (s) unido por el anticuerpo LOXL2-especifico
esta en la superficie accesible y / 0 no estd enmascarado por una o mas proteinas no
LOXL2 que pueden estar presentes en la muestra biologica liqliida.

[00801 Los anticuerpos adecuados para su uso en un método en cuestion de la invencién
incluyen anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, nanocuerpos, diacuerpos, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpo
de unién a antigeno.

[0081] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 utilizado en un método en
cuestion comprende un marcador detectable. Los marcadores detectables adecuados
incluyen, pero no se limitan a, perlas magnéticas (por ejemplo Dynabeads ™), tintes
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojb Texas, rodamina, proteina
fluorescente verde, proteina fluorescente roja, proteina: fluorescente amarilla, y
similares), radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 125], 35S, 14C, o 32P), enzimas (por
ejemplo, peroxidasa de rabanito, fosfatasa alcalina, luciferasa y otras enzimas
comunmente utilizadas en un ensayo inmunoabsorbente de unién a enzimas (ELISA por
sus siglas en ingles), y etiquetas colorimétricas tales corﬁo oro coloidal o vidrio
coloreado o perlas de plastico (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).
[0082] Cuando un anticuerpo anti-LOXL2 comprende un marcador detectable, el
anticuerpo anti-LOXL2 se puede detectar mediante la deteccion de una sefial producida
por la etiqueta (por ejemplo, un cromoéforo, ‘luminéforo, etc., producido como un
producto de una enzima unido a el anticuerpo anti- LOXL2; una sefial producida
directamente por la etiqueta; etc.) En algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 no
comprende un marcador detectable, en su lugar, se detecta el anticuerpo anti-LOXL2

usando un anticuerpo secundario que comprende un ‘marcador detectable. Los

-
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anticuerpos secundarios adecuados incluyen anticuerpos monoclonales y policlonales
especificos para el epitopo (s) en el dominio de la region constante (s) de un anticuerpo
anti-LOXL2. Un anticuerpo secundario puede comprender cualquiera de una variedad
de marcadores detectables, incluyendo, pero no limitado a, perlas magnéticas (por
ejemplo Dynabeads ™), tintes fluorescentes (por ejemplo, isbtiocianato de fluoresceina,
rojo Texas, rodamina, proteina fluorescente verde, proteina fluorescente roja, proteina
fluorescente amarilla y similares), radiomarcadores (por ejemplo, 3H, 1251, 35S, 14C o
32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabanito, fosfatasa alcalina, luciferasa y otras
enzimas comunmente utilizadas en un ensayo inmunoabsorbente de unién a enzimas
(ELISA por sus siglas en ingiés)), y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal
o vidrio coloreado o perlas de plastico (por ejemplo, poliestiréno, polipropileno, latex,
etc.). También adecuado para su uso como una etiqueta detectable es la etiqueta SULFO
-TAG™ de Mesoscale Discovery. La etiqueta sulfo-TAG ™ es un rutenio (II) tris-
bipiridal, que se puede unir a un polipéptido (por ejemplo, un anticuerpo secundario) a
través de la reaccién del rutenio (II) tris-bipiridina-(4-metilsulfona) N-
hidroxisuccinimida (NHS)-éster con una amina primaria (por ejemplo, una cadena
lateral de lisina).

[0083] En algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 utilizado en un método de ensayo
en cuestién se puede inmovilizar en un soporte insoluble. Los soportes insolubles
adecuados pueden comprender diversos materiales incluyendo, pero no limitado a,
difluoruro de polivinilo (PVDF), celulosa, nitrocelulosa, hylon, vidrio, poliestireno,
cloruro de polivinilo, polipropileno, diéxido de silicio, ;pé'lietileno, policarbonato,
dextrano, amilosa, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, silice embebida
en un gel de poliacrilamida, agarosa, gabros, magnetita y similates. El soporte insoluble
puede estar en cualquiera de una variedad de formatos (pér ejemplo, dimensiones,
formas), por ejemplo, hojas, tales como las usadas en una tira de prueba; un formato de
ensayo de tira reactiva; una placa de multiples pocillos (por ejemplo, tales como las
utilizadas en un ELISA) y similares. '

[0084] Los ejemplos no limitantes de anticuerpos LOXL2-especificos incluyen los
anticuerpos LOXL2-especificos dados a conocer en la publicacion de patente de
EE.UU. N ° 2009 / 0104201, y la Publicacién de Patente de EE.UU. N ° 2009 /
0053224. ' ‘

[0085] En algunos casos, un anticuerpo adecuado se une especificamente a un epitopo

en el dominio SRCR1 de LOXL2. En algunos casos, un dnticuerpo adecuado se une



especificamente a un epitopo en el dominio SRCR2 de LOXL2. En algunos casos, un
anticuerpo adecuado se une especificamente a un epitopo en el dominio SRCR3 de
LOXL2. En algunos casos, un anticuerpo adecuado se une especificamente a un epitopo
en el dominio SRCR4 de LOXL2. En algunos casos, un anticuerpo adecuado se une
especificamente a un epitopo en el dominio catalitico de LOXL2. La figura 5
proporciona las secuencias de aminoacidos de los dominios cataliticos de LOXL2. En
algunos casos, un anticuerpo adecuado (por ejemplo, un aritiguerpo policlonal) se une
especificamente a epitopos multiples en uno, dos, tres, o més'dominios de LOXL2.
[0086] En algunos casos, un anticuerpo detecta un polipépﬁdo LOXL2 de longitud
completa sin la secuencia sefial, por ejemplo, incluyendo SRCR1-2, SRCR3-4 y el
dominio catalitico. En algunos casos, un anticuerpo detecta al polipéptido LOXL2
maduro (es decir, sin la secuencia sefial y sin SRCR1-2), incluyendo sélo el dominio
SRCR3-4 y el dominio catalitico. En otros casos, un anticuérpo detecta un fragmento N
— terminal de LOXL2, tal fragmento N — terminal de LOXL2 incluye los dominios
SRCR1-2 y no los dominios SRCR3-4 o dominios cataliticos.

[0087] Por ejemplo, en algunas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se
une especificamente a un epitopo dentro de la region SRCR3-enlazador-SRCR4, donde
tal region se conoce como " SRCR3-4 . " Una region SRCR3-4 puede comprender una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente
99 %, o 100 % de identidad‘de secuencia aminoacidica con 'lés aminoacidos 325 a 544,
con los aminoacidos 325 a 547, con los aminoéacidos 303 a 5"421, o con los aminodacidos
303 a 547, de la SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, por ejemplo, eﬁ‘ algunas realizaciones, un
anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente a un epitope dentro de una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente
99 % o0 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con los aminoacidos 325 a 544,
con los aminodcidos 325 a 547, con los aminoacidos 303 a 544 o con los aminoécidos
303 a 547 de la SEQ ID NO: 1. |

[0088] En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une
especificamente a un epitopo dentro de la regién de enlazador-SRCR3-enlazador-
SRCR4-enlazador, por ejemf)lo, en algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado
se une especificamente a un epitope dentro de una secuencia’de aminoacidos que tiene

al menos aproximadamenté' 90 %, al menos aproximadarhente 95 %, al menos

23



aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de
secuencia aminoacidica con los aminoacidos 303 a 544, los aminoacidos 303 a 545, los
aminoacidos 303 a 546 o los aminoacidos 303-547 de la SEC ID NO: 1. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 en cuestién se-une especificamente a un
epitopo dentro de la region SRCR3-enlazador-SRCR4-enlazador, por ejemplo, en
algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une é_ép_cciﬁcamente a un epitope
dentro de una secuencia de aminoacidos que tiene al menos;qp;roximadamente 90 %, al
menos aproximadamente 95 %, al menos aproximada{iﬁ;nte 98 %, al menos
aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de secuencja aminoacidica con los
aminoécidos 325 a 544, los aminoacidos 325 a 545, los aminoacidos 325 a 546 o los
aminoacidos 325-547 delaSEQIDNO: 1.

[0089] En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une
especificamente a un epitopo dentro de la region SRCR3 (y no dentro de SRCR4),
donde una region SRCR3 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de
secuencia aminoacidica con los aminoacidos 325 a 425, con los aminoécidos 303 a 425,
con los aminoédcidos 303 a 434 o con aminoacidos 325-434 de la SEQ ID NO: 1. En
ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado sé une especificamente a un
epitopo dentro de la region:de enlazador-SRCR3, por ejernp'l"p, en algunos casos, un
anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente dtun epitopo dentro de una
secuencia de aminodcidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente
99 % o 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con los aminoécidos 303 a 425
de la SEQ ID NO : 1. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se
une especificamente a un epitopo dentro de la region SRCR3-enlazador, por ejemplo, en
algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente a un epitopo
dentro de una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al
menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de secuéhcia aminoacidica con los
aminoacidos 325 a 434 de la SEQ ID NO : 1. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
anti-LOXL2 adecuado se une especificamente a un epitopo dentro de la region de
enlazador-SRCR3-enlazador, por ejemplo, en algunos casos, it anticuerpo anti-LOXL2

adecuado se une especificamente a un epitopo dentro de una sécuencia de aminoécidos
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que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de
secuencia aminoacidica con los aminoacidos 303 a 434 de la SEQ IDNO : 1.

[0090] En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LQXLZ adecuado se une
especificamente a un epitopo dentro de la regién de enlazador-SRCR4-enlazador, por
ejemplo, en algunos casos, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente
a un epitopo dentro de una secuencia de am1n0a01dos que tiene al menos
aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de
secuencia aminoacidica con los aminoéacidos 426 a 544, los aminoacidos 426 a 545, los
aminoécidos 426 a 546 o los aminoacidos 426 a 547 de la SEC ID NO: 1. En ciertas
realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente a un epitopo
dentro de la regién SRCR4 (y no dentro de SRCR3), donde una region SRCR4 puede
comprender una secuencia de aminodcidos que tiene al menos aproximadamente 90 %,
al menos aproximadamente 95 %, en menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con los
aminoacidos 435 a 544, los aminoacidos 435 a 545, los aminoacidos 435 a 546 o con
los aminoacidos 435 a 547 de laSEQID NO : 1. 5

[0091] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-L.XL2 adecuado se une
especificamente a un epitopo dentro de la region SRCRI-eﬁ-lq%Zador-SRCR?_, donde tal
region se conoce como "SRCR1-2". Una regiéon SRCR1:2ipuede comprender una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente
99% o 100% de identidad de secuencia aminoacidica con los aminoacidos 58 a 302, o
58 a 324 de secuencia de aminodacidos representada en la SEQ ID NO: 1 (Figura 4). En
ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une especificamente a un
epitopo dentro de una secuencia de aminoé4cidos que tiene al menos aproximadamente
90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de secuencia aminoacidica con los
aminoacidos 58 a 324 de la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ ID NO: 1.
En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado:se une especificamente a
un epitopo dentro de la region SRCR1 (y no dentro de SRER2), donde una regién
SRCR1 puede comprender uha secuencia de aminodcids que tiene al menos

aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, en menos aproximadamente
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98%, al menos aproximadamente 99 % o 100 de identidad de secuencia aminoacidica
con los aminoacidos 58 a 159 de la secuencia de aminoacidos representada en la SEQ
ID NO: 1. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado se une
especificamente a un epitopo dentro de la regién SRCR1-enlazador, donde una region
SRCR1-enlazador puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 90%, al rﬁenos aproximadamente 95 %, al.menos aproximadamente
98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de."identidad de secuencia
aminoacidica con los aminoacidos 58 a 187 de la secuencia de aminoécidos
representada en la SEQ ID NO: 1. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2
adecuado se une especificamente a un epitopo dentro de la regién SRCR1 (y no dentro
de SRC2), donde una region SRCR2 puede comprender una secuencia de aminoécidos
que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o 100 % de identidad de
secuencia aminoacidica con los aminoacidos 188 a 302 de la secuencia de aminoécidos
representada en la SEQ ID NO: 1.

[0092] Como un ejemplo no limitante, un anticuerpo adecuado es el anticuerpo
monoclonal AB0030, que se-une especificamente a un epitopo en el dominio catalitico
de LOXL2. Véase, por ejemplo, EE.UU. 2009 / 0053224;"en donde el anticuerpo
ABO0030 corresponde a proBM20. LT

[0093] En algunas realizaciones, un anticuerpo adecuado‘es uno que se une
especificamente a LOXL2 cuando LOXL2 se une a un agente que inhibe la actividad
enzimatica de LOXL2. Los agentes que inhiben la actividad enzimatica de LOXL2
incluyen un inhibidor alostérico de la actividad enzimatica de LOXL2. En algunos
casos, el inhibidor alostérico es un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal anti-LOXL2 que se une a un epitopo dentro de un dominio "
SRCR3-4 " de LOXL2. Los ejemplos no limitantes de un anticuerpo monoclonal que
inhibe la actividad enzimatica de LOXL2 y que se une a un epitopo dentro del dominio
SRCR3-4, son AB0023 y AB0024; véase, por ejemplo, EE.UU. 2009 / 0053224. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, un anticuerpo anti-LOXL2 adecuado: a) se une
especificamente a un epitopo dentro de SRCR3-4, y ii) no’Compite con un anticuerpo
AB0023 y / 0 un anticuerpo ‘AB0024 para la union a un epitope’dentro de SRCR3-4.
[0094] Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el aﬁti'éuerpo €s un anticuerpo

- .y . Lo, . .
que tiene una region variable en la cadena pesada con los CDRs sigulentes y regiones de
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armazon interrumpiendo (correspondientes a las de AB0023, con las secuencias de
CDR1, CDR2, y CDR3 subrayadas) : ]

[0095] MEWSRVFI FLLSVTAGVHSQVQLQQSGAELVRPGTSVKVSCKASGYAFTYYLIE
WVKQRPGQGLEWIGVINPGSGGTNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSDDSAVY

FCARNWMNEDYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO: 6). En-algunas realizaciones, el
anticuerpo tiene una region variable en la cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoacidos con el 75 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas 0 99 % o mas de
homologia con la SEQ ID NO: 6. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo tiene
una regién variable en la cadena pesada con CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la secuencia
de region variable expuesta en la SEC ID NO: 6.

[0096] En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo que tiene una region
variable en la cadena ligera con los CDRs siguientes y regiones de armazon
interrumpiendo (correspondientes a las de AB0023, con las secuencias de CDR1, CDR2
y CDR3 subrayadas): ‘

[0097] MRCLAEFLGLLVLWIPGAIGDIVMTQAAPSVSVTPGESVSISCRSSKSLLH
SNGNTYLYWFLQRPGQSPQFLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEA
EDVGVYYCMQHLEYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID -*NO: 7). En algunas

realizaciones, el anticuerpo tiene una regién variable en la cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos con el 75 % o mas, 80 % o mas, 90:% o mas, 95 % o mas o
99 % o mas de homologia con la SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, el anticuerpo
tiene una region variable en la cadena ligera con CDRI, CDR2 y / o CDR3 de la
secuencia de region variable expuesta en la SEC ID NO: 7. En algunas realizaciones, el
anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada con CDR1, CDR2 y /o CDR3 de
la secuencia de region variable expuesta en la SEC ID NO: 6 y una region variable en la
cadena ligera con CDR1, CDR2 y / o CDR3 de la secuencia de la region variable
mostrada en la SEC ID NO: 7.

[0098] En algunas realizaciones, el anticuerpo es una versién humanizada de un
anticuerpo de este tipo, tal como esta descrito en la Publicacién de Solicitud de Patente
"de Estados Unidos N © EE.UU. 2009 / 0053224 (26 febrero del 2009), como aquel
AB0024 designado, y /o uno‘que tiene una cadena pesada corflos CDRs (CDR1, CDR2
y CDR3) de AB0024 y / 0 que tiene una cadena ligera con los'CDRs (CDR1, CDR2 y
CDR3) de AB0024.

[0099] Por ejemplo, en una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que tiene una

region variable en la cadena pesada con las siguientes CDRs y regiones de armazon
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interrumpiendo (correspondientes a las de AB0024, con las secuencias de CDR1, CDR2
y CDR3 subrayadas): G

[00100] QVQLVQSGAEVIQKPGASVKVSCKASGYAFTYYLIEWVRQAPGQGLE
WIGVTNPGSGGTNYNEKFKGRATITADKSTSTAYMEL$SLRSEDTAVYFCAR_N
WMNFDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 8). |

[00101] En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una region variable en la cadena
pesada con una secuencia de aminoacidos con el 75 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas,
95 % o0 mas 0 99 % o mas de homologia con la SEQ ID NO: 8. En algunas formas de
realizacion, el anticuerpo tiene una region variable en la cadena pesada con CDRI,
CDR2 y / 0 CDR3 de la secuencia de region variable expuesta en la SEQ ID NO: 8.
[00102] En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo tiene una region variable en la cadena
pesada con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10
(QVQLVQSGAELKKPGASVKVSCKASGYAFTYYLIEWVKQAPGQGLEWIGVINPGSGGTNYNEK
FKGRATLTADKSTSTAYMELSSLRSEDSAVYFCARNWMNFDYWGQGTTVTVSS), SEQ ID
NO: : 11
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVéCKASGYAFTYYLIEWVRQAPGQGﬁéWIGVINPGSGGTNYNEK
FKGRATLTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYFCARNWMNFDYWG&E&TVTVS s) o SEQ ID
NO : 12
(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYAFTYYLIEWVRQAPGQGLEWIGVINPGSGGTNYNEK
FKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARNWMNEFDYWGQGTTVTVSS) 0 un
aminoacido que tiene 75 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas o0 99 % o mas
de homologia con la SEQ ID NO: 8, 10, 11 o 12, y / o region variable en la cadena
ligera con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 9, SEQIDNO: 130
SEQ ID NO: 14 o un aminoacido que tiene 75 % o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 %
0 mas 0 99 % o més de homologia con la SEQ ID NO: 9, 13 o 14.

[00103] En algunas realizaciones, el anticuerpo es un antiéuerpo que tiene una region
variable en la cadena lige;ra con los CDRs siguientes y regiones de armazon
interrumpiendo (correspondi‘entes a las de AB0024, con las sé"i;yencias de CDR1, CDR2
y CDR3 subrayadas): "

[00104] DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSKSLLﬁgNGNTYLYWFLQKP
GQSPQFLIYRMSNLASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMS JHLEY
PYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una

region variable en la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos con el 75 %

o mas, 80 % o mas, 90 % o mas, 95 % o mas 0 99 % o mas de homologia con la SEQ

28



ID NO: 9. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una region variable en la cadena
ligera con CDR1, CDR2 y /.0 CDR3 de la secuencia de regjéh variable expuesta en la
SEQ ID NO: 9. En algunas realizaciones, el anticuerpo tienc_»._,qna region variable en la
cadena pesada con CDR1, CDR2 y / o CDR3 de la sech‘e‘hcia de region variable
expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una region variable en la cadena ligera con CDRI,
CDR2 y/ 0 CDR3 de la secuencia de la region variable mostrada en la SEQ ID NO: 9.
[00105] Si un agente inhibe la actividad enzimatica de LOXL2 se puede
determinar usando cualquier ensayo conocido. Por ejemplo, un ensayo para la actividad
enzimatica de LOXL2 puede llevarse a cabo utilizando diaminopentano (DAP) como un
sustrato o usando coldgeno como sustrato. En ambos ensayos, la actividad enzimética de
LOXL2 se puede medir usando un ensayo que acopla la produccién de peréxido de
hidrégeno (liberado por LOXL2 sobre la desaminacion de sustrato) con la conversion
catalizada por la peroxidasa de rabanito de Amplex ® Red (Invitrogen, Carlsbad, CA)
" hacia resorufina (un producto fluorescente). -

[00106] En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-EO‘XLZ adecuado inhibe la
actividad enzimatica de un polipéptido LOXL2. En otras realizaciones, un anticuerpo
anti-LOXL?2 adecuado no inhibe la actividad enzimatica de uﬁii'f;olipéptido LOXL2.
[00107] Los anticuerpos anti- LOXL2 adecuados incluyen, por ejemplo, RPDS-
1M1, RPDS-1M3, RPDS-1M8, RPDS-I1M9, RPDS-1M11, RPDS - 1M15, RPDS-
1M17, RPDS-1M19, RPDS-1M20 (AB0030), RPDS — 1M22, RPDS-1M24, RPDS-
1M25, RPDS-1M27, RPDS-1M28, RPDS-1M29, RPDS - 1M30, RPDS-1M31, RPDS-
1M32, RPDS-2M1, RPDS-2M2, RPDS-2M3, RPDS-2M4, RPDS-2M5, RPDS-2M6,
RPDS-2M7, RPDS-2M8, RPDS-2M9, RPDS-2M10, RPDS-2M11, RPDS-2M12,
RPDS-2M13, RPDS-2M14, RPDS-2M15, RPDS-2M16, RPDS-2M17, RPDS-2M18 y
RPDS-2M19, estando dichos anticuerpos descritos en la Solicitud de Patente de EE.UU.
N ° de Serie 13 / 021, 555. Anticuerpos monoclonales RPDS-1M1, RPDS-1M3, RPDS-
1M8, RPDS-1M9, RPDS-1M11, RPDS - IM15, RPDS-1M17, RPDS-1M19, RPDS-
1IM20 (AB0030), RPDS — 1M22, RPDS-1M24, RPDS-1M25, RPDS-1M27, RPDS-
1M28, RPDS-1M29, RPDS — 1M30, RPDS-1M31, RPDS-1M32, RPDS-2M1, RPDS-
2M2, RPDS-2M3, RPDS-2M4, RPDS-2M5, RPDS-2M6, ‘RPDS-2M7, RPDS-2M8,
RPDS-2M9, RPDS-2M10, RPDS-2M11, RPDS-2M12, RPDS-2M13, RPDS-2M14,
RPDS-2M15, RPDS-2M16, RPDS-2M17, RPDS-2M18 y RPDS-2M19 unido al
dominio catalitico de LOXL?2 .

Formatos de ensayo
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[00108] Un ensayo de la invencién para la deteccion de LOXL2 circulante en un
individuo implica generalmente: a) poner en contacto una rmuestra liquida obtenida del
individuo con un anticuerpo especifico para LOXL2, y:"lﬂj&j‘; detectar la unién del
anticuerpo con LOXL2 presente en la muestra de liquido. Métodos de ensayo adecuados
incluyen un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA por sus siglas en inglés,
un radioinmunoensayo (RIA por sus siglas en ingles), un ensayo de
inmunoprecipitacion, un ensayo de flujo lateral o axial, evspectrometrl’a de masas y
similares.

[00109] Un método de ensayo de la invencion puede detectar LOXL2 en una
muestra liquida a 175 pg/ml o menos, por ejemplo, un método de ensayo de la
invencién puede detectar LOXL2 en una muestra liquida' de aproximadamente 150
pg/ml a aproximadamente 175 pg/ml, de aproximadamente 125 pg/ml a

aproximadamente 150 pg/ml, de aproximadamente 100 pg/ml a aproximadamente 125

pg/ml, de aproximadamente 75 pg/ml a aproximadamente 100 pg/ml, de -

aproximadamente 50 pg/ml a aproximadamente 75 pg/ml, o-desde aproximadamente 40
ug/ml a aproximadamente 50 pg/ml. Por ejemplo, un método de ensayo de la invencién
puede detectar LOXL2 en una muestra liquida cuando el LOXL2 esta presente en la
muestra liquida en una concentracién de menos de 10 ng/ml, por ejemplo, en una
concentracion de aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 5 ng/ml, de
aproximadamente 5 ng/ml a aproximadamente 1 ng/ml, de aproximadamente 1 ng/ml a
aproximadamente 500 pg/ml, de aproximadamente 500 pg/ml a aproximadamente 400
pg/ml, de aproximadamente 400 pg/ml a aproximadamente 300 pg/ml, de
aproximadamente 300 pg/ml a aproximadamente 200 pg/ml, de aproximadamente 200
pg/ml a aproximadamente 175 pg/ml, de aproximadamente 200 pg/ml a
aproximadamente 150 pg/ml, de aproximadamente 150 pg/ml a alrededor de 100 pg/ml,
de aproximadamente 100 pg/ml a aproximadamente 75 pg/ml, desde 75 ug / ml a
aproximadamente 50 pg/ml, ‘0 desde aproximadamente 50 pgf/r'ﬁ‘l a aproximadamente 40
pg/ml. En algunos casos, un método de ensayo de la invencib detecta LOXL2 en una
muestra liquida cuando el LOXL2 esta presente en la muestra‘ de liquido en un intervalo
de concentracion de aproximadamente 175 pg/ml a aproximadamente 5 ng/ml (o mas de
5 ng/ml). En algunos casos, un método de ensayo de la invencién detecta LOXL2 en
una muestra liquida cuando el LOXL2 esta presente en la muestra de liquido en un
intervalo de concentracién desde aproximadamente 40 pg/ml a aproximadamente 5

ng/ml (0 més de 5 ng/ml). En algunos casos, un método de ensayo de la invencion



detecta a LOXL2 en una muestra liquida a un limite de detécé_ién del fondo promedio
mas 2.5 x DE (desviacion estandar del fondo). “

[00110] En algunos casos, un método de ensayo de la invencion implica el uso de
dos anticuerpos LOXL2-especificos. Los dos anticuerpos LOXL2-especificos pueden
ser ambos anticuerpos monoclonales; los dos anticuerpos LOXL2-especificos pueden
ser un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal, o cualquier combinacion
similar.

[00111] Por ejemplo, un primer anticuerpo LOXIL2-especifico se pone en
contacto con una muestra liquida, donde el primer anticuerpo LOXL2-especifico forma
un complejo con el LOXL2 presente en la muestra liquida. El primer anticuerpo
LOXL2-especifico puede ser inmovilizado sobre un soporte insoluble, de tal manera
que el primer complejo anticuerpo LOXL2-especifico / LOXL2 se inmoviliza sobre el
soporte insoluble. Alternativamente, el primer anticuerpo’ V‘LOXLZ-especiﬁco puede
estar en solucion, y el primer complejo anticuerpo LOXL2—és‘i’)eciﬁco / LOXL2 puede
ser insoluble, de tal manera que los primeros complejos inmuﬁoprecipitados anticuerpo
LOXL2-especifico /LOXL2. El primer complejo anticuerpo LOXL2-especifico
/LOXL2 puede ser detectado usando un segundo anticuerpo LOXL2-especifico. En
algunos casos, el primer anticuerpo LOXL2-especifico es un anticuerpo policlonal, y el
segundo anticuerpo LOXL2-especifico es un anticuerpo monoclonal.

[00112] En algunas realizaciones, un método de ensayo de la invencién implica
poner en contacto una muestra liquida, obtenida de un individuo, con un anticuerpo
LOXL2-especifico inmovilizado, en el que el anticuerpo LOXL2-especifico
inmovilizado se inmoviliza en un soporte insoluble. Cualquier LOXL2 presente en la
muestra se unir al anticuerpo LOXL2-especifico inmovilizado, formando un complejo
anti-LOXL2 inmovilizado /- LOXL2. El complejo anti-LOXfﬂ2 inmovilizado / LOXL2
se puede detectar utilizando un segundo (no inmovilizado) anticuerpo LOXL2-
especifico. El segundo anticuerpo-LOXL2 especifico puede Séfi"marcado (etiquetado) de
manera detectable, o se puede detectar utilizando un anticuerpo secundario marcado de
forma detectable.

[00113] Por lo tanto, en algunas realizaciones, un rmétodo de la invencién de
deteccion de LOXL2 circulante en un individuo implica:”a) poner en contacto una
muestra liquida obtenida del individuo con un primer anticuerpo especifico para
LOXL2, de tal manera que el primer anticuerpo y el LOXL2 forman un complejo; b)

poner en contacto el primer complejo de anticuerpo LOXL2 / LOXL2 con un segundo
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anticuerpo especifico para LOXL2, y ¢) detectar la unién del segundo anticuerpo al
primer complejo de anticuerpo LOXL2 / LOXL2.

[00114] El soporte insoluble puede ser uno o mas pocillos de una placa de
multiples pocillos, una tira de prueba, un formato de varilla de nivel, y similares. En
cualquiera de los formatos de ensayo descritos anteriormente, uno o mas pasos de
lavado pueden llevarse a cabo para eliminar los componentes no unidos.

[00115] Un método de ensayo de la presente descripcion puede detectar un nivel
patologico de LOXL2 circulante en un individuo. Por ejemplo, un método de ensayo de
la invencion puede implicar: a) poner en contacto una muestra liquida obtenida de un
individuo con un anticuerpo especifico para LOXL2; b) detectar la union del anticuerpo
con el LOXL2 presente en la muestra liquida, y ¢) comparzif el nivel detectado con el
valor normal del control. Un nivel detectado que es mayor "(flue el valor normal del
control es indicativo de patologia (por ¢jemplo, cancer o ﬁbrd‘sié).

Valores Control

[00116] Niveles de LOXL?2 en una muestra liquida obtenida a partir de un sujeto
de prueba pueden ser comparados con valor(es) normales o rangos de valores control
normales. El valor control puede estar basado en niveles de LOXL2 en muestras
comparables (por ejemplo, muestra de sangre, plasma, o suero, u otro liquido bioldgico)
obtenido a partir de una poblacién control, por ejemplo, la poblacién general o una
poblacion seleccionada de serés humanos. Por ejemplo, la poblacion seleccionada puede
estar conformada de sujetos aparentemente sanos, por ejemplo, individuos que no tienen
sintomas o signos previos de fibrosis o céncer. Los sujetos aparentemente sanos no
exhiben sintomas de la enfermedad. En otras palabras';‘i':tales individuos, si son
examinados por un profesiohal médico, pueden ser caracteriz_édos como sanos y libres
de sintomas de enfermedad. s V‘“-%

[00117] El valor control puede tomar una variedad deiformas. El valor control
puede ser un tnico valor de corte, tal como la mediana o media. Un valor control
normal puede ser un rango de control.

[00118] En algunos casos, el control, valor normal esta por debajo del limite de
deteccion de un método de ensayo en un sujeto, por ejemplQa, un valor normal puede ser
menor a aproximadamente 175 pg/ml, menor a aproximadamente 150 pg/ml, menor que
aproximadamente 100 pg/ml, menor que aproximadamente 75 pg/ml, menor que

aproximadamente 50 pg/ml, o menor que aproximadamente 40 pg/ml.
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Los sujetos de prueba

[00119] Como se sefialdé anteriormente, una muestra liquida obtenida de un
individuo se prueba utilizando un ensayo de sujetos LOXL2. Los individuos que son
adecuados para probar un ensayo dado incluyen, pero no estan limitados a, las personas
que aun no han sido diagnosticados con una enfermedad, sino que se presentan con
sintomas y / o quejas de un médico (por ejemplo, los individuos con un trastorno no
diagnosticado o enfermedad), los individuos que han sido diagnosticados con cancer;
individuos con sospecha de cancer, pero que aun no han sido diagnosticados con cancer;
personas aparentemente sanas y que son sometidos a un cribado de rutina, los
individuos que han sido diagnosticados de fibrosis; individuos con sospecha de fibrosis,
pero que aun no han sido diagnosticados con fibrosis; individuos que han sido
diagnosticados con el virus de la hepatitis C (VHC), tales como la hepatitis C crénica, o
un virus de la hepatitis B (VHB), como la crénica VHB (CHB), y las personas que estan
en tratamiento por un cancer o una enfermedad fibrdtica.

Los pacientes oncologicos

[00120] Los individuos que son adecuados para probar el uso de un ensayo de
sujetos LOXL2 incluyen individuos que han sido diagnosticados de cancer incluyen los
individuos que tienen un tumor benigno, los individuos que tienen un tumor primario,
los individuos que tienen la metéstasis del tumor, y los individuos que tienen un tipo de
tumor no solido de cancer. Los individuos que son adecuados para probar el uso de un
ensayo de sujetos LOXL2 incluyen individuos que tienen un cancer, pero que aun no
han sido diagnosticados con cancer. Por lo tanto, los individuos que son adecuados para
el ensayo de sujetos LOXL2 incluyen individuos que tieneti‘una amplia variedad de
canceres, incluyendo carcinomas, sarcomas, leucemias, y linfomas.

[00121] Los carcinomas incluyen, pero no se limitafi'a, carcinoma esofagico,
carcinoma hepatocelular, carcinoma de células basales (una forma de cancer de piel),
carcinoma de células escamosas (diversos tejidos), carcinoma de vejiga, incluyendo
carcinoma de células transicionales (un neoplasma maligno de la vejiga), carcinoma
broncogénico, carcinoma de colon, carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico,
carcinoma de pulmén, incluyendo carcinoma de células pequefias y no pequefias de
carcinoma de células de pulmén, carcinoma de la corteza suprarrenal, carcinoma de
tiroides, carcinoma pancreatico, carcinoma de mama, carcinoma de ovario, carcinoma
de prostata, adenocarcinoma, sudor carcinoma de la glandula, carcinoma de glandulas

sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistoadenocarcinoma, carcinoma
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medular, carcinoma de células renales, carcinoma ductal in situ o carcinoma del
conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm,
carcinoma de cuello uterino, carcinoma de utero, carcinoma testicular, el carcinoma
osteogénico, carcinoma epitelial, y el carcinoma nasofaringeo, etc.

[00122] Los sarcomas incluyen, pero no estan limitados a, fibrosarcoma,
mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, cordoma; sarcoma osteogénico,
osteosarcoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, ' sinovioma, mesotelioma, sarcoma de Ewing, el
leiomiosarcoma, rabdomiosafcoma, y otros sarcomas de tejidos blandos.

[00123] Los tumores sélidos incluyen, pero no se limitan a, glioma, astrocitoma,
meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuroblastoma, y
retinoblastoma.

[00124] Las leucemias incluyen, pero no se limitan a, a) sindromes
mieloproliferativos crénicos (trastornos neoplésicos de células madre hematopoyéticas
multipotenciales); b) leucemias mielogenas agudas (transformacién neoplasica de una
célula madre hematopoyéticas multipotencial o una célula hématopoyética de potencial
de linaje restringido; ¢) crénica leucemias linfociticas (CLL; proliferacion clonal de
linfocitos pequefios inmunolégicamente inmaduros y funcionalmente incompetentes),
incluyendo CLL de células B, leucemia de células T prolinfocitica CLL, y leucemia de
células pilosas, y d) leucemias linfoblasticas agudas (caracterizadas por la acumulacion
de linfoblastos). Los linfomas incluyen, pero no se limitan ai‘linfomas de células B (por
ejemplo, linfoma de Burkitt); linfoma de Hodgkin, y similarés;_: -

[00125] Los tumores benignos incluyen, por ejempiom, .h‘emangiomas, adenoma
hepatocelular, hemangioma cavernoso, hiperplasia nodular focal, neuromas acisticos,
neurofibroma, adenoma hepatico, cistanoma conducto biliar, fibroma, lipomas,
leiomiomas, mesoteliomas, teratomas, mixomas, hiperplasia nodular regenerativa,
tracomas y pidgeno granulomas.

[00126] Los tumores primarios y metastasicos incluyen, por ejemplo, cancer de
pulmén (incluyendo, pero no limitado a, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de
células escamosas, carcinoma de células grandes, carcinoma bronquioloalveolar,
Carcinoma de células no pequeiias, carcinoma de células pequefias, mesotelioma);
cancer de mama (incluyenddi pero no limitado a, carcinomd ductal, carcinoma lobular,

cancer de mama inflamatorio, carcinoma de células claras, carcinoma mucinoso); cancer

. I
A

34



colorrectal (incluyendo, pero no limitado a, cancer de colon, cancer de recto); cancer
anal, cancer de prostata;; cancer de pancreas (incluyendo, pero no limitado a,
adenocarcinoma de péncreas, carcinoma de células de los islotes, tumores
neuroendocrinos) carcinoma de ovario (incluyendo, pero no limitado a, carcinoma
epitelial de ovario o de la superficie del tumor epitelial-éstromal incluyendo tumor
seroso, endometrioide del tufnor y cistoadenocarcinoma mucinoso, Tumor estromal de
los cordones sexuales); higado y carcinoma de conducto biliar (incluyendo, pero no
limitado a, carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma, hemangioma); Carcinoma de
esofago (incluyendo, pero no limitado a, el adenocarcinoma de esofago y carcinoma de
células escamosas); linfoma de no Hodgkin; carcinoma de vejiga; carcinoma del utero
(incluyendo, pero no limitado a, adenocarcinoma de endometrio, carcinoma seroso
papilar uterino, carcinoma uterino de células claras, sarcomas uterinos y
leiomiosarcomas, tumores de Muller mixtos); glioma, glioblastoma, meduloblastoma, y
otros tumores del cerebro; canceres de rifion (incluyendo, pero no limitados a,
carcinoma de células renales, carcinoma de células claras, tumor de Wilm); cancer de la
cabeza y el cuello (incluyendo, pero no limitado a, carcinomas de células escamosas);
cancer del estémago (incluyendo, pero no limitado a, adenocarcinoma de estomago,
tumor del estroma gastrointestinal), mieloma multiple, cancer testicular, tumor de
células germinales; tumor n’éuroendocrino; cancer de cuello uterino; carcinoides del
tracto gastrointestinal, de mama, y otros érganos, y el carcinoma de células en anillo de
sello. |

[00127] En algunos casos, un paciente oncoldgico es €l que actualmente esta en
fase de tratamiento para el cancer. En algunos casos, el tratamiento comprende la
administracién de un agente que inhibe la actividad enzimatica de un polipéptido
LOXL2. Los agentes que inhiben la actividad enzimatica LOXL?2 incluyen un inhibidor
alostérico de la actividad enzimatica LOXL2. En algunos casos, el inhibidor alostérico
es un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-
LOXL2 que se une a un epitopo dentro de un dominio de LOXL2 "SRCR3-4". Los
ejemplos no limitantes de un. anticuerpo monoclonal que inhibe la actividad enzimatica
LOXL2, y que se une a un epitopo dentro de un dominio SRCR3-4, son AB0023 y
AB0024; véase, por ejemplo,'EE.UU. 2009/0053224.

Epitelio-mesenquimal transicion

Los individuos que son adectiados para probar el uso de un "nfé"todo de ensayo incluyen

individuos en los que se ha lievado a cabo la transicién epitelici;mesenquimal (EMT) de

35



las células epiteliales. Los individuos que son adecuados para probar el uso de un
método de ensayo incluyen individuos en los que se ha producido la activaciéon de
desmoplasia y fibroblastos (que se consideran factores. en la generacion de un
microambiente patologico de los tumores y enfermedad fibrética). Estos individuos
pueden tener células precancérosas y / 0 estar en una etapa temprana del desarrollo del
cancer. :

Fibrosis

[00128] Los individuos que son adecuados para probar el uso de un método de
ensayo LOXL2 incluyen a individuos que han sido diagndsticados de fibrosis (una
enfermedad fibrotica), por ejemplo, la fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis
pulmonar, mielofibrosis, la fibrosis cardiaca, u otro tipo de fibrosis. Los individuos que
son adecuados para probar el uso de un método de ensayo LOXL2 incluyen individuos
que tienen una enfermedad fibrética (por ejemplo, fibrosis hepatica, fibrosis renal,
fibrosis pulmonar, mielofibrosis, la fibrosis cardiaca, u otro tipo de fibrosis), pero que
aun no han sido diagnosticados como que tienen la enfermedad fibrética.

[00129] En algunos casos, un sujeto de prueba adecuado tiene una forma
avanzada de la fibrosis, perd todavia podria ser adecuado para el tratamiento con un
régimen de tratamiento para la fibrosis. Por ejemplo, un sujeto de prueba adecuado
incluye un tema con (no en etapa terminal) fibrosis activa. En algunos casos, un sujeto
de prueba adecuado es aquel que tiene fibrosis, y que podria anticiparse a experimentar
la progresion rapida de la enfermedad. e

[00130] En algunos casos, una persona en la que se va a probar el uso de un
ensayo de LOXL2 es la que actualmente estd en tratamiento para una enfermedad
fibrotica. En algunos casos, el tratamiento comprende la administraciéon de un agente
que inhibe la actividad enzimatica de un polipéptido LOXL2. Los agentes que inhiben
la actividad enzimatica LOXL2 incluyen un inhibidor alostérico de la actividad
enzimatica LOXL2. En algunos casos, el inhibidor alostérico es un anticuerpo
monoclonal anti-LOXL2, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2 que se
une a un epitopo dentro dé un dominio de LOXL2 "SRCR3-4". Los ejemplos no
limitantes de un anticuerpo monoclonal que inhibe la actividad enzimatica LOXL2, y
que se une a un epitopo dentro de un dominio SRCR3-4, son"AB0023 y AB0024; véase,
por ejemplo, EE.UU. 2009/0053224. e
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La fibrosis hepatica

[00131] La fibrosis del higado estd implicada en la patologia de numerosas
“enfermedades hepaticas. La fibrosis puede ocurrir como una complicacion de la
hemocromatosis, enfermedad de Wilson, el alcoholismo, la esquistosomiasis, la
hepatitis viral, la obstruccion de las vias biliares, la exposicién a toxinas, y los
trastornos metabélicos. Si no se controla, la fibrosis hepatica progresa a cirrosis
(definida por la presencia de nodulos encapsulados), insuficiencia hepatica y la muerte.
[00132] La fibrosis hepatica incluye, pero no se limita a, la cirrosis, y condiciones
asociadas tales como la hepatitis viral cronica, la enfermedad no alcohélica del higado
graso (higado graso mno alcohdlico), esteatohepatitis | no alcohdlica (ASH),
esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), cirrosis biliar primaria (PBC), cirrosis biliar,
colangitis esclerosante primaria, y la hepatitis autoinmune.

[00133] Los dafios crénicos en el higado a partir de fuentes tales como los
parasitos y las infecciones virales (por ejemplo, virus de la hepatitis B (VHB), el VHC,
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la esquistosomiasis) o el estrés a largo
plazo por el consumo de alcohol por lo general resulta en la remodelacion del higado,
presumiblemente para encapsular el 4rea dafiada y proteger €l tejido hepético restante de
los dafios. (Li y Friedman, Gastroenterol. Hepatol. 14:618-633; 1999). Resultados de la
fibrosis hepatica en los cambios de la matriz extracelular;-iricluyendo 3-10 veces el
aumento en el contenido total de colageno y el reemplazo de'la membrana basal de baja
densidad con matriz de alta densidad, que perjudican la funcién metabdlica y la sintesis
de los hepatocitos, las células estrelladas hepaticas y células endoteliales. (Girogescu,
M., No invasiva de marcadores bioquimicos de la fibrosis hepdtica, J. Gastrointestin. .
Liver Dis, 15 (2): 149-159 (2006)). '

[00134] Existe un numero de sistemas de puntuacion estandarizado que
proporcionan una evaluacién cuantitativa del grado y la gravedad de la fibrosis hepatica.
Estos incluyen el METAVIR, Knodell, Scheuer, Ludwig, y sistemas de puntuacion
Ishak. Los individuos con fibrosis hepatica incluyen individuos con cualquier grado o la
gravedad de la fibrosis hepatica, sobre la base de cualquiera de los sistemas de
puntuacion Ishak, METAVIR, de Knodell, Scheuer, y LudW’i’g.

[00135] El sistema de puntuacion METAVIR se basa en un analisis de las
diversas caracteristicas de una biopsia del higado, incluyendo 12 fibrosis (fibrosis portal,
fibrosis centrolobulillar y cirrosis); necrosis (poco sistematica y lobular necrosis,

retraccion acidofilo y degeneracién en globo), inflamacion (inflamacién del tracto
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portal, agregados linfoides portales, y la distribucion de la inflamacién portal), los
cambios de las vias biliares, y el indice de Knodell (puntuaciones de necrosis periportal,
necrosis lobular, inflamacion portal, la fibrosis y la actividad general de la enfermedad).
Las definiciones de cada etapa del sistema METAVIR son los siguientes: Puntuacion: 0,
sin fibrosis; score: 1, la ampliacion estrellada del tracto portal, pero sin formacién de
septos; score: 2, la ampliacion del espacio porta con la rara formacién de septos;
puntuacion: 3, numerosos septos sin cirrosis, y puntaje: 4, cirrosis.

[00136] Sistema de puntuacion de Knodell, también llamado el Indice de
Actividad de Histologia, clasifica las muestras basandose en los resultados en cuatro
categorias de rasgos histolégicos: 1. periportal y / o necrosis puente; II. Degeneracion
intralobular y necrosis focal; III. Inflamacién portal, y IV. Fibrosis. En el sistema de
estadificacion de Knodell, las puntuaciones son las siguientes: Puntuacion: 0, sin
fibrosis; score: 1, fibrosis leve (expansion fibrosa portal); score: 2, fibrosis moderada;
score: 3, fibrosis severa (fibrosis en puente), y la puntuacion : 4, cirrosis. Cuanto mas
alto sea el puntaje, mas grave es el dafio a los tejidos del higado. Knodell (1981)
Hepatol. 1:431.

[00137] Las puntuaciones del sistema de puntuacién Scheuer, son las siguientes:
Puntuacién: 0, sin fibrosis; score: 1, tratados agrandadbs, fibréticos portales;
Puntuacién: 2, periportales o septos portal-portal, pero la arquitectura intacta; score: 3,
fibrosis con distorsion de la arquitectura, pero no cirrosis obvia; score: cirrosis 4,
probable o definitiva. Scheuer (1991) J. Hepatol. 13:372.

[00138] El sistema de puntuacién de Ishak se describe en Ishak (1995) J. Hepatol.
22:696-699. Etapa 0, No fibrosis; Etapa 1, la expansion fibrosa de algunas areas del
portal, con o sin septos fibrosos corto, etapa 2, la expansion fibrosa de la mayoria de las
areas del portal, con o sin septos fibrosos corto, etapa 3, la expansion fibrosa de la
mayoria de las reas del portal con portal ocasional a portal (P-P) de conexion; etapa 4,
la expansion fibrosa de las areas del portal con puente marcada (P-P), asi como el portal
central (P-C); etapa 5, Marcado puente (P- -P y / o P-C) con nédulos ocasionales
(cirrosis incompleta); fase 6, la cirrosis, probable o definitivd. -

niy
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Fibrosis renal

[00139] Al igual que la fibrosis hepatica, la fibrosis réndl puede ser el resultado
de diversas enfermedades y del dafio a los rifiones. Ejemp]dzéf*?éle tales enfermedades y
los dafios incluyen la enfermedad renal cronica, sindrome metabdlico, reflujo

vesicoureteral, la fibrosis renal tubulointersticial, la diabetes (incluyendo nefropatia
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diabética), y nefritis glomerular resultante (GN), incluyendo, pero no limitado a,
glomeruloesclerosis  segmentaria focal y glomerulonefritis membranosa, GN
mesangiocapilar. , :

[00140] Se ha convertido en reconocido que el sindrome metabolico es un
conjunto de anormalidades incluyendo caracteristicas diabétic{as;tales como resistencia a
la insulina, asi como la obesidad central o visceral y la hiperténsién. En casi todos los
casos, la desregulacion de los resultados de glucosa en la estimulacion de la liberacion
de citocinas y la regulacién positiva de la deposicion de matriz extracelular. Los
factores adicionales que contribuyen a la enfermedad renal cronica, la diabetes, el
sindrome metabélico y la nefritis glomerular incluyen hiperlipidemia, hipertensién y
proteinuria, todo lo cual resulta en un mayor dafio a los rifiones y estimular aun mas la
deposicién de la matriz extracelular. Por lo tanto, independientemente de la causa
primaria, los dafios a los rifiones pueden resultar en la fibrosis renal y la pérdida
concomitante de la funcién renal. (Schena, F. y Gesualdo, L., patégenos Mecanismos de
la nefropatia diabética, J. Am. Soc. Nephrol, 16: S30-33 (2005); Whaley-Connell, A., y
Sembrador, JR, enfermedad renal cronica y el sindrome cardiometabdlico, J. Clin.. .
Hypert, 8 (8): 546-48 (2006)). 1

La fibrosis pulmonar

[00141] La fibrosis del pulmoén incluye muchos s{ndfomes y enfermedades.
Enfermedades incluyen por ejemplo la fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), neumonia
intersticial idiopatica y sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). La fibrosis
pulmonar también incluye, pero no se limita a, la alveolitis fibrosante criptogénica, la
neumonia intersticial fibrosante crénica, enfermedad pulmonar intersticial (ILD), y la
enfermedad difusa del parénquima pulmonar (DPLD).

[00142] La patogénesis de la mayoria de las fibrosis pulmonares, incluyendo las
enfermedades mencionadas anteriormente no son bien entendidas, sin embargo todas se
caracterizan por una afluencia de células inflamatorias y un aumento posterior en la
sintesis y deposicion de matriz extracelular rica en coldgeno. (Chua et al., Am. J. Respir.
Celular. Mol. . Biol., 33:9-13 (2005);. Tzortzaki et al, J. Histochem. . Y Cytochem, 54
(6):. 693-700 (2006); Armstrong et al, Am. J. Respir. Crit. Cére Med., 160:. 1910-1915
(1999)). L

[00143] ~ IPF se caracteriza por la inflamacion, y, finalmente, la fibrosis, de tejido
pulmonar; aunque estos dos sintomas también pueden disociarse. La causa de la FPI es

desconocida, ya que puede surgir ya sea de un trastorno autoinmune o como resultado
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de la infeccion. Los sintomas de la IPF incluyen disnea (es decir, Falta de aire) que se
convierte en el sintoma principal a medida que la enfermedad progresa, y tos seca. La
muerte puede ser el resultado de la hipoxemia, insuficiencia cardiaca derecha, infarto de
miocardio, embolia pulmonar, derrame cerebral o infeccion :pulmonar, todo lo cual
puede ser causado por la enfermedad.

[00144] En algunos casos, una persona en la que se va a probar el uso de un
ensayo para sujetos LOXL2 es aquel que esta actualmente en tratamiento para la FPI.
En algunos casos, el tratamiento comprende la administracion de un agente que inhibe
la actividad enzimatica de un polipéptido LOXL2. Los agentes que inhiben la actividad
enzimatica LOXL?2 incluyen un inhibidor alostérico de la actividad enzimatica LOXL2.
En algunos casos, el inhibidor alostérico es un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2, por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2 que se une a un epitopo dentro de un
dominio de LOXL2 "SRCR3-4". Los ejemplos no limitantes de un anticuerpo
monoclonal que inhibe la actividad enzimatica LOXL2, y que se une a un epitopo
dentro de un dominio SRCR3-4, son AB0023 y AB0024; véase, por ejemplo, EE.UU.
2009/0053224.

La mielofibrosis

[00145] Procesos patogénicos en la mielofibrosis prirharia implican un trastorno
ponderado mieloproliferativo clonal de megacariocitos primario y una reaccion estromal
paraneoplasico que incluye fibrosis de médula 6sea, osteoesclerosis, la angiogénesis, y
la hematopoyesis extramedular. La reaccion de la médula 6sea incluye el exceso de
deposicion de proteinas de la matriz extracelular tales como colageno fibrilar,
hipocelularidad, la activacion y el reclutamiento de fibroblastos de médula osea, de
citoquinas y factor de crecimiento de la produccién excesiva y otros cambios que
resultan en una reduccion de la capacidad hematopoyética. Mielofibrosis secundaria
puede ser el resultado de la policitemia vera rubra o trombocitosis esencial.

Individuos sometidos a tratamiento

[00146] En algunos césos, una persona que va a probat el uso de un ensayo para
sujetos LOXL2 es la que actualmente esta en tratamiento para una enfermedad fibrética
o por un cancer. En algunos casos, el tratamiento comprendé la administraciéon de un
agente que inhibe la actividad enzimética de un polipéptido LOXL2. Los agentes que
inhiben la actividad enzimatica LOXL2 incluyen un inhibidor alostérico de la actividad
enzimatica LOXL2. En algunos casos, el inhibidor alostérico es un anticuerpo

monoclonal anti-LOXL2, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2 que se

40



une a un epitopo dentro de un dominio SRCR3-4 de LOXL2. Los ejemplos no
limitantes de un anticuerpo monoclonal que inhibe la actividad enzimatica LOXL2, y
que se une a un epitopo dentro de un dominio SRCR3-4, son AB0023 y AB0024; véase,
por ejemplo, EE.UU. 2009/0053224. wt

METODOS DE DIAGNOSTICO

[00147] La presente descripcion proporciona varios métodos de diagndstico para
enfermedades y condiciones asociadas con LOXL2, incluyendo enfermedades y
condiciones asociadas con o caracterizadas por niveles elevados de LOXL2, tales como
LOXL2 distribuido elevado. Por ejemplo, se proporcionan métodos para determinar si
un individuo tiene una enfermedad caracterizada por el elevado LOXL2 circulante.
También se proporcionan métodos para evaluar la actividad o gravedad de una
enfermedad o condicién. Los métodos de diagndstico generalmente implican la
deteccion de un nivel de circulacion LOXL2 en el individuo, usando un método de
ensayo LOXL2, como se describid anteriormente. Las enfermedades caracterizadas por
elevado LOXL2 circulantes incluyen el cancer y fibrosis.

[00148] El nivel de LOXL2 en una muestra dada puedé expresarse en términos de
concentracion, en peso, o de otra lectura de un ensayo de deteccion como se describe en
el presente documento. En un aspecto, un nivel de LOXL2 que es mayor que un nivel de
control normal o de otro nivel de referencia que circula indica que el individuo tiene una
enfermedad caracterizada por elevado LOXL2 circulante. Por ejemplo, un nivel de
LOXL2 que es al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos
30%, al menos 40%, al menos 50%, o mas de 50% circulantes, mas alto que un control
normal u otro nivel de referencia, puede indicar que la pefsona tiene una enfermedad
que se caracteriza por niveles circulantes de LOXL2 elevados. Como otro ejemplo, un
nivel de circulaciéon LOXL2 que es mayor de aproximadamente 40 pg/ml, mas de
aproximadamente 50 pg/ml, méas de aproximadamente 75 pg/ml, mas de
aproximadamente 100 pg/ml, mas de aproximadamenté-t‘lSO pg/ml, mayor de
aproximadamente 175 pg/ml, mas de aproximadamenté 200 pg/ml, mas de
aproximadamente 250 pg/ml, més de aproximadameff’té‘ * 300 pg/ml, mas de
aproximadamente 350 pg/ml, mas de aproximadamente’ "400 pg/ml, mas de
aproximadamente 450 pg/ml, mas de aproximadamente 500 pg/ml, mas de
aproximadamente 550 pg/ml, mas de aproximadamente 600 pg/ml, mas de
aproximadamente 650 pg/ml, més de aproximadamente 700 pg/ml, mas de

aproximadamente 750 pg/ml, o mayor de aproximadamente 800 pg/ml, pueden indicar
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que el individuo tiene una enfermedad caracterizada por elevado LOXL?2 circulante, y /
o dar informacion de prondstico o predictivo sobre la enfermedad o condicion, tal como
mediante la indicacién de la enfermedad activa o un nivel v’p.a_rticular de actividad. En
algunos casos, el nivel indica la fibrogénesis activa en el sujeto. Tal como se usa aqui,
los términos "nivel normal de control", y "nivel de referencia”, en el contexto de
LOXL2, se refieren al nivel de LOXL2 a la que el nivel LOXL2 en una muestra, por
ejemplo, Una muestra de prueba, se compara. En un ejemplo, el control normal o nivel
de referencia es un nivel observado generalmente en una muestra de un individuo sano,
tal como un individuo que no tiene la enfermedad o condicion sujeta, por ejemplo,
Enfermedad o afeccién asociada-LOXL2. En otro ejemplo, se trata de un nivel
observado en un individuo que tiene una enfermedad o condicién asociada-LOXL2,
tales como un individuo con la enfermedad menos activa, un prondstico relativamente
mejor, o de las posibilidades mas favorables asociadas a un resultado particular, punto
final, o evento, tales como la supervivencia o la capacidad de respuesta al tratamiento.
Por ejemplo, la referencia o nivel de control normal puede sér un nivel observado en un
punto de tiempo particular, tal como un nivel de linea de base, en una muestra de un
individuo que en tltima instancia mostr6 un resultado favorable, punto final, o evento.
En otro ejemplo, el nivel de control o de referencia normal es un nivel observado en una
muestra tomada del mismo individuo, en un punto de tiempo diferente en comparacion
con la muestra que se esta ensayando, por ejemplo, un nivel de linea de base, antes del
tratamiento, o de un nivel anterior en la progresion de la enfermedad o antes de que se
detecta la enfermedad. En otro ejemplo, el nivel normal o de referencia es un nivel
estandar, tal como un nivel en una muestra preparada para tener una concentracion de
LOXL2 pre-definida o simplemente un nivel pre-definido. Como se usa aqui, "linea de
base" se refiere a una cantidad, nivel, o la medicién de una variable en particular en un
punto en el tiempo que es anterior a un evento o periodo determinado, tal como un
punto en el tiempo antes del- tratamiento o antes del comienzo‘de una progresion de la
enfermedad de monitoreo estudio. Por lo tanto, en un aspecto,la referencia o nivel de
control normal de LOXL2 es un nivel de linea de base, tales'como un nivel de linea de
base del mismo individuo o de otro individuo.

Los valores de control

[00149] Los niveles de LOXL2 en una muestra liquida obtenida de un sujeto de
prueba se pueden comparar con un valor normal de control (s) o el rango de valores de

control normales. El valor de control se puede basar en los niveles de LOXL2 en
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muestras comparables (por ejemplo, sangre, plasma, o muestrﬁ de suero, u otra muestra
bioldgica liquida) obtenido de una poblacién de control, pof éjemplo, la poblacion en
general o una poblacién seleccionada de sujetos humanos. f’br ejemplo, la poblacién
seleccionada puede estar compuesta de sujetos aparentemente sanos, por ejemplo, las
personas que no han tenido previamente algin signo o sintoma de fibrosis o cancer. No
se descarta que individuos aparentemente sanos también, en general presenten sintomas
de la enfermedad. En otras palabras, estas personas, en caso de ser examinados por un
profesional de la medicina, se caracterizan por ser sanos y libres de sintomas de la
enfermedad. Por otra parte, los valores catastrales se pueden comparar con otros valores
de referencia, como un promedio, media, o el valor o valores observados para una
poblacién de sujetos que tienen una enfermedad o afeccién particular promedio. Por
ejemplo, un valor como referencia se puede utilizar en comparacién con los niveles
evaluados para individuos particulares que a continuacién se determinan que, por
ejemplo, tienen la enfermedad més activa en comparacién-con la cohorte total de
pacientes de los que se obtuvo el valor de referencia.

[00150] El valor de control puede tomar una variedad de formas. El valor de
control puede ser un solo valor de corte, tales como la mediana o la media. Un valor
normal de control puede ser un rango de control normal.

Los individuos que se probaran

[00151] Los sujetos de prueba incluyen los enumerados anteriormente. Los
individuos que son adecuados para probar el uso de un ensayo de sujetos incluyen, pero
no estan limitados a, las personas que aun no han sido diagnosticadas con una
enfermedad, sino que se presentan con sintomas y / o quejas donde un médico (por
ejemplo, los individuos con un trastorno no diagnosticado o enfermedad), los individuos
que han sido diagnosticados con céncer; individuos con sospecha de cancer, pero que
aun no han sido diagnosticados con céancer; personas aparéntemente sanas y que son
sometidos a cribado de rutina, los individuos que han sido ‘diagnosticados de fibrosis;
individuos con sospecha de fibrosis, pero que ain no han sido diagnosticados con
fibrosis; individuos que han sido diagnosticados con el virus de la hepatitis C (VHC) o
hepatitis B virus (VHB) (y opcionalmente también con diagndstico de infeccion por el
VHC o el VHB dafio hepatico asociado a la infeccion), y las personas que estan en
tratamiento por un cancer o una enfermedad fibrotica.

[00152] En algunos casos, la persona a ser probada es un individuo con un

trastorno no diagnosticado o enfermedad, por ejemplo, un individuo que se presenta con



sintomas y / o quejas. Un método de diagnostico puede ser utilizado para determinar si
tal individuo podria tener una enfermedad fibrética o un cancer. Un método de
diagndstico dado puede ser parte del diagnostico diferencial, y en algunos casos puede
ser utilizado en conjuncién con una o mas pruebas de diagnostico, por ejemplo, para
confirmar o descartar un diagnostico.

Generacion de un informe

[00153] Un método de diagnéstico dado puede incluir la generacién de un
informe que proporciona una indicacién en cuanto a si un individuo es probable que
tenga una enfermedad fibrética o un cancer. Tal informe puede incluir informacion tal
como una recomendacion sobre la evaluacion adicional; una recomendacion sobre el
tratamiento terapéutico de drogas, y similares.

[00154] Un informe dado puede incluir, ademds, uno ¢ mas de: 1) la informacion

del proveedor de servicios, 2) datos de los pacientes, y 3) los datos sobre el nivel de

e,

LOXL?2; 4) el seguimiento de las recomendaciones de evaluacion, y 5) el tratamiento
terapéutico de drogas, y 6) otras caracteristicas .
Una evaluacién mas profunda

[00155] Sobre la base de la deteccion de un nivel de LOXL2, y / o en base a un

informe (como se describi6 anteriormente), un médico u otro personal médico calificado
puede determinar si se requiere una evaluacion adicional del sujeto de prueba (el
paciente). Evaluaciones posteriores pueden incluir, por ejemplo, pruebas de funcion
pulmonar (por ejemplo, los que se sospeche la fibrosis pulmonar), pruebas de funcién
hepética (por ejemplo, los que se sospeche la fibrosis hepatica), y diversas pruebas para
el cancer, que las pruebas pueden variar, dependiendo del tipo de cancer sospecha.
[00156] Como un ejemplo, cuando se sospecha que un individuo sufre de un
cancer, se pueden llevar a cabo cualquiera de una variedad dé pruebas para el céncer, de
estas pruebas se incluyen, por ejemplo, analisis histoquimicos‘de una biopsia de tejido
para determinar la presencia de células cancerosas, las prueBéfs- para la presencia de un
antigeno asociado a un tumor, y similares. '

[00157] Como otro ejemplo, cuando se sospecha que un individuo tiene un
trastorno fibrético pulmonar, se puede evaluar al individuo para buscar los sintomas de
la enfermedad pulmonar fibrética. Los sintomas de un trastorno fibrético pulmonar
pueden incluir, pero no se limitan a, disminucion del peso corporal, el aumento de peso
del pulmén, fibrosis pulmonar, la arquitectura de pulmén patologico (por ejemplo,

Pulmén "nido de abeja"), aumento de la puntuacién de Ashcroft, el aumento de los



niveles de colageno pulmonar, aumento del nimero de CD45 +/ + células de colageno,
la proliferacién de neumocitos y la expansién y aumento del nﬁhlero de leucocitos en el
liquido de lavado broncoalveolar (BAL). Los sintomas también pueden incluir, por
ejemplo, aumento de los niveles pulmonares de una o mas de las siguientes moléculas:
LOXL2, a-actina de musculo liso (a-SMA), factor de crecimiento transformante f-1
(TGF-1), factor derivado del estroma-1 (SDF-1) (por ejemplo, SDF-1a), endotelina-1
(ET-1) y fosforilado SMAD2.

[00158] Como un ejemplo adicional, donde se sospecha que un individuo puede
tener la fibrosis hepatica, el individuo se puede evaluar para los marcadores de la
funcion hepatica. Las funciones del higado incluyen, pero no se limitan a, la sintesis de
proteinas tales como proteinas séricas (por ejemplo, albumina, factores de coagulacion,
fosfatasa alcalina, aminotransferasas (por ejemplo, alanina transaminasa, aspartato
transaminasa), 5'-nucleosidasa, y-glutaminyltranspeptidase, e‘tc.v), sintesis de bilirrubina,
sintesis de colesterol y sintesis de acidos biliares; una funcién metabdlica hepatica,
incluyendo, pero no limitado a, metabolismo de los carbohidratos, metabolismo de
aminoacidos y amoniaco, el metabolismo hormonal, y metabolismo de los lipidos;
desintoxicacion de farmacos exoégenos; la funciéon hemodindmica, incluyendo la
hemodinamica esplécnica y portal, y similares. Por ejemplo, se miden los niveles de
alanina aminotransferasa (ALT), utilizando ensayos estandar. En general, un nivel de
ALT de menos de aproximadamente 45 unidades internacionales se considera normal.
Niveles elevados de ALT pueden indicar funcion hepatica comprometida. Pruebas
cuantitativas de la reserva funcional hepatica también se pueden utilizar para evaluar la
funcién del higado, donde tales pruebas incluyen, por ejemplo, el despacho de
indocianina verde (ICG), la capacidad de eliminacion de la galactosa (GEC), prueba de
aliento aminopirina (ABT), el aclaramiento de antipiririé', monoetilglicina-xilidida

(MEG-X) de espacio, y el aclaramiento de la cafeina. S

Terapia ann
[00159] Sobre la base de la deteccion de un nivel de LOXL2, y / 0 en base a un

informe (como se describié anteriormente), un médico u otro personal médico calificado
puede determinar si se recomienda el tratamiento farmacologico terapéutico apropiado,
por ejemplo, para tratar una enfermedad fibrética, para tratar una cancer, etc.

[00160] Por ejemplo, un individuo que se ha determinado que tienen un cancer en
etapa temprana, a partir de los niveles circulantes de LOXL2 y, opcionalmente, en una

evaluacién adicional (por ejemplo, andlisis histoquimico de una biopsia de tejido), se
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puede iniciar en un régimen de medicamentos de quimioterapia de cancer y / o pueden
ser tratados con la terapia de radiacion y / o puede someterse a la eliminacion quirurgica
del cancer.

[00161] Agentes  quimioterapéuticos  contra . el cancer  ("agentes
quimioterapéuticos") incluyen farmacos citotoxicos y citostaticos. Quimioterapéuticos
pueden incluir aquellos que tienen otros efectos sobre las células tales como la reversion
del estado transformado a un estado diferenciado o aquellos que inhiben la replicacion
celular. Los ejemplos de agentes citotoxicos conocidos figuran, por ejemplo, en
Goodman et al., "Las bases farmacoldgicas de la terapéutica”, sexta edicion, AB Gilman
et al., Eds. / Macmillan Publishing Co. Nueva York, 1980. Estos incluyen los taxanos,
tales como paclitaxel y docetaxel; de nitrégeno tales como mecloretamina, melfalan,
mostaza de uracilo y clorambucilo; derivados de etilenimina, tales como tiotepa;
sulfonatos de alquilo, tales como busulfan; nitrosoureas, tales como lomustina,
semustina y estreptozocina; triazenos, tales como dacarbazina; analogos de acido folico,
tales como metotrexato; analogos de pirimidina, tales como ﬂﬁorouracilo, citarabina y
azaribina; analogos de la purina tales como mercaptopurina, y tioguanina; alcaloides de
la vinca, tales como vinblastina y vincristina; antibidticos, tales como dactinomicina,
daunorrubicina, doxorrubicina, y mitomicina; complejos metalicos, tales como
complejos de coordinacién de platino, tales como cisplatine; urea sustituida, tales como
hidroxiurea, derivados de metilhidrazina como la procarbazina; supresores
adrenocorticales, tales como el mitotano; hormonas y antagonistas, tales como
adrenocortisteroids (prednisona), progestinas (caproato de hidroxiprogesterona, acetato
y acetato de megestrol), estrogenos (dietilestilbestrol y etinil estradiol) y andrégenos
(propionato de testosterona y fluoximesterona). ‘

[00162] Como otro ejemplo, un individuo que se ha ‘determinado que tiene IPF,
por ejemplo, con base en los niveles circulantes de LOXL2y, opcionalmente, en una
evaluacion adicional (por ejemplo, pruebas de funcién pulmdﬁa”r), puede ser tratado con
un tratamiento farmacéutico para la FPI y / u otro tratamiehto para IPF. El tratamiento
primario para la FPI es farmacéutico, los farmacos mas comunes utilizados para el
tratamiento de IPF son los corticosteroides (por ejemplo, prednisona), penicilamina, y
varios neoplasicos (anti-por ejemplo, Ciclofosfamida, ‘azatiporene, clorambucilo,
vincristina y: colchicina). Otros tratamientos incluyen la administracion de oxigeno y, en

casos extremos, el trasplante de pulmon.
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[00163] Como un ejemplo adicional, un individuo para el que se ha determinado
que tiene fibrosis hepatica, sobre la base de los niveles circulantes de LOXL2 vy,
opcionalmente, en una evaluacion adicional (por ejemplo, funciones hepaticas pruebas;
pruebas para la infeccién con el VHC, VHB, etc.), puede ser tratado con, por ejemplo,
un agente anti-viral, por ejemplo, un agente adecuado para el tratamiento de una
infeccion por VHC o VHB u otra infeccion por virus de la hepatitis. Por ejemplo, una
infeccion por VHC puede ser tratado con un alfa-interferon (IFN-o), viramidina,
ribavirina, levovirina, un inhibidor de NS3 del VHC, un inhibidor de NS5B del VHC, o
combinaciones de uno o mas de los anteriores.

METODOS PARA EL MONITOREO DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO

[00164] La presente descripcion proporciona métodos para el seguimiento de la
eficacia del tratamiento para el elevado LOXL2 circulante, el método generalmente
implica la determinacién de un nivel LOXL2 que circula en el individuo en un punto de
tiempo, el uso de un ensayo LOXL2 dado. En un aspecto, un nivel de LOXL2 en la
muestra que es menor que un nivel obtenido en un punto de tiempo antes de que el
individuo enferme indica la eficacia del tratamiento. En otro aspecto, un nivel mas bajo
en comparacion con un control o muestra de referencia indica la eficacia del
tratamiento. En otro aspecto, el nivel de LOXL2, por ejemplo, un alto nivel de LOXL2,
indica que una persona va a responder favorablemente al tratamiento, tales como un
tratamiento de terapia blanco para LOXL2.

[00165] Por ejemplo, un nivel circulante de LOXL2:se determina en un primer
punto de tiempo y en un segundo punto en el individuo, en 2l que el segundo punto de
tiempo es mas tarde que el punto de tiempo de la primera vez. El primer punto de
tiempo puede ser antes del inicio del tratamiento, y el segundo punto de tiempo puede
ser durante el tratamiento (por ejemplo, después de que haya‘comenzado un régimen de
tratamiento). El primer punto de tiempo puede ser durante elitratamiento, y el segundo
punto de tiempo puede ser en otro momento durante el tratamiento. El segundo punto de
tiempo puede ser de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 1 afio después de la
primera punto de tiempo, por ejemplo, el segundo punto de tiempo puede ser de
aproximadamente 1 hora a aproximadamente 2 horas, de aproximadamente 2 horas a
aproximadamente 4 horas, de alrededor de 4 horas a aproximadamente 8 horas, de
aproximadamente 8 horas a aproximadamente 16 horas, desde aproximadamente 16
horas a aproximadamente 24 horas, desde aproximadamente 24 horas a

aproximadamente 36 horas, desde aproximadamente 36 horas a aproximadamente 72
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horas, desde aproximadamente 72 horas a aproximadamente 4 dias, de
aproximadamente 4 dias a aproximadamente 1 semana, desde aproximadamente 1
semana a aproximadamente 2 semanas, desde aproximadamente 2 semanas hasta
aproximadamente 1 mes, desde alrededor de 1 mes a aproximadamente 3 meses, de
aproximadamente 3 meses a aproximadamente 6 meses, o de aproximadamente 6 meses
a alrededor de 1 afio, o mas de 1 afio, después de que el primer punto de tiempo.

[00166] Por lo tanto, por ejemplo, en algunas realizaciones, un método de objeto
para determinar la eficacia de un tratamiento para una enfermedad caracterizada por la
elevada concentracion de LOXL2 en circulacién: a) deterfninar el nivel circulante de
LOXL2 en un individuo en un primer punto de tiempo (por determinar el nivel de
LOXL2 en una muestra liquida obtenida de la persona en el iﬁunto de primera vez); b)
determinar el nivel circulantev de LOXL2 en el individuo en un segundo punto de tiempo
(por determinar el nivel de LOXL2 en una muestra liquida obténida de la persona en el
segundo punto de tiempo), y comparar el nivel de LOXL2 de los primeros y segundos
puntos de tiempo. '

[00167] Si el nivel de LOXL2 que circula en el segundo punto de tiempo es
menor que el nivel LOXL2 circulante en el primer punto, se puede concluir que el
tratamiento para la enfermedad caracterizada por la elevada concentracion circulante de
LOXL2 fue eficaz, en estos casos, se puede hacer una recomendacion sobre el hecho de
continuar con el régimen de tratamiento. Si el nivel de LOXL2 que circula en el
segundo punto de tiempo es rhayor que el nivel LOXL2 circulante en el primer punto, se
puede concluir que el tratamiento para la enfermedad caracterizada por la elevada
concentracion de LOXL2 circulante no fue eficaz, en estos casos, puede hacerse una
recomendacion para interrumpir el régimen de tratamiento, p’af& aumentar la dosis de un
farmaco utilizado en el régimen de tratamiento, para aumentar la frecuencia de
dosificacion, o para administrar un régimen de tratamiento ‘alternativo. Si el nivel de
LOXL2 que circula en el segundo punto de tiempo no es significativamente diferente
que el nivel de LOXL2 circulante en el primer punto, se puede concluir que el
tratamiento para la enfermedad caracterizada por la elevada concentracin circulante de
LOXL2 no fue eficaz, o que el régimen de tratamiento debe .ser alterado; en estos casos,
una recomendacion puede ser el hecho de interrumpir el régimen de tratamiento, para
aumentar la dosis de un farmaco utilizado en el régimen de tratamiento, para aumentar

la frecuencia de dosificacion, o para administrar un régimen de tratamiento alternativo.
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Los sujetos de prueba

[00168] Un método dado cuyo objetivo es la supervision de la eficacia del
tratamiento puede ser utilizado para probar cualquiera dentro de una variedad de
personas, incluyendo, por ejemplo, las personas que han sido diagnosticadas con cancer
y que se someten a tratamiento para este, individuos que han sido diagnosticados de
fibrosis y que estan experimentando tratamiento para la fibrosis; individuos que han
sido diagnosticados con una infeccién por el VHC o el VHB y que estén recibiendo
tratamiento para la infeccién por el VHC o el VHB; individuos que han sido
diagnosticados con el VHC o el dafio hepético asociado a la infeccion por VHB, y que
‘estan bajo tratamiento para la infeccion por VHC o VHB y / o el dafio hepatico, y
similares.

[00169] En algunos casos, una persona que va a probar el uso de un ensayo
LOXL2 dado es aquella que se encuentra actualmente en tratamiento por un cancer. La
quimioterapia del cancer puede ser cualquiera de una variedad de agentes citotoxicos.
Tales agentes citotoxicos incluyen los taxanos, tales como paclitaxel y docetaxel; de
nitrégeno tales como mecloretamina, melfalan, mostaza de uracilo y clorambucilo;
derivados de etilenimina, tales como tiotepa; sulfonatos de alquilo, tales como busulfan;
nitrosoureas, tales como lomustina, semustina y estreptozocina; triazenos, tales como
dacarbazina; analogos de acido félico, tales como metotrexato; analogos de pirimidina,
tales como fluorouracilo, citarabina y azaribina; analogos de la purina tales como
mercaptopurina, y tioguanina; alcaloides de la vinca, tales como vinblastina y
vincristina; antibidticos, tales como dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, y
mitomicina; complejos metalicos, tales como complejos de: coordinacién de platino,
tales como cisplatino; urea sustituida, tales como hidroxiurea, derivados de
metilhidrazina como la procarbazina; supresores adreno’c‘:‘f)"fticales, tales como el
mitotano; hormonas y antagonistas, tales como adrenocortisteroids (prednisona),
progestinas (caproato de hidroxiprogesterona, acetato y acetato de megestrol),
estrogenos (dietilestilbestrol y etinil estradiol) y andrégenos (propionato de testosterona
y fluoximesterona). |

[00170] En algunos casos, el tratamiento del cancer comprende la administracion
de un agente que inhibe la actividad enzimatica de un polipéptido LOXL2. Los agentes
que inhiben la actividad enzimitica LOXL2 incluyen un inhibidor alostérico de la
actividad enzimatica LOXL2. En algunos casos, el inhibidor alostérico es un anticuerpo

monoclonal anti-LOXL2, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-LOXL2 que se
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une a un epitopo dentro de un dominio de LOXL2 "SRCR3-4". Los ejemplos no
limitantes de un anticuerpo monoclonal que inhibe la actividad enzimatica LOXL2, y
que se une a un epitopo dentro de un dominio SRCR3-4, son AB0023 y AB0024; véase,
por ejemplo, EE.UU. 2009/0053224.

[00171] Como otro ejemplo, un individuo que experimenta el tratamiento de la
fibrosis hepatica, o que esta en tratamiento para una enfermedad que puede resultar en
fibrosis del higado, es adecuado para probar el uso de un método dado. Como un
ejemplo, un individuo que ekperimenta el tratamiento individual para una infeccidn por
VHC es adecuado para probar el uso de un método en cuestion. Por ejemplo, una
infeccion por VHC puede ser tratado con IFN-a, v1ram1d1na r1bav1r1na levovirina, un
inhibidor de NS3 del VHC, un inhibidor de NS5B del VHC, o combmacmnes de uno o
mas de los anteriores.

[00172] Como otro ejemplo, un individuo que experimenta el tratamiento para la
FPI es adecuado para probar el uso de un método dado. Los farmacos utilizados
habitualmente para el tratamiento de IPF incluyen, por ejemplo, corticosteroides (por
ejemplo, prednisona), penicilamina, y varios neoplasicos (anti-por ejemplo,
Ciclofosfamida, azathiporene, clorambucilo, vincristina y colchicina).

Los valores de control

[00173] Los niveles de LOXL2 en una muestra liquida obtenida de un sujeto de
prueba se pueden comparar con un valor normal de control (s) o el rango de valores de
control normales u otros valores de referencia como sé describe en el presente
documento. El valor de control se puede basar en los niveies?-de LOXL2 en muestras
comparables (por ejemplo, sangre, plasma, o muestra de suero, u otra muestra biologica
liquida) obtenido de una poblacién de control, por ejemplo, la poblacion en general o
una poblacién seleccionada de sujetos humanos. Por ejemplu la poblacion seleccionada
puede estar compuesta de sujetos aparentemente sanos, por ejemplo, las personas que no
han tenido previamente algin signo o sintoma de fibrosis o cancer. Individuos
aparentemente sanos también, en general no presentan sintomas de la enfermedad. En
otras palabras, estas personas, en caso examinado por un profesional de la medicina, se
caracterizan por ser sanos y libres de sintomas de la enfermedad.

[00174] El valor de control puede tomar una variedad de formas. El valor de
control puede ser un solo valor de corte, tales como la mediana o la media. Un valor
normal de control puede ser un rango de control normal. En algunos casos, el control, el

valor normal esta por debajo del limite de deteccidon de un método de ensayo de la
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invencion, por ejemplo, menos de aproximadamente 175 pg/ml menos de
aproximadamente 150 pg/ml, menos de aproximadamente 125 pg/ml, menos de
aproximadamente 100 pg/ml, menos de aproximadamente 75 pg/ml, menos de
aproximadamente 50 pg/ml, o menos de aproximadamente 40 pg/ml.

METODOS DE PRONOSTICO

[00175] También se p_roporcionan varios métodos de prondstico y predictivos.
Por ejemplo, la presente descripcion pfoporciona la determinacion de la probabilidad de
que un individuo que tiene una enfermedad fibrética exH'ibiré una respuesta clinica
beneficiosa a un tratamiento para la enfermedad fibrotica. En otro ejemplo, el método
determina la probabilidad o el riesgo de una salida de la enfermedad en particular o de
punto final o la capacidad de respuesta al tratamiento. El métédo generalmente implica
la deteccion de un nivel circulante de LOXL2, tales como en una muestra liquida
obtenida del individuo, utilizando un ensayo dado para LOXL2. En un aspecto, un nivel
de LOXL?2 que es mayor que un control normal u otro nivel de referencia indica que ¢l
individuo tiene una mayor probabilidad de mostrar una respuesta clinica beneficiosa a
un tratamiento para la enfermedad fibrética. En otro aspecto, un nivel relativamente
bajo indica una probabilidad relativamente baja o el riesgo de desarrollar un
determinado resultado de la enfermedad o de punto final, u otra informacién pronostica.
Del mismo modo, los niveles de LOXL2 comparativamente altos pueden indicar un
peor prondstico, como el aumento en el riesgo o la probabilidad de desarrollar una
enfermedad o condicién particular de salida o de llegar a un punto final determinado.
Enfermedades fibréticas incluyen fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis cardiaca,
y mielofibrosis, como se describié anteriormente. En algunoé césos, por ejemplo, donde
los niveles circulantes LOXL2 indican que es probable ‘que el sujeto exhiba una
respuesta clinica beneficiosa a un tratamiento para la enfermedad fibrética, un método
en cuestion implica ademas el tratamiento del individuo para la enfermedad fibrética.
[00176] Los individuos que son adecuados para probar el uso de un método de
ensayo de la invencion incluyen los individuos que se han diagnosticado como teniendo
la fibrosis, por ejemplo, la fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis pulmonar,
mielofibrosis, la fibrosis cardiaca, u otro tipo de fibrosis. La fibrosis hepatica incluye,
pero no se limita a, la cirrosis, y condiciones asociadas tales como la hepatitis viral
cronica (resultante de, por ejemplo, VHC o VHB), higado‘graso no alcohélico, ASH,
EHNA, PBC, cirrosis biliar, colangitis esclerosante primaria, y la hepatitis autoinmune.

La fibrosis renal puede resultar de una variedad de enfermedades y dafios, donde los

v
IR

51

05



ejemplos de tales enfermedades y los dafios incluyer-l la enfermedad renal crdnica,
sindrome metabdlico, reflujo vesicoureteral, la fibrosis renal tubulointersticial, la
diabetes (incluyendo nefropatia diabética), y nefritis glomerular resultante (GN),
incluyendo, pero no limitado a, glomeruloesclerosis segmentaria focal y
glomerulonefritis membranosa, GN mesangiocapilar. Fibrosis pulmonar incluye muchos
sindromes y enfermedades, donde las enfermedades ejemplares incluyen IPF, neumonia
intersticial idiopatica, y el SDRA. La fibrosis pulmonar también incluye, pero no se
limita a, la alveolitis fibrosante criptogénica, la neumonia ih:téfsticial fibrosante crénica,
ILD, y DPLD. '

[00177] En algunos casos, un sujeto de prueba adecuado tiene una forma
avanzada de la fibrosis, pero todavia podria ser adecuado para el tratamiento con un
régimen de tratamiento para la fibrosis. Por ejemplo, un sujeto de prueba adecuado
incluye un tema con (no en etapa terminal) fibrosis activa. En algunos casos, un sujeto
de prueba adecuado es aquel que tiene fibrosis, y que podria anticiparse a experimentar
la progresion rapida de la enfermedad. Como un ejemplo, un individuo puede tener una
fase avanzada, por ejemplo, METAVIR F4, de la fibrosis hepatica; un individuo con
fibrosis METAVIR F4 y un LOXL2 positivo (por ejemplo, mayor que los niveles
normales de LOXL2 en muestra de liquido, tal como se determina usando un sujeto
LOXL2 ensayo) todavia puéde ser un candidato para el trétamiento de la fibrosis. Un
paciente con fibrosis hepéticé METAVIR F4 con un LOXL 2 negativo (por ejemplo, los
niveles normales de LOXL2 en muestra de liquido, tal cori;§‘ se determina usando un
ensayo dado para LOXL2) no puede ser considerado como un candidato para el
tratamiento de la fibrosis. Como otro ejemplo, un individuoicon elevado LOXL2 (por
ejemplo, mayor que los niveles normales de LOXL2 en muestra de liquido, tal como se
determina usando un ensayo LOXL2) que tiene una etapa temprana de la fibrosis
hepatica (por ejemplo, METAVIR F1 o F2) puede ser considerado como un candidato
para el tratamiento de la fibrosis.

Los valores de control

[00178] Los niveles de LOXL2 en una muestra liquida obtenida de un sujeto de
prueba se pueden comparar con un valor normal de control (s) o el rango de valores de
control normales. El valor de control se puede basar en ‘los niveles de LOXL2 en
muestras comparables (por ejemplo, sangre, plasma, o muestra de suero, u otra muestra
biolégica liquida) obtenidas de una poblacién control, por ejemplo, la poblacion en

general 0 una poblacion seleccionada de sujetos humanos."Por ejemplo, la poblacion
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seleccionada puede estar compuesta de sujetos aparentemé‘nte sanos, por ejemplo, las
personas que no han tenido previamente algin signo o sintoma de fibrosis. Individuos
aparentemente sanos también, en general no son contrarios a presentar sintomas de la
enfermedad. En otras palabras, estas personas, en caso de ser examinadas por un
profesional de la medicina, se caracterizan por ser sanos '.y libres de sintomas de la
enfermedad.

[00179] El valor de control puede tomar una variedad de formas. El valor de
control puede ser un solo valor de corte, tales como la meai'éiﬁa o la media. Un valor
normal de control puede ser un rango de control normal. En éféunos casos, el control, el
valor normal esta por debajo del limite de deteccion de un método de ensayo de la
invencién, por ejemplo, menos de aproximadamente 175 pg/ml menos de
aproximadamente 150 pg/mi, menos de aproximadamente 125 pg/ml, menos de
aproximadamente 100 pg/ml, menos de aproximadamente 75 pg/ml, menos de
aproximadamente 50 pg/ml, o menos de aproximadamente 40 pg/ml.

Generacion de un informe

[00180] La probabilidad de que un paciente va a exhibir una respuesta clinica
beneficiosa para el tratamiento de una enfermedad fibrética se evaltia mediante la
determinacion del nivel circulante de LOXL2. La probabilidad de exhibir una respuesta
clinica beneficiosa para el tratamiento de una enfermedad fibrética del paciente se
proporciona en un informe. El informe puede incluir adé’més informacién sobre la
probabilidad de la respuesta.del paciente. Por ejemplo, un m'e;'t_-vc")do puede incluir ademas
una etapa de generacion o la salida de un informe con los résﬁltados de una evaluacion
de la probabilidad de respuesta del sujeto, este informe se p\i‘ed'e proporcionar en forma
de un medio electrénico (por ejemplo, una pantalla electrénica en un monitor de
ordenador), o en la forma de un medio tangible (por ejemplo, un informe impreso sobre
papel u otro medio tangible).

[00181] Un "informe", tal como se describe en este documento, es un documento
electronico o tangible que incluye elementos de informe que proporcionan informacion
de interés en relacion con una evaluacién de la probabilidad y sus resultados. Un
informe dado incluye al inenos una evaluacién de la probabilidad, por ejemplo, una
indicacion de la probabilidad de que un paciente que tiene una enfermedad fibrética
exhibira una respuesta clinica beneficiosa a un tratamiento para la enfermedad fibrotica.
Un informe dado puede ser generado electrénicamente en forina completa o parcial. Un

informe dado puede incluir ademas uno o mas de: 1) informacion sobre la instalacion de
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pruebas; 2) informacién de proveedor de servicios; 3) los datos del paciente; 4) de datos
de muestra; S5) un informe interpretativo, que puede incluir diversa informacion
incluyendo: a) indicacién; b) los datos de prueba, por ejemplo, que circula nivel
LOXL2., y 6) otras caracteristicas.

Métodos IPF de Prognosis y predictivos

[00182] En algunas fealizaciones, se proporcionan. métodos de diagnostico,
prondstico y predictivos para la fibrosis pulmonar idiopéticéy(FPI). Como se muestra en
los ejemplos del presente dc;cumento, se detecta el aumento:gjé,"cxpresién de LOXL2 en
los sueros de pacientes de FPI en comparacién con mliestras de control normales;
adicionalmente, el aumento de los niveles circulantes de LOXL2 indican un fenotipo
activo FPI y un mayor riesgo de diversos resultados de enfermedades. La expresion
LOXL2 maés alta también es detectada en el tejido pulmonar de pacientes de FPI. En
consecuencia, se proporcionan procedimientos que utilizan LOXL2 como un marcador
de la enfermedad IPF, tales como un marcador de actividad de la enfermedad FPI o del
fenotipo FPI activo. Por lo tanto, en algunas realizaciones de los métodos
proporcionados, LOXL2 se utiliza como un marcador de diagndstico, prondstico, y / o
predictivo para la FPI. En un aspecto, los niveles de LOXL2 se utilizan para evaluar la
fibrogénesis y / o varias ‘etapas IPF, la gravedad, o resultados, tales como la
probabilidad de resultados de enfermedades particulares o 1?1 capacidad de respuesta al
tratamiento. N A

[00183] En otro aspecto, los niveles de LOXL2 son indicativos de la enfermedad
activa o un nivel de actividad de la enfermedad. En otro aspectd, los niveles de LOXL2,
tipicamente los niveles de suero, que son mas altos en compdraciéon con un control u
otra muestra de referencia indican un riesgo de desarrollar un resultado de la
enfermedad en particular o desarrollar un resultado de la enfermedad en particular en un
periodo de tiempo particular. En otros aspectos, los niveles de LOXL2 indican la
probabilidad de que un paciente responderda a un tratamiento en particular o da
informacién con respecto a la capacidad de respuesta a un tratamiento continuo, tales
como el tratamiento con un inhibidor de LOXL2 u otro tratamiento. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, los métodos incluyen ademas la iniciacién, interrupcion, o la
alteracién de un enfoque de tratamiento de la enfermedad, basado en la prediccion o
niveles LOXL?2 detectados. * _

[00184] Los resultados de la enfermedad ejemplarés’ que son evaluados o

predichos utilizando los métddos incluyen la progresion de 4 éfifermedad IPF (un punto

iy
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final compuesto definido como uno de los siguientes: la mortalidad por cualquier
causa), pobre supervivencia libre de progresion (PFS), hospitalizacion respiratoria,
disminucién de la funcién pulmonar, por ejemplo, disminucion categérica de la funcion
pulmonar (que puede ser definida como una disminucion del 10% de la capacidad vital
forzada (CVF) con una disminucion del 5% en la capacidad de difusién de mondxido de
carbono (CDCO) o una disminucion del 15% de la CDCO con una disminucion del 5%
de la CVF), y la muerte. | | _

[00185] Los métodos-implican generalmente la obteh_cién de una muestra del
paciente y / o determinar un nivel LOXL2 en la muestra (por ejemplo, utilizando los
métodos descritos en el presente documento) y la realizacion de varios analisis
estadisticos sobre la base de esta y otra informacion. En un ejemplo, se determina si el
paciente o una muestra tiene un nivel alto o bajo de LOXL2, por ejemplo, un nivel
LOXL2 bajo o alto que circula o suero. Esta informacién se puede determinar, por
ejemplo, de los niveles LOXL2 de dicotomizacién basados en una distribucion de los
niveles LOXL2 determinados en una poblacién determinada, como una coleccion de
muestras, que designan los puntos de corte para los niveles "bajos" y "altos" de LOXL2.
Por ejemplo, un nivel alto de LOXL2 puede considerarse un nivel al menos o por
encima de una concentracién particular en una muestra dada, tal como mayor que o
aproximadamente 800 pico gramos (pg.) LOXL2 por mililitro (ml) de los sueros. Por
otra parte, un nivel sérico LOXL?2 alto puede definirse en base a una distribucion de los
niveles de las muestras dentro de una poblacién o en base¢-a un cambio de doblez
particular en comparacion con un control o muestra de referencia.

[00186] En algunos aspectos, los métodos se llevan a cabo mediante la
determinacion de los niveles de LOXL2 en relacion con otras mediciones, tales como
marcadores de la gravedad de la enfermedad o el estado funcional, por ejemplo, las
mediciones de referencia de la FPL tales como los reflexivos de la gravedad de FPI,
tales como el porcentaje del valor tedrico de la capacidad vital forzada (CVF),
porcentaje de la capacidad de difusién del monéxido de carbono predicho (DLCO), la
distancia recorrida en 6 minutos (6MWD), la presién media de la arteria pulmonar
(PmAP), la saturacién de oxigeno en reposo mas bajo (Sp02), el indice fisiologico
compuesto (IFC), la puntuacién del St. George Respiratory ‘Questionnaire (SGRQ), y la
puntuacién del Indice de Transicion de Disnea (IDT), laf"‘ié’apacidad de respuesta al
tratamiento, y / u otros biomarcadores de la enfermedad o la‘gravedad de la enfermedad.

Por lo tanto, en algunos aspectos de los modelos y métodos dé prediccion, LOXL2 es un
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biomarcador de resultado de la enfermedad FPI integrado con medidas de gravedad de
la enfermedad o el estado funcional y/u otros biomarcadores.

Analisis estadisticos de los métodos diagndsticos, pronésticos y predictivos

[00187] En algunos ejemplos, los analisis estadisticos se llevan a cabo sobre la
base del nivel de LOXL2 y otras determinaciones. En un ejei‘hplo, se evaluan los niveles
de LOXL2, por ejemplo, utilizando histogramas estandar “p‘ara evaluar los niveles no
transformados o transformados mediante el logl0x de LOXEZ.:Los analisis estadisticos
pueden incluir la determinacién de varios valores, como méaié, por ejemplo, la media
geométrica, o valores de la mediana de los niveles de expresié‘rl LOXL2 y / o variables
de referencia, para las muestras y / o pacientes individuales, y el célculo de las
desviaciones estandar y los cambios de doblez entre diferentes muestras o condiciones,
y comparando los niveles de expresion y / u otras variables utilizando cualquiera de un
ntimero de pruebas bien conocidas, tales como t-test de Student, la cual, por ejemplo, se
puede usar para comparar la distribucion de las variables de referencia y los niveles de
expresion LOXL2.

[00188] En algunos aspectos, la correlacion de Pearson (CP) se utiliza para para
la evaluacién de las relaciones lineales (correlaciones) entre pares de valores (por
ejemplo, mediante el célculo de los coeficientes de CP),tala‘como entre los niveles de
expresion LOXL2 y otras varjables tales como la variable (s:)i'.iPF de referencia como se
describe aqui . Tal analisis puede ser utilizado para la distribuqién separada linealmente
en los patrones de expresion, mediante el célculo de losj :c"c;eﬁcientes de los pares
individuales de variables (trazada en los ejes x e y de las matrices individuales, como se
muestra en el ejemplo 9).

Modelamiento predictivo

[00189] En algunas realizaciones, los métodos de prediccién ademés comprenden
el uso adicional de analisis estadistico y el uso de modelos y sistemas predictivos. En
algunos aspectos se utilizan tales modelos y sistemas para predecir los resultados de la
enfermedad, puntos finales, la capacidad de respuesta, y / o eventos, basados en los
niveles LOXL2 y otra informacién tipicamente, tales como:las variables indicativas de
la gravedad de la enfermedad y otros biomarcadores. Por ejemplo, los modelos de
supervivencia pueden ser usados para examinar la relacién éhtre los niveles de LOXL2
y otras covariables y uno‘o mas eventos, puntos finales’ o resultados, tales como
resultados de la enfermedad como, por ejemplo, el resultadt;)“f(é) del FPI y capacidad de

respuesta para uno o mas tratamiento (s) Dichos modelos pddrian ser utilizados para
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predecir la probabilidad de que un paciente particular tendra el evento, punto final o
resultado, o que tal resultado ocurrira dentro de un periodo determinado de tiempo.
[00190]  En un tal ejemplo, el modelado de riesgos proporcionales Cox, por
~ ejemplo, por etapas de modelado de riesgos proporcionales Cox, es llevado a cabo para
examinar la relacion entre los niveles de LOXL2 (y opcionéilnente otras covariables,
tales como variables FPI de referencia descritas en este documfénto y otras variables que
podrian ser asociadas con resultados de la enfermedad, tales como biomarcadores de la
enfermedad) y resultados, tales como resultados FPI. El uso de métodos estadisticos
bien conocidos, los cocientes de riesgo (CR) son calculados, representando la relacion
entre la covarianza, por ejemplo, el nivel LOXL2, y el resultado sujeto, punto final o
evento. Asi, en algunos aspectos, los métodos proporcionados incluyen el uso de tales
modelos para predecir los resultados, puntos finales y / o eventos, por ejemplo,
resultados de la enfermedad de FPI, en pacientes individuales basados en los niveles
LOXL2 y los valores de otras covariables. En un ejemplo, el modelo incluye los niveles
LOXL?2 (por ejemplo, la presencia o la falta de niveles LOXL2 "elevados"), 6MWD,
y/o CPL

[00191] Los resultados del IPF, eventos y puntos ﬁhales para su uso en tal
modelado incluye puntos finales o eventos indicativos de prégresién de la enfermedad
o la gravedad tal como cualduier criterio de valoracion tipicamente especificado en los
ensayos clinicos FPI o régimen de tratamiento, tales coi‘ﬁb la progresion de la
enfermedad FPI, disminucién de la funcién pulmonar, hdspitalizaci(')n respiratoria, y la
muerte. En algunos aspectos, la progresion de la enfermedad representa un criterio de
valoracién compuesto definido como uno de los siguientes: la mortalidad por cualquier
causa, la hospitalizacion respiratoria, o una disminucion categérica de la funcién
pulmonar, definida como una disminucion del 10 % de la capacidad vital forzada (CVF)
con una disminucion del 5 % en la capacidad de difusion para el mondxido de carbono
(CDcoy 0 una disminucién del 15 % de la CDc¢o con una disminucién del 5 % de la
CVF) . Los puntos finales de la funcién pulmonar se pueden’determinar usando pruebas
de funcién pulmonar. En algunos ejemplos, se utilizan al menos dos pruebas, llevadas a
cabo por lo menos a 4 semanas de diferencia. Otros puntos 'ﬁ'ﬁfales son todas las causas
de mortalidad, la superviveﬁéia libre del trasplante, y la muert¢. El resultado puede ser
definido como el tiempo que transcurre antes de que sé ‘alcanza cada criterio de

valoracién.
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[00192] Las curvas caracteristicas de funcionamiento del receptor (CFR) se
pueden utilizar para evaluar la sensibilidad frente a la especificidad de los sistemas. El
area bajo la Curva (ABC) se calcula utilizando métodos bien’zé‘Onocidos.

[00193] En algunos ejemplos de los modelos de prediccion, LOXL2 se asocia
significativamente con uno o mas resultados o eventos, tales como la progresion de la
enfermedad, por ejemplo, en un intervalo particular, de confianza (IC) y nivel de
confianza, tal como un intervalo de confianza del 95 %, por ejemplo, sobre la base de
un valor P menor que una cantidad umbral particular, por ejemplo, 0,05 . La razon de
riesgo se puede utilizar para determinar el doblez del cambio en el riesgo de un
resultado en particular, para una covariable determinada, tal como los niveles LOXL2
elevados. En algunos aspectos, un nivel LOXL2 dado estd asociado, por ejemplo,
estadisticamente asociado de manera significativa, con al menos un riesgo de 2
dobleces, 3 dobleces, 4 dobleces, 5 dobleces, 6 dobleces, o de 7 dobleces en el
desarrollo de un determinado resultado, tal como la progresion de la enfermedad, la
hospitalizacion, la disminucién de la funcién pulmonar,‘u otro resultado como se
describe en el presente documento. El doblez de cambio eniel riesgo, por ejemplo, se
puede expresar en términos de comparacién con un sujeto notial, tal como uno que no
tiene un nivel de LOXL2 elevado o uno que tiene un nivel-:LOXL2 " bajo”. En un
ejemplo, los niveles de LOXL2, por ejemplo, niveles LOXL2 "altos™, se asociaron de
forma estadisticamente significativa con el resultado, por ejemplo, la progresion de la
enfermedad, cuando otras covariables se incluyen en el modelo, como 6MWD y el CPL

KITS Y DISPOSITIVOS DE ENSAYO

[00194] La presente descripcion proporciona kits y dispositivos de ensayo para
llevar a cabo un ensayo de sujeto para hacer circular LOXL2.

{00195] En algunas formas de realizacion, un kit de la invencion incluye: a) un
primer anticuerpo especifico para LOXL2, y b) un segundo anticuerpo especifico para
LOXL2. En algunos casos, el primer anticuerpo es un anticuerpo especifico-LOXL2
policlonal, y el segundo anticuerpo es un anticuerpo especifico-LOXL2 monoclonal. En
otros casos, el primer anticuerpo es un anticuerpo especiﬁc’&LOXL2monoclonal, y el
segundo anticuerpo es un anticuerpo especifico-LOXL2 monbélonal. En otros casos, el
primer anticuerpo es anticuerpo especifico-LOXL2 policlon’alj,;v"y el segundo anticuerpo
es un anticuerpo especifico-LOXL2 policlonal. El primer y/o el segundo anticuerpo en

algunos casis comprenderan un marcador detectable.
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[00196] El primer anticuerpo en algunas realizaciones serd inmovilizado en un
soporte insoluble. Alternativamente, se proporciona un soporte:insoluble con el kit, y el
usuario efectuara la inmovilizacion del primer anticuerpo sobre el soporte insoluble. Por
lo tanto, en algunos casos, un kit sujeto incluye: a) un primer anticuerpo especifico para
LOXL2; b) un segundo anticuerpo especifico para LOXL2, y ¢) un soporte insoluble. El
soporte insoluble se puede proporcionar en cualquiera de una variedad de materiales y
formatos, como se describe anteriormente. Por ejemplo, en algunos casos, el soporte
insoluble es una placa de multiples pocillos de pléstico, una tira de prueba, o una varilla
de prueba.

[00197] Como se sefiald anteriormente, en algunos casos, ni el primero ni el
segundo anticuerpo comprenden un marcador detectable. En estos casos, un tercer
anticuerpo que comprende un marcador detectable, y que se une al segundo anticuerpo,
se puede proporcionar; un anticuerpo tal se conoce generalmente como un anticuerpo
secundario. El marcador detectable puede ser, por ejemplo, un agente quimio
Juminiscente, una etiqueta:de particulas, un agente colorimétrico, un agente de
transferencia de energia, una 'énzima, un agente fluorescente; ‘o un radioisétopo. Por lo
tanto, en algunas formas de realizacion, un kit de sujeto comprende : a) un primer
anticuerpo especifico para LOXL2; b) un segundo anticuerpo especifico para LOXL2, y
¢) un tercer anticuerpo, donde la tercera anticuerpo comprende un marcador detectable,
y se une a la segunda anticuerpo . En algunos casos, un kit sujeto comprende : a) un
primer anticuerpo especifico para LOXL2; b) un segundo anticuerpo especifico para
LOXL2, ¢) un tercer anticuerpo, donde la tercera anticuerpo comprende un marcador
detectable, y se une al segundo anticuerpo; y d) un soporte insoluble . El soporte
insoluble se puede proporcionar en cualquiera de una variedad de materiales y formatos,
como se describe anteriormente. Por ejemplo, en algunos casos, el soporte insoluble es

una placa de plastico de multiples pocillos, una tira de prueba, o una varilla de prueba.

[00198] Un kit sujeto puede incluir ademas LOXL2 purificado, para su uso en la
generacion de una curva esténdar.
[00199] Un kit syjeto "plnjede incluir ademas uno o més componentes adicionales,

por ejemplo, un tampon, un inhibidor de la proteasa; un marcador detectable; reactivos
de lavado; agentes de bloqueo; etc. Los diversos componentes del kit pueden estar
presentes en recipientes separados o ciertos componentes compatibles pueden ser pre-

combinados en un solo recipiente, segin se desee.
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[00200] Ademas de los componentes mencionados anteriormente-, un kit sujeto
puede incluir instrucciones para usar los componéntes del kit '};ara practicar un método
sujeto. Las instrucciones para la practica de un método sujeto se registran, en general en
un medio de grabacién adecuado. Por ejemplo, las instrucciones se pueden imprimir
sobre un sustrato, tal como papel o plastico, etc. Como tales, las instrucciones pueden
estar presentes en los kits como un folleto de informacién, en el etiquetado del envase
del kit o sus componentes (es decir, asociado con el empacado o el subempaquetado),
etc. En otras realizaciones, las instrucciones estan presentes como un archivo de
almacenamiento electronico de datos presentes en un medio adecuado de
almacenamiento legible por un ordenador, por ejemplo Compact Disc-memoria de s6lo
lectura (CD—ROM), discos versatiles digitales (DVD), un disquete, etc. Aun en otras
realizaciones, las instrucciones reales no estan presentes en el kit, pero los medios para
la obtencion de las instrucciones de una fuente remota, por ejemplo, a través de Internet,
se proporcionan. Un ejemplo de esta forma de realizacioni es.un kit que incluye una
direccion web en la que las instrucciones se pueden very / o de 1a cual las instrucciones
se pueden descargar. Al igual que con las instrucciones, estos-medio para la obtencion
de las instrucciones se registran en un sustrato adecuado.

Dispositivo de Ensayo

[00201] La presente descripcion proporciona ademas un dispositivo de ensayo
para su uso en la deteccion de LOXL2 en una muestra biologica liquida obtenida de un
individuo. El dispositivo puede incluir una matriz que define una trayectoria de flujo
axial.

[00202] La matriz puede comprender: i) una zona de recepcion de muestra en un
extremo aguas arriba de la trayectoria de flujo que recibe la muestra de liquido, ii) una o
‘més zonas de ensayo posicionados dentro de la trayectoria de flujo y aguas abajo de la
zona de recepcion de muestra, cada una o mas zonas‘:vde ensayo comprenden
inmovilizados en él un anticuerpo especifico para LOXL2 en cada una de las zonas de
ensayo, para formar un complejo anti-LOXL2/LOXL2 inmo_xfilizado, y iil) una o mas
zonas de control situadas dentro de la trayectoria de flujo y aguas debajo de la zona de
recepcién de la muestra, donde las una o mas zonas de control pueden incluir controles
positivos y / o negativos. Las zonas de ensayo y las zonas de control se pueden colocar
en un formato alterno dentro de la trayectoria de flujo comenzando con una zona de

ensayo situada aguas arriba de cualquier zona de control.

60

&L



[00203] La matriz puede comprender : i) una zona de recepcion de muestra en un
extremo aguas arriba de la trayectoria de flujo que recibe la muéstra de liquido, ii) una o
més zonas de ensayo posicionadas dentro de la trayectoria de flujo y aguas abajo de la
zona dé recepcion de muestra, cada uno o mas zonas de ensayo comprenden un
anticuerpo especifico para LOXL2 en cada una de las zonas de ensayo, para formar un
complejo anti-LOXL2/LOXL2, y iii) una o més zonas de control situados dentro de la
trayectoria de flujo y aguas abajo de la zona de recepcion de muestra, donde una o mas
zonas de control pueden incluir controles positivos y / o negativos . Las zonas de ensayo
y las zonas de control se pueden colocar en un formato alterno dentro de la trayectoria
de flujo que comienza con una zona de ensayo situado aguas arriba de cualquier zona de
control. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo especifico para LOXL2 no esta
inmovilizado, y, cuando el anticuerpo anti-LOXL2 une cualquier LOXL?2 presente en la
muestra, el complejo anticuerpo anti- LOXL2 /LOXL2 es rﬁoi}i]izable. Por ejemplo, el
complejo anticuerpo anti- LOXL2 /LOXL2 formado en una primera zona de ensayo
puede ser movilizado de manera que entra en una segunda zona de ensayo que
comprende un anticuerpo anti-LOXL2 inmovilizado, donde el complejo anticuerpo anti-
LOXL2 /LOXL2 se une al anticuerpo anti LOXL2 inmovilizado, formando un
complejo anticuerpo anti- LOXL2 /LOXL2 inmovilizado.

[00204] En el uso de un dispositivo de ensayo de este tipo, en algunas
realizaciones, un anticuerpo marcado especifico para LOXL2 puede primero ser
" mezclado con una muestra de liquido antes de aplicar la muestra liquida a la zona de
recepcion de muestra del dispositivo, donde dicho mezclado resulta en un complejo
anticuerpo marcado/LOXL2 -. En estas realizaciones, la muestra liquida que comprende
el complejo anticuerpo marcado/LOXL2 se aplica a la zona de recepcion de muestra del
dispositivo de ensayo. La muestra de liquido fluye a lo largo del dispositivo hasta que la
muestra del liquido alcanza una zona de ensayo. El anticuerpo presente en la zona de
prueba se une al LOXL2 presente en el complejo anticuerpo ‘marcado/LOXL2, y luego
se puede detectar. |

[00205] - El dispositivo de ensayo puede incluir ademas una zona de etiqueta que
comprende un anticuerpo marcado especifico para LOXL2, en el que el anticuerpo
marcado es capaz de unirse al LOXL2 presente en un complejo LOXL2 inmovilizado
/anticuerpo anti-LOXL2, para formar un complejo LOXL2 marcado/anticuerpo anti-
LOXL2, donde el anticuerpo marcado es movilizable en presencia de la muestra de

liquido. En el uso de un dispositivo de ensayo de este tipo, una muestra de liquido la
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cual podria comprender LOXL2 se aplica a la zona de recepcién de muestra del
dispositivo; el anticuerpo anti-LOXL2 presente en la zona de la etiqueta se une al
LOXL2, formando un complejo anticuerpo marcado/LOXL2, que, como el anticuerpo
marcado, es movilizable, y el complejo anticuerpo marcado/LOXL2 fluyes solamente
por el dispositivo hasta que la muestra del liquido alcanza una zona de ensayo. El
anticuerpo anti-LOXL2 presente en la zona de prueba se une al LOXL2 presente en el
complejo anticuerpo marcado /LOXL2, y luego se puede detectar.

[00206] Alternativamente, el dispositivo de ensayo puede incluir una zona de
marcado que comprende un anticuerpo especifico para un anticuerpo anti-LOXL2, en el
que el anticuerpo marcado se une a cualquiera de los complejos anticuerpo anti-LOXL2
/LOXL?2 formados en la zona (s) de prueba. En algunos casos, el anticuerpo marcado es
movilizable.

[00207] El anticuerpo marcado puede comprender un marcador tal como un
agente quimio luminiscente, una etiqueta de particulas, un agente colorimétrico, un
agente de transferencia de energia, una enzima, un agente fluorescente, o un
radioisétopo.

[00208]- las zonas de control incluyen zonas de control positivas y zonas de
control negativas.

[00209] La matriz es generalmente un soporte insoluble, donde soportes
insolubles adecuados incluyen, pero no se limitan a, di ﬂuoruro de polivinilo (PVDF),
celulosa, nitrocelulosa, nylon, y similares. La matriz puede ser flexible, o puede ser
relativamente inflexible. La matriz se puede colocar dentro de un alojamiento que
comprende un soporte y, opcionalmente, una cubierta, en el que el alojamiento contiene
una abertura de aplicacion y uno o més puertos de observacion. El dispositivo de ensayo
puede estar en cualquiera de una variedad de formatos, por ejemplo, una tira de prueba,

una tira reactiva; etc.

EJEMPLOS
[00210]  Los siguientes ejemplos no estén destinados a limitar el alcance de lo que
los inventores consideran como su invencion, ni tienen la intencidn de representar que
los experimentos siguientes son todos o los Unicos experimentos realizados. Se han
hecho esfuerzos para asegurar la precisiéon con respecto a los numeros utilizados (por
ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero algunos errores y desviaciones

experimentales deben ser tomados en cuenta. A menos que ‘se indique lo contrario, las
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partes son partes en peso, peso molecular es peso molecular promedio, la temperatura es
en grados Celsius, y la presion es la atmosférica o proxima a esta. Las abreviaturas
estandar se pueden utilizar, por ejemplo; pb, par (es) base; k'b, kilo base (s), pl, pico litro
(s), s o seg, segundo (s); min, minuto (s); h o hr, hora (s), aa, aminoacido (s); kb,
kilobases (s), pb, par (es) base; nt, nucledtido (s), i.m., intramuscular (mente); ip,

intraperitoneal (mente); sc, subcutanea (mente), y similares.

Ejemplo 1: Inmunoensayo para la deteccion de LOXL2 en muestras de suero o plasma
humano "

MATERIALES Y METODOS
Anticuerpos
[00211] El anticuerpo policlonal de conejo (" conejo A") se planted contra de la

proteina recombinante purificada LOXL2 de larga duracion; este anticuerpo reconoce
multiples epitopos en todos los dominios de la LOXL2 . El anticuerpo monoclonal de
ratén, AB0030, se une al dominio catalitico de LOXL2 y reconoce tanto la proteina
LOXL2 de longitud completa y la proteina madura LOXL2 (que se escinde entre
dominios SRCR2 y SRCR3).

Inmunoensayo LOXL2 en la plataforma de MSD

[00212] Las placas de electrodos estandar sin recubrir en un solo punto de
Descubrimiento de Meso escala (MSD) (cat # L15XA-3) se recubrieron durante la
noche a 4 ° C con un volumen de 30pl de una solucion de conejo 3pg/de anticuerpo
policlonal LOXL2-antihumano conejo formulado en soluéién salina tamponada con
fosfato (PBS). Después del recubrimiento, los pocillos de las placas se bloquearon
mediante la adicion de una solucién de 5 % (w / v) Bloqueador A (MSD Cat # R93AA-
1) en PBS. Después de la etapa de bloqueo, las placas se lavaron 3 veces en PBS que
contiene 0,05 %- detergente no idénico Tween 20, usando un lavador de placas
automatizado. Las muestras humanas para ser sometidas a ensayo (suero o plasma) se
prepararon por dilucién de ellas por separado 1:04 en PBS (1 parte de suero, 3 partes de
PBS). Las muestras fueron luego afiadidas a cada pocillo de la placa. Las muestras se
incubaron con agitacion rotatoria (300-600rpm) durante 2-3 horas a temperatura de
ambiente. Después de la union de la muestra, las placas fueron lavadas nuevamente 3
veces en PBS conteniendo 0.05 % de detergente Tween-20, usando un lavador de placas

automatizado.
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[00213] El anticuerpo primario, AB0030, es un anticuerpo monoclonal de ratén
anti- LOXL2 humano que se une al dominio catalitico de LOXL2. Una solucion del
ng/ml de AB0030 en 2% (p/v) de Bloqueador A en PBS fue agregado a cada pocillo, y
las placas fueron luego incubadas con agitacion rotatoria (300-600rpm) por 1 hora a
temperatura ambiente. Luego de la uniéon de AB0030, las placas fueron lavadas de
nuevo 3 veces en PBS conteniendo detergente 0.05% Tween-20, usando un lavador de
placas automatizado.

[00214] El anticuerpd secundario es una molécula IgG de cabra anti ratén
conjugada con colorante SuifoTag (MSD Cat # R32AC-5). Uﬁa solucidn de anticuerpo
secundario 1ug/ml en 2% (w / v) Bloqueador A en PBS se afiadi6 a cada pocillo, y las
placas se incubaron con agitacién rotatoria (300-600rpm) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de la unidn anticuerpo secundario, las placas se lavaron 3 veces en
PBS que contiene 0,05% de detergente Tween-20, usando un lavador de placas
automatizado.

[00215] El tampén T de lectura 1x con agentes tensioactivos (MSD Cat #
R92TC-2) se afiadi6 a cada pocillo, seguido de la medicion inmediata de la placa en el
instrumento MSD Sectorlmager 2400.

[00216] A las muestras de prueba humanas se les-dio un valor cuantitativo
relativo de LOXL2 por comparacioén con la curva del calibrador en la misma placa de
ensayo, compuesto de proteina purificada recombinante Ihumana LOXL2 (R & D
Systems) afiadido en concentraciones conocidas de suero o plasma humano agrupado de
normal y saludable donantes. La Curva de calibrador apropiada y la interpolacién de la
muestra desconocida se llevaron a cabo usando técnicas estandar.

Inmunoensayo LOXL2 utilizando el formato estandar

[00217] Se utilizaron placas de multiples pocillos altamente vinculantes Costar
3922. El Anticuerpo policlonal de conejo (Ab) (conejo " A”) se diluyo a 0.625 ug / ml
en tampén de recubrimiento CB2 (Tecnologias inmunoquimicas CB2 (6248)).
Policlonal diluido Ab se afiadié a los pocillos de la placa en un volumen de 50 pl /
pocillo, y las placas se mantuvieron a 4 ° C durante la noche. Después de recubrir los
pocillos' con el anticuerpo policlonal, los pocillos se bloquearon con 200 pl / pocillo de
solucién de bloqueo BB! (inmunoquimica Tecnologias producto # 640) durante 1-3
horas a temperatura ambiente (RT). Después del bloqueo, las placas se lavaron 3 veces

con 200 pl por pocillo de PBS -T (PBS que contenia 0,05 % de Tween 20).
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[00218] 25 pl de diluyente Hispec (AbD Serotec BUF049B) se afiadio a cada
pocillo. Después se afiadié un volumen igual de suero de ensayo a cada pocillo, y las
placas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de dejar que las
muestras de suero se unan a las placas se lavaron tres veces.

[00219] El anticuerpo primario Hispec (AB0030) se diluyé a 5 pg / ml en PBS-T
+ 0,5 % de albumina de suero bovino (BSA); 50 ul de anticuerpo primario diluido se
afiadié a cada pocillo. Las placas se mantuvieron a temperéﬁira ambiente durante una
hora, después se lavaron tres veces con PBS -T. El anticuerpo secundario (per oxidasa
de rabano picante (HRP) conjugada con anticuerpo de “cabra anti-raton, de la
inmunoinvestigacion de Jackson, 0,8 mg) se diluyé 1:10.000 en PBS-T + 0,5 % de
BSA; 50 pl de anticuerpo secundario diluido que se afiadi6 a cada pocillo. Las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora, después se lavaron tres veces

con PBS -T.

Ejemplo 2: Suero LOXL2 medicion para la estimacion de la fibrosis hepatica en

pacientes con hepatitis crénica C virus (HCV)

[00220] Analisis de los tejidos hepaticos fibroticos mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHC) revelaron la expresion LOXL2 localizada en la interfaz
fibrogénica compuesta de fibroblastos, neovasculatura,. células inflamatorias y
hepatocitos, 1o que sugiere que LOXL2 se asocia con la enferfnedad fibrigénica activa.
Para explorar mas lejos la relacion del suero LOXL2 con’la enfermedad del higado
fibritico, se us6 una ELISA especifica-LOXL 2tal como la de.‘vscrita en el Ejemplo 1. Las
muestras de suero, junto con las biopsias de higado, se obtuvieron de 87 pacientes con
infeccién crénica por el VHC. Los niveles séricos de LOXL2 y de los biomarcadores
establecidos acido hialurénico (HA) y el inhibidor tisular de metaloproteinasas-1
(TIMP1) se midieron por inmunoensayo, y la etapa histoldgica de la fibrosis hepatica se
evalud para cada biopsia utilizando el sistema de puntuacion de Ishak. Por otra parte,
también se recogieron y evaluaron los niveles séricos LOXL2 muestras de suero de mas
de 30 donantes sanos. La correlacion entre los biomarcadores séricos y la puntuacion de
ﬁbrosis.se estudié mediante la prueba de ANOVA, asi como la prueba de Mann -
Whitney para muestras agrupadas por puntuacion de fibrosis.

RESULTADOS =

[00221]) Los resultadds se muestran en las Figuras 1 )}2 La proteina LOXL2 se

detecté en el suero de 83 % de los pacientes con infeccion cronica por el VHC, pero no
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se detectd en el suero de los donantes sanos normales. Hubo una correlacidn positiva
entre los niveles séricos de HA, TIMP1 y LOXL2 y estadio de fibrosis. Los resultados
de suero fueron consistentes con el analisis THC, que revelé altos niveles de proteina
LOXL2 en éreas de fibrosis activa, en comparacion con niveles bajos o no detectables

en muestras de individuos no infectados o sanos.

Ejemplo 3: Suero LOXL2 en pacientes con FPI

[00222] Las muestras de suero de 15 pacientes ceon - diagnostico de fibrosis
pulmonar idiopética (IPF) se probaron para LOXL2. Los resultados se muestran en la
Figura 3. Se muestran los numeros de identificacion de pacientes individuales. Diez de
los 15 pacientes dieron positivo, y el otros 5 estaban por debajo del limite de deteccion
y se reportan como " no detectados”. Sujetos normales en edad de casamiento también
fueron probados, todos fueron negativos (“no detectado”, por debajo del limite de

deteccion) para suero LOXL.2.

Ejemplo 4: Suero LOXL2 en pacientes oncoldgicos

[00223]. Se estudiaron [00223] Ocho pacientes de céncer que son tratados con
anticuerpo anti-LOXL2 (AB0024) para el cancer. La identificacién del paciente (“Pt ID
™); diagnostico de cancer; nivel de dosis de anticuerpo anti-LOXL2; tiempo hasta la
progresion, y la expresion LOXL2, como se examina por inmunohistoquimica en una
muestra (~ 5 micras) de tejido fijado aislado a partir del tumor primario original o una
muestra relacionada, se proporcionan en la Tabla 1, abajo.

Tabla 1

Pt ID | Diagnostico Nivel de Tiempo Expresion LOXL2
dosificacion | para la
(mpk) progresion
001 Células 1 44 dias Vascular
renales
002 Colorectal 1 Estable (7 Desmoplastico positivo
meses)
003 endometrial 1 57 dias Minimo, no
mullerian desmoplastico
mixta ' '
004 | Mama 3 38 dias ~Minimo, irregular
005 Colorectal 3 56 dias Desmoplastico positivo
006 | Melanoma 3 42 dias Positivo
007 | Colon SC 10 57 dias
008 | Prostata 10 30 dias | Desmoplastico positivo
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Pt ID | Diagnéstico Nivel de Tiempo | Expresion LOXL2
dosificacion | para la

(mpk) progresion
009 De 10 51 dias Débil, no desmoplastico
ovario/mama -
[00224] Las muestras de sangre se obtuvieron en el dia ] enel que el tratamiento

anti-LOXL2 comenzé (muestra tomada antes del tratamiento anti- LOXL2), y en los
dias 29 y 57 siguientes al comienzo del tratamiento anti-LOXL2.

RESULTADOS

[00225] LOXL?2 se detectd en el plasma de 8 de 8 pacientes, y en muestras de
suero de 5 de 8 pacientes, en todos los puntos de tiempo disponibles. La administracion

de AB0024 no aclaro o enmascaré la seital LOXL.2.

Ejemplo 5: La Expresion LOXL2 en el tejido hepatico de pacientes con infeccion
cronica por el VHC, la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) 1, y esteatohepatitis no
alcohdlica (ASH) tincidn inmunohistoquimica (THC) demostraron la expresion LOXL2
en los tejidos del higado de un paciente con infeccion iCr(jnica por el VHC. Las
muestras congeladas de tejido humano se obtuvieron de Curfe‘l'_ine (Burlingame, CA) y
Asterand (Detroit, MI) y secciones seriadas que fueron tefiidas con anti-LOXL2.
RESULTADOS

[00226] Los resultados de secciones obtenidas de un paciente con infeccion
crénica por el VHC se muestran en la Figura 6, que muestra la LOXL?2 de la proteina en
el tejido hepatico de este paciente. En el panel izquierdo de Ia Figura 6 (5x aumento del
objetivo), las flechas negras indican 4reas de expansion fibrosa en regiones portal y
extensiones. Las flechas blancas indican 4reas de corto de septos fibrosos que rodean los
16bulos hepaticos. El panel derecho de la figura 6 (aumento de 40x objetivo) muestra
inmunoreactividad LOXL2, observada en los septos fibrosos (S) en la interfase con
hepatocitos (H), en el espacio perisinusoidal (flechas), y en los miofibroblastos en el
parénquima del higado (flechas). Los resultados muestran que en este estudio, LOXL2
se expreso eﬁ los tejidos del higado de los pacientes con infeccion crénica por el VHC,
y que la expresion es medible por formas de realizacion de 10’t‘s‘ténsayos proporcionados.
En otro estudio de THC, una fuerte localizacion de expresion LOXL2 en el tejido
hepitico en el interfaz activa la enfermedad en la EHNA, la fibrosis asociada al VHC, y

cenizas, pero no en higado sano (datos no mostrados).
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Ejemplo 6 : Normas de calibrador para inmunoensayo LOXL2 en matriz de suero
humano .

[00227] utilizando el inmunoensayo LOXL2 de'scfi;o en el Ejemplo 1
(inmunoensayo de sandwich desarrollado en la plataforma de mesoescala), LOXL2 no
se detectd en el suero de individuos sanos . Para crear una curva de calibrado, se afiadid
proteina recombinante purificada LOXL2 de longitud completa en una mezcla de sueros
humano normal, seguido por dilucion en serie en €l suero.

RESULTADOS |

[00228] Los resultados se muestran en la Figura 7. Cada punto de datos
representa la media de 3 pocillos replicados; las curvas para 4 placas independientes se
muestran.

[00229] La Tabla 2 muestra las caracteristicas de los patrones de calibrador de
matriz de suero humano. En la Tabla 2, el limite inferior de deteccion (LLOD) es la
media + 2,5 * desviacion estandar de los pocillos de blanco (valores primas,
extrapolado); El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) es-el estandar del calibrador
mas baja con error relativo < 30 % y un coeficiente de variacion < 30 % para las
mediciones en bruto. El Intra -ensayo y la precision inter-ensayo se determind
utilizando muestras reales.

Tabla 2: Inmunoensayo LOXL2: caracteristicas de los patrones de calibrador de matriz

de suero humano

Caracteristicas de ensayo Resultado

Exactitud (error relativo) <15%

Precision intra ensayo 3.5%

Precision inter ensayo 15.5%

Recubrimiento después del ciclo de 70% para un ciclo, >70% para
congelacion/descongelacion 2 0 mas ciclos

Limite minimo de deteccion 150-200 pg/ml

Limite minimo de cuantificacion 180-550 pg/ml

Limite maximo de cuantificacion No determinado

Ejemplo 7: El aumento de los niveles séricos LOXL2 en Su_]etOS con cirrosis hepatica,
en comparacion con aquellos con leve a moderada fibrosis héf;zi{ica

[(00230] Las muestras de suero del paciente se recogiéréh veinte-seis adultos con
hepatitis C cronica que participaron en el grupo de placebo de un estudio clinico. Los
sujetos fueron agrupados por puntajes de fibrosis Ishak (1-3: leve a moderada fibrosis;

5-6: cirrosis). Las caracteristicas demograficas de los sujetos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3: Caracteristicas demograficas de los sujetos con VHC

Caracteristica | Puntuacion de | Puntuacionde | .  Total
Ishak Ishak (n=26)
1-3 (n=14) 5-6 (n=12) _
Edad 53 (50.5,56.0) | 55(47.8,55.0) 53.5 (49.3,
55.8)
Sexo
Masculino 9 (64.3%) 9 (75.0%) 18 (69.2%)
Femenino 5(35.7%) 3 (25.0%) 8 (30.8%)
Raza
Blanca 11 (78.6%) 10 (83.3%) 21 (80.8%)
Negra 3 (21.4%) 2 (16.7%) 5(19.2%)
Puntuacion de fibrosis Ishak de referencia (n)
Fl1 F2 F3 F4 F1 F2
3 6 5 0 3 6
* La mediana y el rango intercuartil (25%, 75%) reportados
[00231] Las muestras ide suero fueron tomadas en séis puntos de tiempo, con

relacion a la linea de base estudio : semana 4, 8, 16, 24,.“ v2'6, y 30 . Las Biopsias
hepéticas pareadas (de deteccion y 24 semanas) fueron e;zaluadas por un patdlogo
central en forma ciega. Ver Manns M, Palmer R, Flisiak E, et al., ] Hepatologia. 2011,
54 Suplemento 1: S55-S56. El suero LOXL2 se midi6 utilizando el inmunoensayo
LOXL2 descrito en el Ejemplo 1 (Inmunoensayo de sandwich desarrollado en la
plataforma de Descubrimiento de Mesoescala).

[00232] Para el andlisis estadistico, los sujetos fueron agrupados por puntajes de
fibrosis Ishak (1-3: leve a moderada fibrosis; 5-6: cirrosis). No se observé ninguna
persona en el estudio que tenga una linea de base del indice de fibrosis de Ishak de 4.
Las muestras de suero con LOXL2 detectable por debajo del limite inferior de
cuantificacion del ensayo (LLOQ) se establecieron para el LLOQ. Las diferencias en los
niveles de biomarcadores fueron resumidas descriptiva y graficamente. Los Intervalos
de confianza del 95 % (IC) se construyeron a través de 10.000-arranques de la mediana
utilizando el muestreo con reemplazo con los tamafios de las muestras observadas por
grupo. Los Valores P se calcularon utilizando pruebas de suma de rango Wilcoxon al
comparar los grupos dentro de un punto de tiempo y mediante un modelo lineal de
medidas repetidas con un efecto aleatorio dentro de la materia cuando se comparan los

grupos en todos los puntos temporales.
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RESULTADOS

[00233] La figura 8 muestra los niveles séricos LOXL? mediante la referencia
agrupada de la puntuacion de fibrosis Ishak y el tiempo. Cada panel muestra, para el
punto de tiempo indicado (semanas 4, 8, 16, 24, 26, 30), la concentracion LOXL2 (pg /
ml) para dos grupos de pacientes, agrupados de acuerdo con la puntuacién de Fibrosis
de Ishak (1-3 y 5-6, respectivamente) . Tres valores atipicos (concentracion LOXL2 =
5529, 6621, 8845 pg / ml), con concentracion LOXL2 fuera de los rangos provenian
todos del mismo sujeto, que tiene un indice de fibrosis de Ishak de 5.

[00234] La Figura 9 muestra la mediana dentro de la materia de los niveles
séricos LOXL2, calculado como la mediana la concentracion sérica LOXL2 durante
semanas 4-30, para los dos grupos de pacientes, agrupados de acuerdo con la
puntuacion de Fibrosis de Ishak (1-3 y 5-6, respectivamente) . El promedio dentro del
coeficiente del sujeto de variacion fue del 22%. '

[00235] La figura 10 muestra la concentracién media de suero LOXL2 (pg / ml)
en el tiempo (semanas), mediante el indice de fibrosis de:Ishak, con intervalos de
confianza del 95%. Sélo un sujeto tenia un cambio mayo:r“ que o igual a 2 en la
puntuacion de la fibrosis de Ishak sobre las 25-28 semanas entre las biopsias de estudio.
[00236] La Tabla 4 muestra la mediana de concentracion LOXL2 (pg / mL) para
cada punto de tiempo, con valores P que muestran significacion estadistica del aumento
en sujetos con cirrosis hepatica en comparacion con aquellos con insuficiencia renal
leve a moderada fibrosis hepdtica.

Tabla 4: Significancia estadistica de los niveles séricos LOXL2 de acuerdo con la

fibrosis agrupada

Punto de fiempo Median de la Conc. de LOXL2 (pg/ml) Valor-P
Ishak F1-F3 Ishak F5-F6
Semana 4 641 1684 0.0149
Semana 8 - 786 1700 0.0091
Semana 16 - 814 1457 . 0.0407
Semana 24 881 1616 . . 0.0596
Semana 26 865 1763 ~ © 0.0716
Semana 30 711 1118 ' 0.5890
Total 810 1591 0.0275
[00237] Estos resultados confirman la capacidad de una realizacién de

inmunoensayos proporcionadas para medir las concentraciones séricas de proteina
LOXL2. Los resultados también demuestran que en este estudio, los niveles de proteina

LOXL2 de suero aumentaron significativamente en sujetos con cirrosis hepatica, en
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comparacion con aquellos con leve a moderada fibrosis hepatica, y que el aumento es

mensurable en el suero utilizando formas de realizacion de los ensayos proporcionados.

Ejempld 8: Los niveles séricos LOXL2 correlacionados con los niveles de dcido
hialuronico TIMP1 en suero en sujetos con infeccion cronica por el VHC

[00238] El inmunoensayo y el analisis estadistico se llevaron a cabo como en el
Ejemplo 7. Ademas, el acido hialurénico (HA) y TIMP1 se midieron usando kits de
inmunoensayo comerciales. La asociacion entre los biomarcadores (LOXL2 y HA o
TIMP1) se evaluaron a través de rangos de Spearman de correlacion.

RESULTADOS

[00239] = La figura 11 muestra la mediana dentro de los niveles de LOXL2 del
sujeto vs niveles de acido hialuronico (HA) (panel izquierdo) y tejido inhibidor de
metaloproteinasas-1 (TIMP1) (panel derecho), para los sujetos que tienen los indices
Ishak indicados (1-6) . La expresion de mediana intra-sujetos se calculé como mediana
de expresion desde mas de 4 hasta 30 semanas. La curva'se construy6 utilizando
localmente ponderada suavizado grafico de dispersion.

[00240]' Estos resultados demuestran que en este estudio, los niveles de LOXL2
en suero se correlacionaron con los niveles de HA en suero y TIMP1, segin se mide
usando una realizacion del inmunoensayo proporcionado.

Ejemplo 9: Los niveles de referencia LOXL2 en pacientes con FPI

A. Pacientes ARTEMIS-IPF

[00241] Las muestras de suero se obtuvieron de los sujetos participantes en el
ensayo de ARTEMIS-IPF. Este fue un estudio doble ciego, ensayo controlado por
eventos aleatorizado, controlado con placebo. Los sujetos fueron asignados al azar en
una proporcion de 2:1 para recibir ambrisentan, un antagonistd selectivo del receptor de

ETA, o placebo. Este estudio se termin6 antes de tiempo; 660 sujetos fueron estudiados.

[00242] Se recogieron las variables de referencia reflejo de la gravedad de la FPI
y el estado funcional. Las variables de referencia incluyen porcentaje del valor de la
capacidad vital forzada (FVC), porcentaje predicho de la capacidad de difusion del
monoéxido de carbono (DLCO), la distancia recorrida en 6 minutos (6MWD)), la presion
media de la arteria pulmonar (PAPm), la saturacion de oxigeno en reposo mas bajo
(Sp02), el indice compuesto fisioldgico (IPC), la puntuacion del St. George Respiratory

Questionnaire (SGRQ), v la puntuacion del indice de disnea de transicion (TDI). La
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PAPm se obtuvo a través de un cateterismo cardiaco derecho, lo que se requeria de
todos los sujetos de estudio al inicio del estudio. El IPC es un modelo multidimensional
validado incorporando FVC, el volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1) y
DLCO para estimar el grado de fibrosis visto en una tomografia computarizada del
térax del paciente. El criterio de valoracion principal fue el tiempo hasta la progresion
de la enfermedad de la FPI, un criterio de valoracion compuesto definido como uno de
los siguientes: la mortalidad por cualquier causa, la hospitalizacién respiratoria o una
disminucion categorica de la funcién pulmonar, definida como una disminucién del
10% en la capacidad vital forzada (FVC) con una disminucion del 5% en la capacidad
de difusion de monéxido de carbono (DLCO) o una disminucién del 15% de la DLCO
con una disminucion del 5% de la FVC. Los puntos finales. de funcion del pulmén
fueron confirmados por dos pruebas de funcién pulmonar realizadas al menos con 4
semanas de diferencia.

[00243] Los niveles basales de LOXL?2 se cuantificaron ‘por triplicado utilizando
un inmunoensayo desarrollado en la plataforma de descubrimiento MesoEscala
utilizando los anticuerpos anti-LOXL2 descritos en el Ejemplo 1.

[00244] Se utilizaron histogramas estandar para evaluar los niveles no
transformados y transformados mediante el log10x de linea de base LOXL2. Se utilizd
la prueba T de Student para comparar la distribucion de las variables iniciales. Se utilizo
el coeficiente de correlacion de Pearson para examinar la relacion entre los niveles de
referencia LOXL2 y variables de referencia. El modelo Cox por pasos de riesgos
proporcionales se utilizd para examinar la relacion entre: los niveles de referencia
LOXL2 vy resultados del IPF: Curvas de funcionamiento dei receptor se utilizaron para
estimar el area bajo la curva.

Resultados |

[00245] Las muestras de suero de 69 sujetos en la cohorte por intencién de tratar,
estaban disponibles para el analisis. En comparacion con los 423 sujetos de ARTEMIS-
IPF para el que no habja muestras de suero disponibles, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en las medidas iniciales de gravedad de IPF o el estado
funcional (Tabla 5). Sin embargo, entre los 69 sujetos, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las medidas iniciales de gravedad de la FPI y el estado
funcional al comparar el ambrisentan y los grupos de tratamiento con placebo (Tabla 6).
Los sujetos en el grupo de ambrisentan tuvieron menor DLCO basal (p = 0,035), SGRQ
inferior basal 6MWD (p = 0,004), el aumento de la PAP media basal (p = 0,016), el
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aumento del IPC de referencia (p = 0,05) y una mayor linea de base (p = 0,011) . El
nivel LOXL2 basal medio fue mayor en los sujetos ambrisentan (p = 0,026).

[00246] Analisis de la distribucién de los niveles de linea de base LOXL2 mostr6
8 sujetos que tuvieron niveles LOXL2 de menos de aproximadamente 88 pg / ml, 34
sujetos que tienen niveles LOXL2 de aproximadamente 88 a aproximadamente 440 pg /
ml, y 28 sujetos que tienen niveles LOXL2 de mas de aproximadamente 440 pg/ ml. La
mediana del nivel LOXL2 fue de aproximadamente 325 pg / ml con un rango
intercuartil de aproximadamente 147 pg / ml a aproximadamente 770 pg / ml, y minimo
de aproximadamente 18 pg / ml y maximo de aproximadaménte 5400 pg / ml.

[00247] Con base en el coeficiente de correlacion de Pearson, la correlacion fue
débil entre los niveles basales LOXL2 y estas medidas iniciales de gravedad de la FPl y
el estado funcional. La figura 12 muestra el grafico de dispersién en matrices que
representa la relacion entre los niveles de referencia LOXL2 y FVC, DLCO, 6MWD,
CPl, SGRQ y TDI. Las correlaciones entre LOXL2 y medidas de la gravedad inicial se
destacaron dentro de las cajas oscuras de la fila superior de los paneles (a) y (b). Los
coeficientes de correlacion entre LOXL2 y las medidas de severidad de referencia
individuales fueron los siguientes: -0.21 (FCV), -0,11 (DLCO), 0,03 (6MWD), 0,10
(PAPm), -0,07 (Sp0O2), 0,14 (IPC), 0.06 (SGRQ) y -0,05 (TDI). Mientras que la
transformacion mediante el log10x de los niveles de referencia LOXL2 normalizé la
distribucién, la correlacién entre las medidas LOXL2 y de linea de base de la gravedad
de 1a FPI y el estado funcional se mantuvo débil (Figura 12bj.

[00248] Dado que la mayoria de los niveles basalés LOXL2 eran menos de
aproximadamente 800 pg / ml, los niveles de referencia LOXLZ se dicotomizaron como
< 800 pg / ml ("bajo") versus> 800 pg / ml ("alto") para el resto del analisis. De los 28
sujetos que tenian niveles basales LOXL2 de mas de alrededor de 440 pg / ml, 12 tenian
bajos niveles basales LOXL2 de alrededor 440 a 800 pg / ml y se agruparon en el grupo
de baja, y 16 tenian niveles basales LOXL2 de més de 800pg / ml y se agruparon en el
grupo alto.

[00249] La comparacion de la progresion de la enferrfledad entre grupos de nivel
de linea de base "bajos" y “altos” de LOXL2 se muestra en la Figura 13. Debido a que
solo hubo dos pacientes que tienen lineas de niveles basales de LOXL2 "alto" en el
grupo placebo (ninguno de los cuales tenia ningin evento), la Figura 13 compara s6lo
"bajos" y "altos" niveles de referencia LOXL2 en el grupo de ambrisentan. Los

resultados indicaron que el alto nivel de la linea de base LOXL2 se asocié con mas
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eventos de progresion de la enfermedad (Figura 13a) y que los altos niveles de
referencia LOXL2 se asociaron con mas eventos pulmonares declives de la funcién
(Figura 13b), mas hospitalizaciones respiratorias (Figura 13c) y més muertes (Figura
13d).

[00250] Ademas, como se muestra en la Tabla 7, el modelo Cox de riesgos
proporcionales indica que la presencia de un alto nivel de linea de base LOXL2 se
asocié con un aumento de 5 veces en el riesgo de progresion de la enfermedad (tasa de
riesgo [HR] 4,95, 95% intervalo de confianza [IC] 1,52 -16,18, p = 0,008), un aumento
de 7 veces en el riesgo de deterioro de la funcién pulmonar (HR 7,36, IC del 95%: 1,16
= 46,74, p = 0,034) y un aumento de 5 veces en el riesgo de hoépitalizacién respiratoria
(HR 4,85, IC del 95% 1,09 a 21,68, p = 0,039). Todos estos modelos estadisticos se
ajustaron pafa la asignacion del tratamiento y linea de base 6MWD y puntuacion del
IPC. Los altos niveles LOXL2 basales no se asociaron significativamente con un
aumento significativo en el riesgo de muerte (HR 1,59, IC del 95%: 0,24 a 10,53, p =
0,633).

[00251] También se analizaron muestras para los niveles de MMP7, ICAM]1, IL38,
VCAM], y la SI00A12. Ninguna de estas proteinas se asoci6 significativamente con los
resultados del tratamiento. Los resultados mostraron que los niveles de linea de base
altos de LOXL2 se asociaron con un aumento de 5-7 veces en el riesgo de progresion de

la enfermedad IPF, pero no ala muerte.
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[00252]

Tabla 5. Comparacion de la gravedad inicial de la PF1 y el estado

funcional de acuerdo con la disponibilidad de suero en Artemis-PFI

Mediciones Basales de la Sin suero Suero Valor P
Severidad de PF1 N=423 N=69

Media% FVC (SD) 69 (14) 70 (12) 0.649
Media % DLCO (SD) 43 (14) 42 (11) ‘ 0.487
Media 6MWD m (SD) 416 (120) 399 (116) 0.256
Media PAP mmHg (SD) 20(7) 20 (6) 0.920
Media SpO2 % mas bajo 88 (6) 88 (6) 0.825
(SD)

Media CPI (SD) 52(11) 53 (9) 0.784
Media SGRQ (SD) 39 (20) 38 (18) 0.605
Media TDI (SD) 7(2) 8(2) 0.588
[00253] Tabla 6. Comparacién de la gravedad inicial de la PF1 y el estado

funcional de acuerdo a la asignacién del tratamiento en Artemis-PFI entre los

sujetos con suero de inicio de estudio disponibles

Mediciones Basales de la Ambrisentan Placebo -~  ValorP
Severidad de PFI N=49 N=20

Media % FVC (SD) 68 (12) 73 (12) 0.128
Media % DLCO (SD) 40 (11) 47 (9) 0.035
Media 6MWD m (SD) 373 (109) 461 (110) 0.004
Media PAP mmHg (SD) 22 (6) 18 (5) 0.016
Media de SpO; % maés bajo 87 (6) 87 (5) 0.166
(SD)

Media CPI (SD) 54 (9) 49 (8) 0.050
Media SGRQ (SD) 42 (19) 29 (15) 0.011
Media TDI (SD) 7(2) 8(2) 0.083
Media LOXL2 (SD) 903 (1172) 295 (288) 0.026

75




[00254] Tabla 7. Niveles al inicio del estudio de LOXL2 en sujetos con PFl y

su relacion con los criterios de valoracion del estudio.

#de iEventos Tasa de Peligro (IC al
Criterios de
' : 95%) para alto Valor P
[Valoracién Bajo LOXL2| Alto LOXL2
LOXL2 -

Progresion de -

10 8 4.95 (1.52-16.18) 0.008
la enfermedad
Declive de la
funcion 5 4 7.36 (1.16-46.74) 0.034
pulmonar
Hospitalizacion

6 6 4.85 (1.09-21.68) 0.039
respiratoria
Muerte 5 4 1.59 (0.24-10.53) 0.633
B. Sujetos con PFI de la cohorte GAP
[00255] Los niveles séricos de LOXL2 se evaluaron en los sujetos en un segundo

estudio prospectivo de seguimiento clinico de PFI, que evalué la progresion de la
enfermedad en 111 sujetos con PFI (considerados la cohofte GAP) que no tenian
antecedentes de otras enfermedades pulmonares. Todos los individuos de esa cohorte
GAP fueron diagnosticados con PFI segun las directrices ATS/ERS, confirmado por
biopsia pulmonar quirtrgica o hallazgos radiograficos de cambios en ¢l patrén de panal
de abeja subpleural, bronquiectasias de traccion y llenado alveolar minimo en sujetos
mayores de 55 afios de edad y sin una etiologia definida. Las pruebas de funcion
pulmonar revelaron una capacidad vital forzada del 40-70% del valor esperado. Los
sujetos fueron capaces de recibir toda la atencion continua y el seguimiento en un centro
clinico.

[00256] En la visita inicial, cada participante tuvo una extraccién de sangre,
pruebas de funcion pulmona{r, test de marcha de 6 minutos (TC6), ecocardiograma y
TC, y varios cuestionarios disefiados para medir como se sentia el sujeto. En las visitas
de seguimiento en intervalos de 3-8 meses, se recogieron’ muestras de sangre y se

repitieron las pruebas de funcion pulmonar, cuestionarios y TC6s. La mediana de CVF,

Qe
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FEV1 y DLCO fueron 65.7 + 17.5%, 76.8 £ 18.7%, y 47.3 + 17.9% de los valores
previstos, respectivamente.

[00257] Los niveles séricos basales de LOXL2 se cuantificaron como se describe
anteriormente para los sujetos de Artemis-PFI. Se utilizaron histogramas estandar para
evaluar los niveles séricos de LOXL2 al inicio del estudio ehb‘__egl formato de log natural.
El LLOD de 180 pg/mL y el LLOQ de 440 pg/ml se determinéfbn experimentalmente.
[00258] Los niveles de LOXL2 para la cohorte GAP s.ei K;xormalizaron a los datos
de ARTEMIS-PFI después de la transformacion logaritmiéa natural utilizando un
método de regresion. Los resultados se muestran en la Figura 14.

[00259] El tiempo para progresar hasta mortalidad por cualquier causa fue
evaluado, con un trasplante de pulmoén considerado como un evento de muerte (la
mayoria de los sujetos con trasplante de pulmén murieron). Se aplicé un método de
clasificaciéon y de arboles de regresion (CART) como un enfoque imparcial para
seleccionar el umbral 6ptimo o punto de corte para la dicotomizacién de los niveles
séricos de LOXL?2 al inicio del estudio En la cohorte de GAP, cuando Log (LOXL2) fue
la unica variable, el analisis CART selecciond 440 pg/mL (6.08 en la escala de
logaritmo natural) como el punto de corte. |

[00260] La tabla 8A muestra las caracteristicas basalés y demograficas de los

sujetos en la cohorte de GAP, y en la Tabla 8B se muestr;i"-la correlaciéon entre los

distintos valores al inicio del estudio esta cohorte. A
[00261] Tabla 8A: GAP Caracteristicas Basales y Demograficas de la
Cohorte
Variable . N Mean (Std) Median (Min,
Max)

Sexo M: 74

(67%)

F: 37

(33%)
Edad (Afios) 1 111 67 (9.3) 67 (3, 84)
FVC % Predicho 73 66 (18) 64 (34, 113)
FEV, % Predicho 'v 73 77 (191)‘2:? 74 (37, 129)
DLCO % Predicho 73 48 (18)1; . 46 (14, 109)
CPI 73 52(13) 52(12, 78)
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Distancia de Caminata a los 6 17 912 (420) 890 (100, 1555)
minutos

LOXL2 111 1495 (2307) | 717 (90, 15708)
LOG (LOXL2) ' 11 7(1) 7 (5, 10)
LOG (LOXL2) * 11 e 66,9

* LOXL2 normalizado a través de un método de regresion

[00262] Tabla 8B: Correlaciéon entre las variables al inicio del estudios

Edad FVC % FEV1 % DLCO % CPI

pred. pred. pred.

Log LOXL2 -0.7 -0.03 -0.06 -0.28 -0.24
Edad : 0.07 0.23 0.02. 0.05
FVC % pred. 0.93 0.38 -0.61
FEV1 % pred. 0.47 -0.60
DLCO % pred. -0.95
[00263] La correlacion entre los niveles LOXL2 dicotomizados y la mortalidad

por cualquier causa fue evaluada usando el modelado proporcmnal de riesgos Cox y
graficos de supervivencia de Kaplan- Meier a los seis (6) meses, doce (12) meses,
dieciocho (18) meses y veinticuatro (24) meses después del inicio del estudio . La
correlacién entre los niveles de LOXL2 al inicio del estudio y la hospitalizacién y
disminucion de la funcion pulmonar no se evalud ya que no se disponia de datos.
[00264] El analisis de la distribuciéon de los niveles de LOXL2 al inicio del
estudio mostré una distribucion sesgada hacia el espectro inferior, similar a la observada
para la cohorte de ARTEMIS-PFL. El nivel de LOXL2 al inicio del estudio fue
716.5pg/mL (rango intercuartil 358.3 pg/mL, 1446.6 pg/mL). La correlacion fue débil
entre LOXL2 y los datos demograficos de referencia y los indicadores clinicos al inicio
del estudio de la gravedad de PFI (coeficientes de correlacion para edad de -0.07, CVF -
0.03, DLCO -0.28). Indicadores clinicos adicionales de gravedad de la enfermedad no
estuvieron disponibles para el analisis.

[00265] Los resultados mostraron que un nivel umbir\al de LOXL2 en suero de
440 pg/mL-al inicio del éstudio se correlaciond con el "'ri‘esgo de mortalidad por
cualquier causa. La presencia de un nivel LOXL2 al inicio del estudio superior a 440
pg/mL en el suero se asocia con mas muertes a los 12, 18,y 24 meses después del inicio

del estudio. (Figura 15 Ay B).
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[00266] El modelado de riesgos proporcionales Cox (las covariables incluyeron
la edad y el sexo) sugiere que la presencia de un nivel LbXLZ al inicio del estudio
superior a 440 pg/mL se asocidé con un aumento de 2.3 vecés: el riesgo de muerte a los
12, 18; y 24 meses después del inicio del estudio (ver Tabla 9A.y B).

[00267] Tabla 9A: Tasas de eventos y cocientes de riesgos para los sujetos
con bajos (< 440 pg/mL) versus (>440 pg/mL) niveles de LOXL2 al inicio del
estudio, a los 6, 12, 18, y 24 meses después del inicio del estudio en la cohorte de

GAP.

Tiempo Tasa de evento Tasa de Riesgo* Valor P
luego del (IC al 95%)

Basal

Bajo LOXL2 Alto LOXL2

6 meses 5/52 (10%) 10/59 (17%) 1.76 (0.60, 5.22) 0.3051
12 meses 10/52 (19%) 23/59 (39%) 2.27(1.05, 6.98) 0.0319
18 meses 12/52 (23%) 26/59 (44%) 2.22(1.12,4.43) 0.0231
24 meses 14/52 (27%) 30/59 (51%) 2.31(1.22, 4.37) 0.0105

*Los modelos incluyen la edad y el sexo como covariables

[00268] Tabla 9B: Tasas de eventos y cocientes de riésgos para los sujetos
con bajos (< 440 pg/mL) versus altos (>440 pg/mL) niveles de LOXL2 al inicio del
estudio, a los 6, 12, 18,y 24 meses después del inicio del estudio en la cohorte de

GAP.

Tiempo luego del Tasa de evento Tasa de Riesgo Valor P
Basal (IC al 95%)

Bajo Alto LOXL2

LOXL2
6 meses 2/36 (6%) 3/13 (23%) 5.08 (0.85, 30.47) 0.0756
12 meses 5/36 (14%) 3/13 (23%) 1.90 (0.45, 7.99) 0.3796
18 meses 5/36 (14%) 3/13 (23%) 1.90 (0.45, 7.99) 0.3796
24 meses 5/36 (14%) 4/13 (31%) 2.11(0:5.4, 8.24) 0.2846
[00269] " Para un suBcdnjunto de sujetos, se recogjggon muestras de suero

adicionales de forma prospectiva. Durante la duracion del estudio, dos (2) muestras
fueron recolectadas de 60 sujetos, tres (3) muestras fueron recolectadas de 42 sujetos,
cuatro (4) muestras se recolectaron de 31 sujetos, cinco (5) muestras se recolectaron de

17 sujetos, seis (6) muestras se recolectaron de 12 sujetos, siete (7) muestras se
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recolectaron de siete (7) sujetos, y ocho (8) muestras se recolectaron de dos (2) sujetos.
Ninguna de las muestras se fécolectaron en asociacion con una exacerbacion aguda.
[00270] El modelado de riesgos proporcionales ' multivariado Cox (con
covariables incluyendo la edad y el sexo), incorporando los niveles LOXL2 en cada una
de las muestras como una variable continua en funcion del tiempo, para evaluar la
relacion entre los niveles séricos de LOXL2 y la mortalidad por cualquier causa. Los
niveles séricos de LOXL2 medidos con el tiempo se asociaron con el riesgo de
mortalidad (p = 0.003). En la cohorte de GAP, por cada aumento de 2.7 veces en el
nivel de LOXL2 de suero recolectado en cualquier momento durante el estudio, el
riesgo para la mortalidad aument6 en 1.63 veces (intervalo de confianza al 95% de 1.19
| a2.25).
[00271] La Tabla 10 muestra los resultados de un analisis multivariado con
niveles séricos de LOXL2 en distintos momentos después del inicio del estudio.
[00272] Tabla 10: Analisis multivariado segun los niveles bajos (<440 pg/mL)
versus altos (>440 pg/mL) de niveles séricos LOXL2 aT lés 6, 12, 18 y 24 meses

después del inicio del estudio. R

Variable de Respuesta Termino del Modelo Tasa de Rieégo (Clal valor P
95%)
Tiempo de muerte a los 6 Log LOXL2 (<0 > 6.08) 1.8(0.6,5.2) 0.305
meses Sexo *0.5 (0.1 1.8) 0.299
Edad (Continuo) 1.0 (1.0, 1.1) 0.931
Tiempo de muerte a los 12 | Log LOXL2 (< 0> 6.08) 2.3(1.1,7.0) 0.032
meses Sexo *0.4 (0.2, 0.9) 0.037
Edad (Continuo) 1.0 (1.0, 1.0) 0.647
Tiempo de muerte a los 18 | Log LOXL2 (< 0 > 6.08) 22(1.1,44) 0.023
meses Sexo *0.5 (0.2, 1.0) 0.052
Edad (Continuo) 1.0 (1.0, 1.0) 0.848
Tiempo de muerte a los 24 | Log LOXL2 (< 0> 6.08) 2.3(1.2,4.4) 0.011
meses Sexo *0.4 (0.2, 1.0) 0.026
Edad (Continuo) 1.0 (1.0, 1.0) 0.808

*La relacion de riesgo favorece a los sujetos mujeres 3

[00273] Los resultados de la cohorte de GAP fueron s_irpilares a los del estudio de
ARTEMIS-PFI descrito anteriormente. Ambos estudios mostraron que un nivel de
LOXL2 en suero al inicio del estudio que fue mayor que el nivel de umbral se asocié
con un mayor riesgo de resultados negativos en los sujetos con PFI .

Ejemplo 10: Niveles LOXL2 en suero al inicio del estudio en sujetos con hepatitis B
crénica (HBC)
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[00274] Los niveles séricos de LOXL2 fueron evaluad:osv en sujetos con hepatitis
B cronica (HBC) y fibrosis hepatica, tanto antes del tratarpvivento y después de 240
semanas de tratamiento con 300 mg de tenofovir disopfokil fumarato (TDF). Las
biopsias hepaticas se tomaron de 348 sujetos humanos con HBC, antes del tratamiento y
después de 240 semanas de tratamiento con TDF. Las biopsias fueron asignadas a
puntuaciones por los patdlogos utilizando la escala Ishak para la evaluacién de la
fibrosis. En el estudio, 96.3% de los sujetos mostrd una mejora en, 0 ninguna progresion
de, la fibrosis hepatica. De los 96 sujetos que comenzaron el estudio con cirrosis
comprobada por biopsia, el 74% tuvo una regresion de la cirrosis después de 240
semanas de tratamiento.

[00275] - Los niveles séricos de LOXL2 fueron evaluados a posteriori por ELISA
al inicio del estudio y en la semana 240 para 81 de los 348 sujetos, entre ellos varios
sujetos exhibieron una mejora en la puntuacion de la ﬁbrosié. En la semana 240 después
del tratamiento, 42 de estos 81 sujetos tuvieron regresién':d:g“\ la cirrosis, 16 tuvieron
cirrosis persistente, 2 habian progresado a cirrosis en el traﬁ}Sc%Urso del tratamiento, 18
sujetos fueron no cirréticos con ningun cambio en la fibrosis, y 3 fueron sujetos no
cirroticos con al menos una reduccion de 2 puntos en la fibrosis tal como se mide por
Ishak.

[00276] Los niveles de LOXL?2 en suero al inicio del estudio estuvieron elevados
en el 91% de los 81 sujetos con HBC y en el 97% de los sujetos cirrdticos. Como se
muestra a continuacién, los sujetos con cirrosis (puntuacion Ishak de 5 o 6) tuvieron
niveles medios de LOXL?2 elevados en suero al inicio del estudio en comparacién con
los sujetos con fibrosis hepética menos grave. Esta observacién es similar a los niveles
séricos de LOXL?2 observados en los sujetos con infeccion crénica por hepatitis C. Por
otra parte, el estudio histolégico mostré que la proteina LOXL2 se concentr6 en los
sitios de la fibrogénesis activa (datos no mostrados) . Estos resultados sugieren que los
sujetos con cirrosis todavia estan experimentando ﬁbrogéﬁ‘e’sis activa en el higado.
Ademas, en el transcurso de 240 semanas de tratamiento, el 72% de los 60 sujetos con
cirrosis al inicio del estudio mostré una regresion o la mejora de su puntuacion de
fibrosis de Ishak. Ademads, estos sujetos tuvieron un nivel medio de LOXL2 en suero
mas bajo en la semana 240 en comparacion con el valor al inicio del estudio. Los
resultados sugieren que tanto la fibrosis como la fibrogénesis en general se redujeron

con un tratamiento anti-viral.
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[00277] La Figura 16A muestra que los niveles LO_XLZ en suero (pg/mL) se
correlacionaron con la puntuacién de fibrosis, y las figuras 16B y 16C muestran que los
niveles séricos de LOXL2 al inicio del estudio (pg/mL) se correlacion6 con la
puntuacion al inicio del estudio del indice de fibrosis de Ishak. A 240 semanas despucs
del tratamiento, los niveles séricos de LOXL2 se habian reducido y ya no se

correlacionaron con la puntuacion de fibrosis de Ishak. Véase también la Tabla 11.

[00278] Tabla 11: Media de niveles de LOXIL.2 en suero en comparacion con
la Etapa de Ishak Etapa al inicio del estudio y 240 semanas después de iniciar el
tratamiento
N | Nivel basal | N Semana 240
Todos los Sujetos (media de LOXL2 81 | 2678.6 81 | 748.9
(pg/mL)) -
Estado de Ishak 0-3 (media de LOXL2 |18 | 510.2 156 |746.8
(pg/mL)) -
Estado de Ishak 4-6 (mediade LOXL2 |63 |3298.2 125 | 7535
(pg/mL)
[00279] Como se muestra en la Figura 17, todos los sujetos que tienen una etapa

de Ishak al inicio del estudio entre 1 y 3 tuvieron un nivel de LOXL2 en suero por
debajo de 1500 pg/mL y 49% de los sujetos con una etapa de Ishak al inicio del estudio
entre 4 y 6 tuvieron niveles de LOXL2 en suero por encima de 1500 pg/mL.

[00280] El 79% de los 81 sujetos experimentaron una reduccion en los niveles
séricos de LOXL2. El 11% de los sujetos (cada uno con un nivel al inicio del estudio
por debajo del limite de cuantificacion) no tuvo ningin cambio en los niveles de LOXL
2.

[00281] La figura 18 muestra los niveles de LOXL2 (pg/mL) en suero al inicio
del estudio .y en la semana 240 para sujetos individuales en los siguientes grupos:
sujetos con cirrosis persistente a la semana 240 (n = 16,,_,.Figura 18A); sujetos con
reversion de la cirrosis a la semana 240 (n = 42, Figura 18B); sujetos no cirroticos que
no experimentan un cambio en la etapa fibrotica (Ishak) a la seinana 240 (n = 18, Figura
18C); sujetos que experimentaron una progresion a cirrosis en el transcurso de la
estudio (Figura 18D); y sujetos no cirrdticos con mayor que o igual a reduccion de etapa
2 en la fibrosis a la semana 240 (Figura 18E). ‘

[00282] La Tabla 12 compara los niveles de LOXL2 (pg/mL) en suero al inicio
del estudio y a la semana 240 en sujetos con cirrosis persistente a la semana 240, sujetos

con cirrosis revertida a la semana 240, y sujetos no cirroticos que no experimentaron
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ningiin cambio en el cambio fibrdtico en el transcurso del estudio ("No A, no

cirroticos").

[00283] Tabla 12: Cambio en los niveles séricos' de LOXL2 en diferentes
grupos de sujetos con HBC

Cirrosis Persistente Cirrosis Revertida Sin Cirrosis, Sin A

(n=16) (n=42) (n=18)

Basal Sem 240 Basal Sem 240 | Basal Sem 240
Media 9124.1 603.8 1355.0 922.6 . 798.4 436.8
Mediana 1863 LOQ 1073 <LOQ <LOQ <LOQ
<LoQ 2 (13%) 8 (50%) 4 (10%) 29 (69%) | 10 (56%) | 14 (78%)
<LoD | 1(6%) 2 (13%) 1 (2%) 13 (31%)'_". 4 (22%) | 8(44%)
<1000 5 (31%) 14 (88%) | 20 (48%) | 35 (83%) | 13 (72%) | 15 (83%)
> 3000 5(31%) 0 (0%) 2 (5%) 3 (7%) 1 (6%) 0 (0%)

N

NKRR _aS
MIMMEEZENNNNN
NAKR

% > E\ w '\\\

p 3 QONNN
AR

Xﬁ;&; 9 (50%)
N 2 (11%)

[00284]

Como se muestra en la Tabla 12, el 88% de los sujetos con cirrosis tuvo
una reduccion en los niveles de LOXL2. Ademas, se determiné que los niveles séricos
de LOXL2 al inicio del estudio eran los mas altos en aquellos sujetos que en la semana
240 tenian cirrosis persistente.

[00285] La figura 19 muestra el porcentaje de sujetos cirréticos determinado a
tener una mejoria histolégica en la semana 240 ("Y") teniendo dados niveles séricos de
LOXL?2 al inicio del estudio (<1500,> 1500, 1500-3000, <3000 y > 3000 pg/mL) y el
porcentaje de sujetos cirréticos determinados a no tener ‘mejoria histolégica en la
semana 240 ("N") teniendo los mismos niveles dados de LO_XL2 en suero al inicio del
estudio. Como se muestra, los sujetos cirréticos con un nivel de LOXL2 en suero al
inicio del estudio inferior a 1,500 pg/mL tuvieron un 88% de posibilidades de regresion.
Los sujetos cirréticos con un nivel de LOXL2 en suero al inicio del estudio entre 1500
pg/mL y 3000 pg/mL tuvieron una probabilidad del 70% de regresion, mientras que los
sujetos cirréticos con un nivel sérico al inicio del estudio por encima de 3000 pg/mL
tuvieron solamente una probabilidad del 29% de regresion. Por lo tanto, en los pacientes

con cirrosis, los niveles séricos de LOXL2 al inicio del estudio por debajo de 1500

pg/mL se asociaron con una probabilidad del 88% de regresion, mientras que los niveles
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séricos de LOXL2 al inicio del estudio por encima de 3000pg/mL se asociaron con una
probabilidad del 29% de regresion.

[00286] Los niveles séricos de LOXL2 se correlacionaron mas con la etapa de
fibrosis de Ishak a la semana 240 que con el estadio de fibrosis al inicio del estudio.
Esto sugiere que los niveles séricos de LOXL2 elevados reflejan la fibrogénesis activa.
[00287] Los resultados de este estudio demostraron que los niveles séricos de
LOXL2 fueron elevados en pacientes con HBC y fueron mas altos en los que tienen mas
fibrosis, lo que demuestra una correlacion general entre LOXL2 en suero y la
puntuacién de fibrosis. Los niveles de LOXL2 en suero reflejan la enfermedad activa y
la fibrogénesis activa (por ejemplo, dado que niveles al inicio del estudio mas altos se
asociaron con estadios de fibrosis mas altas en la semana 240). El tratamiento de la
HBC subyacente resulté en una disminucién de LOXL2 en la mayoria de los pacientes,
lo que sugiere regulacién negativa de la fibrogénesis. Hubo una disminucién de LOXL2
en suero después de 5 afios, incluso en los pacientes con puntuaciones de fibrosis sin
cambios que estaban clinicamente bien. Los resultados demuestran el nivel de LOXL2
en suero como un marcador de la enfermedad activa y LOXL2 alto es predictivo de la
falta de regresion

[00288] Aunque la presente invencion ha sido descrita con referencia a las
personificaciones especificas de la misma, debe entenderse por los expertos en la
técnica que varios cambios: se pueden hacer y se pueden sustituir equivalentes sin
apartarse del verdadero espiritu y alcance de la invencién. Ademds, muchas
modificaciones se pueden hacer para adaptar una situacion, material, composicién de
materia, proceso, paso de prbceso o pasos, al objetivo, espiritu y alcance de la presente
invencién. Todas estas modificaciones estin destinadas a estar dentro del alcance de las

reivindicaciones anexas al presente documento. S
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REIVINDICACIONES
Lo que se reivindica es:

1. Un método para detectar, predecir, o monitorear una enfermedad o
condicidn, en donde el método comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida a partir de un individuo con un
anticuerpo especifico para lisil oxidasa homologo 2 (LOXLj); y

b) detector la union del anticuerpo con el LOXL2 preééhte en la muestra liquida,
para de este modo detectar el nivel de LOXL?2 en la muestra liqhida, '

en donde el nivel detectado de LOXL?2 indica la presencia o ausencia de la
enfermedad o condicion en el individuo o la probabilidad de una respuesta a un

tratamiento para la enfermedad o condicion del individuo.

2. Un método de prognosis para una enfermedad o condicion, en donde el
método comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida a partir de un individuo que tiene la
enfermedad o condicién con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa homologo 2
(LOXL2); y

b) detectar la uni6n del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de este modo el LOXL2 en la muestra liquida, |

en donde el nivel de LOXL2 detectado indica la prbbébilidad de un resultado,

evento, o criterio de valoracion de una enfermedad o condicion

3. | El método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en donde:

El individuo estd siendo sometido a un tratamiento para la enfermedad o
condicién; y

un nivel de LOXL2 detectado en el paso (b) que es menor que un determinado

nivel en un momento anterior en el individuo indica la eficacia del tratamiento.

4. El método de-la reivindicacion 3, en donde el nivel determinado en un

momento anterior es un nivel de pre-tratamiento.
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S. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la muestra

liquida es sangre, una parte de la sangre, orina, saliva, esputo, o lavado broncoalveolar.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el

anticuerpo-especifico para LOXL2 comprende un nivel detectable.

7. El método de cualquiera de las reivindiéaciones 1-6, que ademas
comprende la inmovilizacion del LOXL2 presente en la ﬁmestra liquida sobre un
soporte insoluble, en donde el inmobilizante es puesta en contacto con la muestra
liquida con un segundo anticuerpo especifico para LOXL2 formar un segundo complejo
anticuerpo-LOXL2, en donde el segundo anticuerpo estd inmovilizado sobre €l soporte

insoluble.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde la inmovilizacion se lleva a

cabo antes de la etapa (a).

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el
anticuerpo en el paso (a) es capaz de unirse a LOXL2 cuando el LOXL?2 esté enlazada a

un agente que inhibe la actividad enzimatica de LOXL2.

10.  El método de la reivindicacién 9, en donde él‘ agente es un inhibidor

alostérico de la actividad enzimatica de LOXL2.

11.  El método de la reivindicacion 10, en donde el inhibidor alostérico es un

anticuerpo monoclonal anti-LOXL2.

12.  El método de la reivindicacion 11, en donde el anticuerpo monoclonal

anti-LOXL2 se enlaza a un epitope dentro del dominio SRCR3-4 de LOXL?2.

13.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que ademas
comprende:
¢) comparar dicho nivel detectado con un valor normal control, en donde un

nivel detectado que es mayor que un valor normal control es indicativo de la presencia

PER?
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de la enfermedad o condicién o una probabilidad de que el individuo respondera a un

tratamiento para la enfermedad o condicion.

14.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde la

enfermedad o condicion es una enfermedad fibrotica o cancer.

15. El método de la reivindicacion 14, en donde la‘enfermedad o condicion
es una enfermedad fibrdtica y un nivel circulante de LOXL2 que es mayor que un nivel
normal control indica que el individuo es probable que tenga una respuesta clinica

beneficiosas a un tratamiento para la enfermedad fibrética.

16. El método de la reivindicacion 14 o reivindicacidén 15, en donde el
enfermedad o condicion es fibrosis pulmonar, fibrosis de higado, fibrosis de rifidn,
fibrosis cardiaca, o mielofibrosis, cirrosis, hepatitis crénica viral, virus de la hepatitis C

(HCV) o virus de la hepatitis B (HBV).

17. El método de la reivindicacion 16, en donde el enfermedad o condicion

fibrosis pulmonar idiopatica (IPF).

18. El método de la reivindicacién 17, en donde el nivel detectado indica la
probabilidad de un resuitado de la enfermedad IPF, criteri‘o:’de valoracion, o evento

individual.

19. El método de la reivindicacién 18, en donde el resultado de la
enfermedad IPF, criterio de valoracion, o evento es progresion de la enfermedad IPF,
declive de la funcién pulmonar, respiratorio hospitalizacion, sobrevivencia libre de

trasplante, muerte, o respuesta al tratamiento.

20.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en donde el
método ademas comprende detector una medida de severidad de la enfermedad IPF o
estado funcional del individuo, en donde la medida es seleccionada a partir del grupo
que consiste de porcentaje de capacidad vital forzada predicha (FVC), porcentaje de
capacidad de difusion de monoxido de carbono predicho (DL‘E@), distancia de caminata

de 6 minutos (6MWD), media de la presion arterial pulmoné?if'mPAP), saturacion baja
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de oxigeno en reposo (Sp02), indice fisioldgico compuesto (CPI), Puntuacion en el
Cuestionario Respiratorio de St. George (SGRQ), escore transicion de Disnea (TDI), la

capacidad de respuesta al tratamiento, y biomarcadores de la enfermedad IPF.

21, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, que ademés
comprende analizar el nivel de LOXL2 usando un modelo predictivo.

22 El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, que ademas
comprende iniciar, alterar, o interrumpir el tratamiento de la enfermedad o condicién en

el individuo.

23.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, que ademas

comprende someter al individuo a una o mds pruebas de diagnostico.

24.  El método de la reivindicacion 23, en donde la una o més pruebas de
diagnostico adicionales es una prueba de funcion pulmonar o una prueba de funcion
hepética.

25.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, en donde el nivel
detectado indica que el individuo tiene una enfermedad activa fibrética o un estado

avanzado de enfermedad fibrética.

26. Fl método de la reivindicacion 25, en donde el active enfermedad
fibrética es METAVIR F1 o fibrosis hepética F2, o la enfermedad fibrética de estado
avanzado es fibrosis hepatica METAVIR F4.

27.  Undispositivo de ensayo para ser usado en la determinacion del nivel de
un polipéptido lisil oxidasa homologo 2 (LOXL2) en una muestra de liquido biologico
obtenido a partir de un individuo, donde el dispositivo comprende: una matriz que
define una via axial de flujo, donde la matriz comprende: !

1) una zona de recépcién de muestra en un extremo corriente arriba de la
trayectoria de flujo que recibe la muestra de fluido; «

ii) una o mas zonas de prueba posicionadas dentro de 12 via de flujo y corriente

abajo desde la zona de recepcion de la muestra, en donde cada una de dichas una o mas
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zonas de recepcién de muestra comprende un anticuerpo especifico para LOXL2, en
donde cada uno de dichos anticuerpos especificos para LOXL2 es capaz de unirse a un
polipeptido LOXL2 presente en una muestra de liquido para formar un anticuerpo anti-
LOXL2/complejo LOXL2; y ‘

iii) una o mas zonas de control posicionadas dentro de la via de flujo y corriente

abajo desde la zona de recepcion de la muestras.

28.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 27, en donde, cuando la una
o mas zonas de prueba comprende al menos dos zonas de prueba, al menos una de la

una o mas zonas de control esta posicionada entre las dos zonas de prueba.

29.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 28, en donde la al menos
dos zonas de prueba y la al menos una zona de control estan posicionadas en un formato
alternado dentro de la via de flujo comenzando con una zona de prueba posicionada

corriente arriba de cualquier zona de control.

30.  El dispositivo de ensayo de la reivindicaciéon 28 o 29, en donde uno o
mas de dichos anticuerpos anti-LOXL2 estan inmovilizados-en la matriz en la zona de

prueba.

31.  Eldispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 27-30, que
ademas comprende una zona de etiquetado, que comprende un anticuerpo etiquetado
especifico para el anticuerpo especifico para LOXL2, en donde:

El anticuerpo etiquetado es capaz de unirse a un anticuerpo anti-LOXL2
presente en un anticuerpo anti-LOXL2/ complejo LOXL2, para formar un anticuerpo
anti-LOXL2 /LOXL2, etiquetado y

El anticuerpo etiquetado es se puede mover en presencia de la muestra 1.

32.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 31, en donde el anticuerpo
marcado comprende un componente marcado seleccionado-‘a partir del grupo que
consiste de un agente quimioluminicente, una particulda marcada, un agente
colorimétrico, un agente de transferencia de energia, una enzima, un agente

fluorescente, y un radioisétopo.
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33.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 27-32, en
donde la matriz esta posicionada dentro de una carcasa que comprende un soporte y
opcionalmente una tapa, en donde la carcasa contiene una abertura de aplicacion y uno

o mas puertos de observacion.

34.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-33, en

donde el dispositivo es una tira de pruebas.

35.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-34, en
donde el dispositivo es un dispositivo de ensayo de varilla reactiva.

36.  Un kit para determinar el nivel de un polipéptido de lisil oxidasa
homologo 2 (LOXL2) en una muestra biologica obtenida de un individuo, donde el kit
comprende:

a) un primer anticuerpo especifico para LOXL2; y

b) un segundo anticuerpo especifico para LOXL2. !

37.  El kit de la reivindicacién 36, que ademdas comprende LOXL2 purificado

para ser usado en la generacion de una curva estandar.

38. El kit de la reivindicacién 36 o reivindicacion 37, en donde al menos uno

de dichos anticuerpos comprende un nivel detectable.

39.  El kit de la reivindicacion 38, en donde la etiqueta detectable comprende
un agente quimioluminiscente, una particula marcada, un agente colorimétrico, un
agente de transferencia de energia, una enzima, un agente fluorescente, y un

radiois6topo.
40.  El método de cualquiera de las reivindicacionés 1-26, en donde el la

puesta en contacto y la deteccion son llevadas a cabo usado ¢l dispositivo de ensayo de

cualquiera de las reivindicaciones 27-35 o el kit de las reivindicaciones 36-39.
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RESUMEN

La presente descripcion proporciona un ensayo para -detectar y/o cuantificar
polipéptidos circulantes de lisil oxidasa-homologo 2 (LOXL2) en un individuo. El
ensayo es util en aplicaciones de diagnostico y prognosis, las cuales también son

proveidas.
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Niveles séricos de LOXL2 por Nivel Basal Combinado de

Puntuacion de Fibrosis de Ishak y Tiempo
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Niveles séricos de LOXL2 por Nivel Basal Combinado de

Puntuacién de Fibrosis de Ishak y Tiempo
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Mediana de los Niveles Séricos de LOXL2 Intra Sujeto
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Mediana de los nivele_s Intra-sujeto de LOXL2 vs HA y TIMP1
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Correlacion Entre los Niveles Basales de LOXL2 y las Mediciones Basales de la
Severidad de IPFy Estado Funcional
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Correlacién Entre los Niveles Basales de LOXL2 y las Mediciones Basales de la
Severidad de IPF y Estado Funcional
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Curvas de Kaplan Meier que Comparan Niveles Altos y Bajos de LOXL2 para la
Progresion de la Enfermedad (PFS) y sus Componentes:
Declive de la Funcién Pulmonar, Respiratoria, Hospitalizacion y Muerte
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Curvas de Kaplan Meier que Comparan Niveles Altos y Bajos de LOXL2 para la

Declive de la Funcién Pulmonar, Respiratoria, Hospitalizacion y Muerte
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Curvas de Kaplan Meier que Comparan Niveles Altos y Bajos de LOXL2 para la
Progresion de la Enfermedad (PFS) y sus Componentes:
Declive de la Funcién Pulmonar, Respiratoria, Hospitalizacion y Muerte
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Curvas de Kaplan Meier que Comparan Niveles Altos y Bajos de LOXL2 para la
Progresion de la Enfermedad (PFS) y sus Componentes:
Declive de la Funcién Pulmonar, Respiratoria, Hospitalizacion y Muerte
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Comparacion de la Distribucion del Nivel Basal de LOXL2 Entre Cohortes de
Sujetos de ARTEMIS-IPF (Placebo y Sujetos Tratados con Ambrisentan
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Comparacion de la Distribucién del Nivel Basal de LOXL2 Entre Cohortes de
Sujetos de ARTEMIS-IPF (Sujetos Tratados con Ambrisentan) y GAP
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Niveles Séricos de LOXL2 en Sujetos CHB Agrupados por Estado de Fibrosis de Ishak
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Niveles Séricos de LOXL2 (Basales (BL) y a la Semana 240 (WK240) en Sujetos CHB y
Sujetos con Cirrosis Persistente
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Niveles Séricos de LOXL2 (Basales (BL) y a la Semana 240 (WK240) en Sujetos CHB y
Sujetos con Cirrosis Persistente
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Niveles Séricos de LOXL2 (Basales (BL) y a la Semana 240 (WK240) en Sujetos CHB y
Sujetos con Progresion a Cirrosis
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Asn

Asp

610
His

Asn

Leu
Ala
Arg
690
Gly
Glu
Gly

Glu

Gln
770

<210> 2

<211>
<212
<213>

<220>

€2
<222>
<223>

<400> 2

Pro
1
Glu
Leu

Leu

Ig
65
His
Asn
Asp
Phe
Asp
145
Tyr

Asp

Asp
Asp
Ser
Leu
50

Pro
Tyr
Gly
Thr
Gly
130
Ile

Leu

Tyr

595
Phe

Arg
Leu
Glu
Asn
675
His
Asp
Ser
His
Glu

755
Leu

227
PRT
Home sapiens

Leu
Arg
Ala
35

Arg
Lys
His
Thr
Glu
115
Asp
Asp

Phe

Ser

Arg
His
Asn
Asp
660
Phe
Asp
Tyr
Asp
Arg
740

Thz

Ser

DOMINIO
R S 7 577
Dominic Catalitico de

Val
Pro
20

Ser
Phe
Asn
Ser
Lys
100
Cys
Gln
Cys

Gln

Asn

Pro
Tyx
Gly
645
Thx
Gly
Ile
Leu
Tyr
725
Ile

Glu

Pro

Leu
Met
Ala
Ser
Gly
Met
85

Val
Glu
Gly
Gln
Val

165
Asn

Lys
His
630
Thr
Glu
Asp
Asp
Phe
710
Ser
Trp

Lys

Gln

Asn
Phe
Ala
Ser
Arg
70

Glu
Ala
Gly
Ile
Trp
150

Val

Ile

Asn
615
Ser
Lys
Cys
Gln
Cys
695
Gln
Asn

Met

Lys

Ala
Met
Gln
Gln
55

His
Val
Glu
Asp
Thr
135
Val

Ile

Met

600
Gly

Met
Val
Glu
Gly
680
Gln
val
Asn
Tyr

Phe
760

Arg
Glu
Ala
Gly
665
T)e
Tep
Val
Ile
Asn

745
Glu

His
Val
Glu
650
Asp
Thr
Val
Ile
Met
730
Cys

His

la proteina

Glu Met Val

Leu
Thr
40

Ile
Ala
Phe
Gly
Ile
120
Met
Asp

Asn

Lys

Gln
25

Asp
His
Trp
Thi
His
105
Gln
Gly
Ile

Pro

Cys

10
Cys

Brd
Asn
ITle
His
20

Lys
Lys
Cys
Thr
Asn

170
Arg

Ala
Phe
635
Gly
Ile
Met
Asp
Asn
Ti5
Lys
His

Phe

TER
620
Thr
His
Gln
Gly
Ile
700
Pro
Cys
Ile

Ser

LOXL2

Gln
Ala
Thr
Asn
Trp
T5

Tyr
Ala
Asn
TEP
Asp
155

Phe

Ser

Gln
Met
Thr
Gly
60

His
Asp
Ser
Tyr
Asp
140
val

Glu

Arg

605
Ile

His
Lys
Lys
Cys
685
Thr
Asn
Arg

Gly

Gly
765

Thr
Glu
Gly
45

Gln
Asp
Leu
Phe
Glu
125
Met
Pro

Val

Tyr

Trp
Tyr
Ala
Asn
670
TR
Asp
Phe
Ser
Gly

750
Leu

Thr
Glu
30

Tyr
Ser
Cys
Leu
Cys
110
Cys
Tyr
Pro

Ala

Asp

His
Asp
Ser
655
Tyr
Asp
Val
Glu
Arg
735

Ser

Leu

Tyr
Asn
Arg
Asp
His
Asn
95

Leu
Ala
Arg
Gly
Glu

175
Gly

Asp
Leu
640
Phe
Glu
Met
Pro
Val
720
Tyr
Phe

Asn

Leu
Cys
Arg
Phe
Arg
Leu
Glu
Asn
His
Asp
160

Ser

His



180

185

190

Arg Ile Trp Met Tyr Asn Cys His Ile Gly Gly Ser Phe Ser Glu Glu

195

200

205

Thr Glu Lys Lys Phe Glu His Phe Ser Gly Leu Leu Asn Asn Gln Leu

210

Ser Pro Gln

225

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>
<221> DOMINIO

<2223

227
PRT
Mus musculus

(1)w en(227)

215

<223> Dominio Catalitico de

<400> 3

Pro
1
Glu
Leu
Leu
Arg
65
His
Asn
Asp
Phe
Asp
145
Tyr
Asp
Arg

Thr

Ser
225

Asp
Asp
Ser
Leu
50

Pro
Tyr
Gly
Thr
Gly
130
Ile
Leu
Phe
Ile
Glu

210
Val

<210> 4

L2 1] >
<202>
<213>

<220>

<221>

Leu Val Leu Asn Ala

Arg
Ala
35

Arg
Lys
His
Thr
Glu
115
Glu
Asp
Phe
Ser
Trp
195
Gln

Gln

227
PRT
Rattus rattus

Pro
20

Ser
Phe
Asn
Ser
Lys
100
Cys
Gln
Cys
Gln
Asn
180

Met

Lys

DOMINIO

5
Met

Ala
Ser
Gly
Met
85

Val
Glu
Gly
Gln
Val
165
Asn
Tyr

Phe

Ser
Val
Ser
Arg
70

Glu
Ala
Gly
Ile
Trp
150
Val
Ile

Asn

Glu

Leu
His
Gln
55

His
Val
Glu
Asp
Thr
135
Ile
Ile
Met
Cys

His
215

la proteina

Glu
Leu
Thr
40

Ile
Ala
Phe
Gly
Ile
120
Met
Asp
Asn
Lys
His

200
Phe

Ile
Gln
25

Asp
His
Trp
Thr
His
105
Gln
Gly
Ile
Pro
Cys
185
Val

Ser

Val
10

Cys
Pro
Asn
Ile
Tyr
90

Lys
Lys
Cys
Thr
Asn
170
Arg
Gly

Gly

220

LOXL2

Gln Gln Thr

Ala
Thr
Asn
Trp
75

Tyr
Ala
Ser
Trp
Asp
155
Tyr
Ser

Gly

Leu

Met
Arg
Gly
60

His
Asp
Ser
Tyr
Asp
140
Val
Glu
Arg

Ala

Leu
220

Glu
Gly
45

Gln
Asp
Leu
Phe
Glu
125
Met
Pro
Val
Tyr
Phe

205
Asn

Ala
Glu
30

His
Ser
Cys
Leu
Cys
110
Cys
Tyr
Pro
Pro
Asp
190

Ser

Asn

Tyr Leu
15
Asn Cys
Arg Arg
Asp Phe
His Arg
Ser Leu
85
Leu Glu
Ala Asn
Arg His
Gly Asp
160
Glu Ser
195
Glu Glu

Gln Leu



LRI

(FNoe e 22T

<223> Dominic Catalitico de

<400> 4
Pro Asp Leu Val Leu Asn Ala

1
Glu

Leu
Leu
Arg
His
Asn
Asp
Phe
Asp
145
Tyr
Asp
Arg

Thr

Ser
225

<210> 5
%2115
<212>
<213>

Asp
Ser
Leu
50

Pro
Tyr
Gly
Thr
Gly
130
Ile
Leu
Phe
Ile
Glu

210
Val

<220>

<221>
<222>
L223>

<400> 5

Pro
il
Glu

Leu
Leu
Arg

65
His

Asp
Asp
Ser
Leu
50

Pro

Tyr

Arg
Ala
35

Arg
Lys
His
Thr
Glu
115
Glu
Asp
Phe
Ser
Trp
185
Gln

Gln

227
PRT
Macaca fascicularis

Leu
Arg
Ala
35

Arg
Lys

His

Pro
20

Ser
Phe
Asn
Ser
Lys
100
Cys
Gln
Cys
Gln
Asn
180

Met

Lys

DOMINIO
{Yewn o (22T
Dominio Catalitico de

Val
Pro
20

Ser
Phe

Asn

Ser

5
Met

Ala
Ser
Gly
Met
85

Val
Glu
Gly
Gln
Val
165
Asn

Tyr

Phe

Leu
Met
Ala
Sex
Gly

Met
85

Ala
Val
Ser
Arg
70

Glu
Ala
Gly
Ile
Trp
150
Val
Ile

Asn

Glu

Asn
Phe
Ala
Ser
Arg

70
Glu

Leu
His
Gln
55

His
Val
Glu
Asp
Thr
135
Ile
Ile
Met

Cys

His
215

Ala
Met
Gln
Gln
85

His

Val

la proteina

Glu Ile Val

Leu
Thr
40

Ile
Ala

Phe

Gly

Ile
120
Met
Asp
Asn
Lys
His
200
Phe

Gln
25

Asp
His
Trp
Thr
His
105
Gln
Gly
Ile
Pro
Cys
185
Val

Ser

10
Cys

PTo
Asn
Ile
Tyr
90

Lys
Lys
Cys
Thr
Asn
170
Arg

Gly

Gly

la proteina

Glu Met Val

Leu
Thr
40

Ile
Ala

Phe

Gln
25

Asn
His
Trp

Thr

10
Cys

Pro
Asn
Ile

His
90

LOXL2

Gln
Ala
Thr
Asn
Trp
15

Tyr
Ala
Ser
Trp
Asp
155
Tyr
Ser

Gly

Leu

Gln
Met
Arg
Gly
60

His
Asp
Ser
Tyr
Asp
140
Val
Glu
Arg

Ala

Leu
220

LOXL2

Gln
Ala
THE
Asn
Trp

75
Tyr

Gln
Met
Thr
Gly
60

His

Asp

Thr
Glu
Gly
45

Gln
Asp
Leu
Phe
Glu
125
Met
Pro
Val

TYE

Phe
205

Asn

Thr
Glu
Gly
Gln
Asp

Leu

Ala
Glu
30

His
Ser
Cys
Leu
Cys
110
Cys
Tyr
Pro
Pro
Asp
190

Ser

Asn

Thr
Glu
30

Tyr
Ser

Cys

Leu

Tyr
1ty

Asn
Arg
Asp
His
Ser
95

Leu
Ala
Arg
Gly
Glu
175
Gly
Glu

Gln

Tyr
Asn
Arg
Asp
His

Asn
95

Leu
Cys
Arg
Phe
Arg
80

Leu
Glu
Asn
His
Asp
160
Ser
Tyr

Glu

Leu

Leu
Cys
Arg
Phe
Arg

80
Leu

|22~



Asn
Asp
Phe
Asp
145
Tyr
Asp
Arg

Thr

Ser
225

Gly
Thr
Gly
130
Ile
Leu
Tyr
Ile
Glu

210
Pro

<210> 6

<211>
<212>
<213%

<220>

SIS

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> &

Met
1
Val
Pro
Thr
Glu
65
Glu

Thr

Glu T

His
Gly
Tyr
50

Trp
Lys
Ala

Fhe

Thr
130

<210> 7
€21 133
<212> PRT
<213> Secuencia

Thr
Glu
115
Asp
Asp
Phe
Ser
Trp

195
Lys

135
PRT
Secuencia Artificial

Ser
Thr
25

Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

115
Leu

Lys
100
Cys
Gln
Cys
Gln
Asn
180
Met

Lys

CADENA
G [ 2 B
Regidn Variable de Cadena

Ser
Gln
20

Ser
Leu
Gly
Lys
Met
100
Ala

Thr

Val
Glu
Gly
Gln
Val
165
Asn
Tyr

Phe

Arg
5
Val
Val
Ile
val
Gly
85
Gln
Arg

val

Ala
Gly
Ile
Trp
150
Val
Ile

Asn

Glu

val
Gln
Lys
Glu
Ile
70

Lys
Leu

Asn

Ser

Glu
Asp
Thr
135
Ile
Ile
Met
Cys

His
215

Constructo Sintético

Phe
Leu
Val
Trp
55

Asn
Ala
Ser

TEp

Ser
135

Artificial

Gly
Ile
120
Met
Asp
Asn
Lys
His

200
Phe

Ile
Gln
Ser
40

Val
Pro
Thr

Ser

Met
120

His
105
Gln
Gly
Ile
Pro
Cys
185
Ile

Ser

Lys
Lys
Cys
Thr
Asn
170
Arg

Gly

Gly

Pesada

Phe
Gln
2&

Cys
Lys
Gly
Leu
Leu

105
Asn

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
90

Thr

Phe

Ala
Asn
Trp
Asp
155
Phe
Ser

Gly

Leu

Leu
Gly
Ala
Arg
Gly
Ala
Ser

Asp

Ser
Tyr
Asp
140
val

Glu

Ser
Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp

Asp

Tyr

Phe
Glu
125
Met
Pro
val
Tyxr
Phe

205
Asn

Val
Glu
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

Trp
125

Cys
1:1.0
Cys
Tyr
Pro
Ala
Asp
1390

Ser

Asn

Thx
Leu
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Ser

110
Gly

Leu
Ala
Arg
Gly
Glu
175
Gly

Glu

Gln

Ala
15

Val
Ala
Gly
Tyr
Ser
95

Ala

Gln

Glu
Asn
His
Asp
160
Ser
His
Glu

Leu

Gly
Arg
Phe
Leu
Asn
80

Ser

Val

Gly

\Z2



<220>

<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 7
Met Arg Cys Leu Ala Glu Phe Leu

1
Gly

Val
Leu
Pro
65

Ser
Thr

Cys

Leu

Ala
Thr
Leu
50

Gly
Gly
Leu

Met

Glu
130

<210> 8

<211>
<21z2>
<213>

220>

<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 8

Gln
Ser
Leu
Gly
Lys
Met
Ala

Thr

Val
Val
Ile
Val
50

Gly
Glu

Arg

Val

CADENA
{1) ueee F1B2)
Regidén Variable de Cadena

Ile
Pro
50

His
Gln
Val
Arg
Gln

TS
Ile

116
PRT
Secuencia Artificial

Glu
35

Ile
Arg
Leu

Asn

Ser
115

Gly
20

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
100
His

Lys

CADENA
(1 )ww ¢ (116)
Regidén variable de cadena

Leu
Val
20

Trp
Asn
Ala
Ser
Trp

100
Ser

5
Asp

Glu
Asn
Pro
Asp
85

Ser

Leu

Val
5
Ser
Val
Bro

Thr

Ser
85
Met

Ile
Ser
Gly

Gln
70

Arg

Arg

Glu

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu

Asn

Constructo Sintético

Val

Val

Asn

55
Phe

Phe
Val

Tyr

Constructo sintético

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr

Arg

Phe

Met
Ser
40

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
120

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala

Ser

Asp

ligera

Gly
Thr
25

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

105
Tyr

Leu
10

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
90

Glu

Thr

pesada

Rla
Ser
25

Pro
Gly
Asp

Glu

Tyr
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

20
Trp

Leu
Ala
Cys
Tyr
Arg
73

Gly
Asp

Phe

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Gly

val
Ala
Arg
Trp
60

Met
Ser

Val

Gly

Lys
Ala
Gly
Tyr
60

Thr
Ala

Gln

Leu
Pro
Ser
45

Phe
Ser
Gly

Gly

Gly
125

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Gly

Trp
Ser
30

Ser
Leu
Asn
The
val

110
Gly

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr
110

Ile
15
Val

Lys
Gln
Leu
Ala
85

Tyr

Thr

Gly
15

Tyr
TEg
Lys
Ala
Phe

85
Thr

Pro
Ser
Ser
Arg
Ala
80

Phe

Tyr

Lys

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val



<210> ¢

<Z11> 112

€212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

€223> Constructo sintético

<220>

<221> CADENA

€222% (1) vw (112)

<223> Regidn variable de cadena

<400> 8

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro

1 5
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp
25 40

Pro Gln Phe Leu Ile Tyr Arg Met
50 59

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val

85
Leu Glu Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly
100

<210> 10

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> CADENA

€222% (Ll)wwo{11l6])

<223> Regidn variable de cadena

<400> 10

Gln Val Gln

1
Ser

Leu
Gly
Lys
65

Met

Ala

Val
Ile
Val
50

Gly
Glu

Arg

Lys
Glu
35

Ile
Arg

Leu

Asn

Leu
Val
20

Trp
Asn
Ala

Ser

Trp

Val
)
Ser
Val
Pro

Thr

Ser
85
Met

Gln
Cys
Lys
Gly
Leu
70

Leu

Asn

Ser
Lys
Gln
Ser
55

Thr

Arg

Phe

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala

Ser

Asp

ligera

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

pesada

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp

Glu

Tyr

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Trp

Leu
Lys
Gln
Leu
Asp
75

Tyr

The

Leu
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Ser

Gly

Ser
Ser
Lys
Ala
60

Phe

Tyr

Lys

Lys
Ala
Gly
Tyr
60

The

Ala

Gln

vVal
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Val

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Gly

Thr
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Met

Glu
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr

Pro
15

His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

Gly
15

Ty
Trp
Lys
Ala
Phe

95
Thr

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

His

Lys

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

vVal

25



Thr Val Ser
115

<210% 11
<211y 116
<212> PRT

100
Ser

<213> Secuencia Artificial

<Z220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> CADENA
<222> (l)...(1llé)
<223> Regidn variable de cadena

<400> 11

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Leu Ile Glu
35
Gly Val Ile
50
Lys Gly Arg
65
Met Glu Leu

Ala Arg Asn
Thr Val Ser

115

<210> 12
<211> 116
<212> PRT

Leu
Val
20

Trp
Asn
Ala
Ser
TEp

100
Ser

<213> Secuencia

<220>

Val Gln Ser
3]
Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Gly Ser
55
Thr Leu Thr
70
Ser Leu Arg
85
Met Asn Phe

Artificial

<223> Constructo sintético

<220>

<221> CADENA

22223 e ATLED
<223> Regidn variable de cadena

<400> 12

Gln Val Gln
il

Ser Val Lys

Leu Ile Glu
B35
Gly val Ile
50

Leu
Val
20

Trp

Asn

Val Gln Ser
5
Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Gly Ser
55

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala

Ser

Asp

Gly
Ala
Ala

40
Gly

105

pesada

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Glu

TYyr
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

S0
Trp

pesada

Ala
Ser
25

Pro

Gly

Glu
10

Gly
Gly

Thr

Val
Tyr
Gln
Asn
Sey
15

Thr

Gly

Val
Tyr
Gln

Asn

Lys
Ala
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

Gln

Lys L

Ala
Gly

Tyr
60

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Gly

Phe

Leu
45
Asn

110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Thr
110

Pro
Thr
30

Glu

Glu

Gly
15

Tyr
Trp
Lys
Ala
Phe

95
Thr

Gly
15

Tyr
Trp

Lys

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val

Ala
Tyr
Ile

Phe

|26



Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Asn Trp Met Asn Phe Asp
100
Thr Val Ser Ser
115

=2 3 1.3

g2l 1912

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<220>

<221> CRDENA

E2225 L) e $LL12Y

<223> Regidn variable de cadena

<400> 13
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro
1 )
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp
35 40
Pro Gln Phe Leu Ile Tyr Arg Met
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val
85
Leu Glu Tyr Prc Tyr Thr Phe Gly
100

<210> 14

<ITT> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<220>

<221> CADENA

€222> (1) (112]

<223> Regidn variable de cadena

<400> 14

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg

20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp

Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala
75

Tyr
80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90 a5

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

105 110

ligera

Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro
10 15

Ser Ser Lys Ser Leu Leu His

25 30

Phe Leu Gln Lys Pro Gly Gln

45
Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val
60
Gly Thr Ala Phe Thr Leu Lys
75

Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln
g0 25

Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile

105 110

ligera

Leu Ser Leu Ser Val Thr Prc Gly

10 s}

Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser

25 30

Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

His

Lys

(27



Pro
Asp
Ser

Leu

Gln
50
Arg

Arg

Glu

35
Phe

Phe
Val

Tyr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ile
Gly
Ala

85
Tyr

Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Arg
Gly
Asp

Phe

40
Met

Ser
Val

Gly

Ser
Gly
Gly

Gly
105

Asn
Thr
Val

90
Gly

Leu
Asp
75

Tyr

Thr

Ala
60

Phe
Tyr

Lys

45
Ser

Thr
Cys

Val

Gly
Leu
Met

Glu
110

val
Lys
Gln

85
Ile

Pro
Ile
80

His

Lys

128
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Esta respuesta en virtud del articulo 19 del PCT se presenta en respuesta al informe
de busqueda internacional (Formato PCT/ISA/220 y Formato PCT/ISA/210) que fue enviado el
10 de septiembre de 2012, en la solicitud antes identificada. El solicitante presenta a
continuacion reivindicaciones modificadas en hojas de reemplazo 71-77 y hoja de reemplazo 78
(Resumen original). Se establecio un periodo de dos meses para la respuesta. Se cree que no se

requiere el pago de ninguna tasa en relacion con esta presentacion.
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En las Reivindicaciones

Por favor reemplace las reivindicaciones 1-40 con la siguiente lista de reivindicaciones.

i; Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo sometido a tratamiento para
una enfermedad o condicion con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la unidn del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado de LOXL?2 indica la presencia o ausencia de la enfermedad o
condicion en el individuo la probabilidad de una respuesta a un tratamiento para una enfermedad

o condicion en el individuo.

2, Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene y esta sometido a un
tratamiento para una enfermedad o condicion con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa
(LOXL2); y

b) deteccion de la union del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera el LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel de LOXL2 detectado indica la probabilidad de un resultado, evento, o

criterio de valoracion de la enfermedad o condicion.
3 El método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en donde un nivel de LOXL2
detectado en el paso (b) que es menor que un nivel determinado en un primer momento en el

individuo indica la eficacia del tratamiento.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el nivel determinado en el primer

momento es un nivel de pre-tratamiento.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-26, en donde la muestra

liquida es sangre, una fraccion de sangre, orina, saliva, esputo, o lavado broncoalveolar.
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6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y 7-26, en donde el

anticuerpo especifico para LOXL2 comprende una etiqueta detectable.

& El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y 8-26, que ademas
comprende inmovilizar el LOXL2 presente en la muestra liquida sobre un soporte insoluble, en
donde la inmovilizacion es llevada a cabo mediante la puesta en contacto de la muestra liquida
con un segundo anticuerpo especifico para LOXL2 para formar un segundo complejo
anticuerpo-LOXL2, en donde el segundo anticuerpo esta inmovilizado sobre el soporte

insoluble.

L. El método de la reivindicacion 7, en donde la inmovilizacion es llevada a cabo

antes del paso (a).

9. Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2), en donde el anticuerpo es capaz de unirse a LOXL2 cuando el
LOXL2 esta unido a un agente que inhibe la actividad enzimatica de LOXL2; y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado de LOXL2 indica la presencia o ausencia de la enfermedad o
condicion en el individuo la probabilidad de un resultado, evento, o criterio de valoracién de la

enfermedad o condicion.

10.  El método de la reivindicaciéon 9, en donde el agente es un inhibidor

alostérico de la actividad enzimatica de LOXIL.2.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el inhibidor alostérico es un

anticuerpo monoclonal antiLOXL2.

12.  El método de la reivindicacion 11, en donde el anticuerpo monoclonal

antiLOXL2 se une a un epitope dentro de un dominio SRCR3-4 de LOXL2.
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13.  Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccion de la union del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida; y:

¢) comparar dicho nivel detectado con un valor control normal, en donde un nivel
detectado que es mayor que un valor control normal es indicativo de una probabilidad de que el
individuo responda a un tratamiento para una enfermedad o condicion; y

d) determinacién de una probabilidad de que el individuo responda al tratamiento para la

enfermedad o condicion.

14.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13 y 15-26, en donde la

enfermedad o condicion es una enfermedad fibrotica o cancer.

15. El método de la reivindicacién 14, en donde la enfermedad o condicion es una
enfermedad fibrotica y un nivel circulante de LOXL2 que es mayor que un normal nivel control
indica que el individuo probablemente tenga una respuesta con beneficio clinico a un tratamiento

para la enfermedad fibrética.

16. El método de la reivindicacion 14 o reivindicacion 15, en donde la
enfermedad o condicion es fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca,
o mielofibrosis, cirrosis, hepatitis viral cronica, virus de la hepatitis C (HCV) o virus de la

hepatitis B (HBV).

17 El método de la reivindicaciéon 16, en donde la enfermedad o condicion es

fibrosis idiopatica pulmonar (IPF).

18. El método de la reivindicacion 17, en donde el nivel detectado indica la

probabilidad de un resultado de enfermedad IPF, criterio de valoracion, o evento en el individuo.

19.  El método de la reivindicacion 18, en donde el resultado de enfermedad IPF,
criterio de valoracién, o evento es progresion de la enfermedad IPF, declive de la funcion
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pulmonar, hospitalizacién respiratoria, sobrevivencia libre de trasplante, muerte, o falta de

respuesta al tratamiento.

20. Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene IPF con un
anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado indica la probabilidad de progresion de la enfermedad IPF,
declive de la funcion pulmonar, hospitalizacion respiratoria, sobrevivencia libre de trasplante,

muerte, o falta de respuesta al tratamiento.

21.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en donde el método
ademas .comprcndc deteccion de una medida de Severidad de la enfermedad IPF o estado
funcional en el individuo, la medida es seleccionada a partir del grupo que consiste en porcentaje
de la capacidad vital forzada predicha (FVC), porcentaje de la capacidad de difusion de
monoxido de carbono predicha (DLco), distancia de caminata a los 6 minutos (6MWD), media
de la presion arterial pulmonar (mPAP), saturacion més baja de oxigeno en reposo (SpO2),
indice fisiolégico compuesto (CPI), Puntuacién del Cuestionario Respiratorio de St. George
(SGRQ), Puntaje del Indice de Transicion de Disnea (TDI), falta de respuesta al tratamiento, y

biomarcadores de la enfermedad IPF.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y 23-27, que ademas

comprende analizar el nivel de LOXL2 usando un modelo predictivo.

23 Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene una enfermedad o
condicion con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccién de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida, en donde el nivel detectado
indica la presencia o ausencia de la enfermedad o condicion en el individuo la probabilidad de
una respuesta a un tratamiento para una enfermedad o condicion en el individuo; y
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¢) alteracion o interrupcién del tratamiento para la enfermedad o condicion en el

individuo basado en el nivel detectado de LOXL2 en la muestra liquida.

24.  Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene una enfermedad o
condicion con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida: y

¢) sometimiento del individuo a una o mas pruebas diagnosticas adicionales.

23, El método de la reivindicacion 24, en donde la una o mas pruebas diagnosticas

adiciones es una prueba de funcién pulmonar o prueba de funcién hepética.

26.  Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida, en donde el nivel detectado
indica que el individuo tiene una enfermedad fibrdtica activa o un estado de enfermedad

fibrotica avanzado.

27. El método de la reivindicacién 26, en donde la enfermedad fibrotica activa es
fibrosis hepatica METAVIR F1 o F2, o el estado de enfermedad fibrética avanzado es fibrosis
hepatica METAVIR F4.

28.  Un dispositivo de ensayo para ser usado en la determinacion del nivel de un
polipéptido de oxidasa (LOXL2) en una muestra bioldgica liquida obtenida de un individuo, en
donde el dispositivo comprendé: una matriz que define un via de flujo axial, donde la matriz
comprende:

i) una zona de recepcion de la muestra en un extremo corriente arriba de la via de flujo

que recibe la muestra de fluido;

78

>



ii) una 0 mas zonas de prueba posicionadas dentro de la via de flujo y corriente debajo de
la zona de recepcion de la muestra, cada una de dicha una o mas zonas de prueba comprende un
Anticuerpo especifico para LOXL2, en donde el anticuerpo especifico para LOXL2 es capaz de
unirse a un Polipéptido LOXL2 presente en una muestra liquida para formar un complejo
anticuerpo anti LOXL2/LOXL2; y

iii) una o mas zonas de control posicionadas dentro de la via de flujo y corriente debajo

de la zona de recepcion de la muestra.

29, El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 28, en donde, cuando la una o mas
zona de prueba comprende al menos dos zonas de prueba, al menos una de la una 0 mas zonas

de control estad posicionada entre dos zonas de prueba.

30.  Eldispositivo de ensayo de la reivindicacion 29, en donde las al menos dos zonas
de prueba y la al menos una zona de control se encuentran posicionadas en un formato alternante
dentro de la via de flujo comenzando con una zona de prueba posicionada corriente arriba de

cualquier zona de control.

31.  Eldispositivo de ensayo de la reivindicacion 29 o 30, en donde el anticuerpo anti-
LOXL2 en una o mas de dichas una o mas zonas de prueba esta inmovilizado sobre la matriz en

la zona de prueba.

32.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-31, que ademas
comprende una zona de etiquetado, comprende un anticuerpo marcado especifico para un
anticuerpo especifico para LOXL2, en donde:

el anticuerpo marcado es capaz de unirse a un anticuerpo anti-LOXL2 presente en un
complejo anticuerpo anti LOXL2ILOXL2, para formar un anticuerpo anti-LOXL2 /LOXL2
marcado, v

el anticuerpo marcado se puede mover en presencia de la muestra liquida.

33.  Eldispositivo de ensayo de la reivindicacion 32, en donde el anticuerpo marcado

comprende un componente de etiqueta seleccionada a partir del grupo que consiste en a agente
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quimioluminiscente, una particula marcada, un agente colorimétrico, un agente de transferencia

de energia, una enzima, un agente fluorescente, y un radiois6topo.

34.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-33, en donde la
matriz esta posicionada dentro de una carcasa que comprende un soporte y opcionalmente una
tapa, en donde la carcasa contiene una apertura de aplicacion y una o mds puertos de

observacion.

35 El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 29-34, en donde el

dispositivo es una tira reactiva.

36.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 29-35, en donde el

dispositivo es un dispositivo de ensayo en forma de varilla.

37.  Un kit para la determinacién del nivel de un polipéptido de oxidasa (LOXL2) en
una muestra bioldgica obtenida de un individuo, en donde el kit comprende:
a) un primer anticuerpo especifico para LOXL2; y

b) a segundo anticuerpo especifico para LOXL2.

38.  El kit de la reivindicacién 37, que ademés comprende LOXL?2 purificado Para ser

usado en la generacion de una curva estandar.

39, El kit de la reivindicacion 37 o reivindicacion 38, en donde al menos uno de

dichos anticuerpos comprende una etiqueta detectable.

40.  El kit de la reivindicacion 39, en donde la etiqueta detectable comprende
un agente quimioluminiscente, una particula marcada, un agente colorimétrico, un agente de

transferencia de energia, una enzima, un agente fluorescente, y unradiois6topo.

41.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27, en donde el
contacto y la deteccion son llevados a cabo usando el dispositivo de ensayo de cualquiera de las

reivindicaciones 28-36 o el kit de la reivindicaciones 37-40.
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42.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, en donde el nivel

detectado de LOXL2 es mayor que aproximadamente 700 pg/mL.

43. El método de la reivindicacion 42, en donde el nivel detectado de LOXL2

es mayor que aproximadamente 800 pg/mL.

44.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, en donde el

nivel detectado de LOXL2 es mayor que aproximadamente 750 pg/mL.

45. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, que ademas
comprende la determinacion de que el nivel detectado de LOXL2 es mayor que un nivel umbral
de LOXL2, determinando de este modo la probabilidad de un resultado de enfermedad, criterio

de valoracion, o evento en el individuo.

46. El método de la reivindicacion 45, en donde la cantidad umbral es

aproximadamente 700, 750, o 800 pg/mL.

47.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16 o 22-25, en donde la
enfermedad o condicién es cirrosis biliar primaria (PBC) o colangitis esclerosante primaria

(PSC).
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Comentarios

Las reivindicaciones 1-19 y 21-41 corresponden a las reivindicaciones originalmente
presentadas 1-19 y 20-40, respectivamente. Las reivindicaciones 1 y 2 han sido enmendadas
para incorporar elementos de la reivindicacion dependiente original 3, con las enmiendas
correspondientes a la reivindicacion 3. Las reivindicaciones dependientes originales 9 13,22,
23,y 25 (ahora 9, 13, 23, 24, y 26) han sido re-escritas de una forma independiente,
incorporando elementos de la reivindicacién independiente original 1, con dependencia de las
reivindicaciones 5-7, 14, y 21 (ahora 22) actualizadas de forma apropiada. Se han agregado las
nuevas reivindicaciones 20 y 42-47. Las reivindicaciones han sido enumeradas de forma

apropiada.

Las enmiendas estan totalmente sustentadas en la especificacion tal como ha sido
presentada, incluyendo las reivindicaciones originales. Las nueva reivindicacion 20 esta
sustentada, por ejemplo, en las reivindicaciones originales 1 y 17-19. Las nuevas
reivindicaciones 42-46 estan sustentadas, por ejemplo, en los parrafos [0018] y [00148]. La
nueva reivindicacion 47 esta basada, por ejemplo, en los parrafos [00132], y [00176]. No se ha
agregado nueva materia. Las enmiendas no van mas alla de la descripcion tal como fue

presentada.

El solicitante respetuosamente solicita que las enmiendas adjuntas a las reivindicaciones

sean incorporadas.

Fecha: 09 de Noviembre de 2012 Respetuosamente presenta,

Por_/Amy A. Mills, Reg. No. 58,906/
Amy A. Mills, Reg. No. 58,906
MORRISON & FOERSTER LLP
12531 High Bluff Drive, Suite 100
San Diego, California 92130-2040
TEL: (858) 314-7521

FAX: (858) 720-5125

cc. US Patent & Trademark Office ISA/US
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REIVINDICACIONES

I Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo sometido a tratamiento para
una enfermedad o condicién con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la union del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado de LOXL2 indica la presencia o ausencia de la enfermedad o
condicion en el individuo la probabilidad de una respuesta a un tratamiento para una enfermedad

o condicién en el individuo.

2 Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene y estd sometido a
tratamiento para una enfermedad o condicién con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa
(LOXL2);y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera el LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel de LOXL2 detectado indica la probabilidad de un resultado, evento, o
criterio de valoracion de la enfermedad o condicion.

2 El método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en donde un nivel de LOXL2
detectado en el paso (b) que es menor que un nivel determinado en un primer momento en el

individuo indica la eficacia del tratamiento.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el nivel determinado en el primer

momento es un nivel de pre-tratamiento.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 6-26, en donde la muestra

liquida es sangre, una fraccién de sangre, orina, saliva, esputo, o lavado broncoalveolar.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y 7-26, en donde el
anticuerpo especifico para LOXL2 comprende una etiqueta detectable.
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e El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y 8-26, que ademas
comprende inmovilizar el LOXL2 presente en la muestra liquida sobre un soporte insoluble, en
donde la inmovilizacion es llevada a cabo mediante la puesta en contacto de la muestra liquida
con un segundo anticuerpo especifico para LOXL2 para formar un segundo complejo
anticuerpo-LOXL2, en donde el segundo anticuerpo esta inmovilizado sobre el soporte

insoluble.

8. El método de la reivindicacion 7. en donde la inmovilizacion es llevada a cabo

antes del paso (a).

9. Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2), en donde el anticuerpo es capaz de unirse a LOXL2 cuando el
LLOXL2 esta unido a un agente que inhibe la actividad enzimatica del LOXL2; y

b) deteccion de la union del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado de LOXL2 indica la presencia o ausencia de la enfermedad o
condicion en el individuo la probabilidad de un resultado, evento, o criterio de valoracion de la

enfermedad o condicion.

10.  El método de la reivindicacion 9, en donde el agente es un inhibidor

alostérico de La actividad enzimatica de LOXL2.

5 8 El método de la reivindicacion 10, en donde el inhibidor alostérico es un

anticuerpo monoclonal antiLOXL2.

12.  El método de la reivindicacién 11, en donde el anticuerpo monoclonal anti

LOXI.2 se une a un epitope dentro de un dominio SRCR3-4 de LOXL2.

-~

13.  Un método que comprende:
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a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccion de la union del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida; y:

¢) comparar dicho nivel detectado con un valor control normal, en donde a nivel
detectado que es mayor que un valor control normal es indicativo de una probabilidad de que el
individuo responda a un tratamiento para una enfermedad o condicion: y

d) determinacion de una probabilidad de que el individuo responda al tratamiento para la

enfermedad o condicion.

14.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13 y 15-26, en donde la

enfermedad o condicion es una enfermedad fibrotica o cancer.

15; El método de la reivindicacion 14, en donde la enfermedad o condicion es una
enfermedad fibrética y un nivel circulante de LOXL2 que es mayor que un normal nivel control
indica que el individuo probablemente tenga una respuesta con beneficio clinico a un tratamiento

para la enfermedad fibrotica.

16. El método de la reivindicacion 14 o reivindicacion 15, en donde la
enfermedad o condicion es fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca,
o mielofibrosis, cirrhosis, hepatitis viral crénica, hepatitis C virus (HCV) o hepatitis B virus
(HBV).

17, El método de la reivindicacion 16, en donde la enfermedad o condicion es

fibrosis pulmonar idiopatica (IPF).

18. El método de la reivindicacion 17, en donde el nivel detectado indica la

probabilidad de un resultado de enfermedad IPF, criterio de valoracién, o evento en el individuo.

19. El método de la reivindicacion 18, en donde el resultado de enfermedad IPF,

criterio de valoracion, o evento es progresion de la enfermedad IPF, declive de la funcion
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pulmonar, hospitalizacion respiratoria, sobrevivencia libre de trasplante, muerte, o falta de

respuesta al tratamiento.

20.  Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene IPF con un
anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida,

en donde el nivel detectado indica la probabilidad de progresion de la enfermedad IPF,
declive de la funcién pulmonar, hospitalizacion respiratoria, sobrevivencia libre de trasplante,

muerte, o falta de respuesta al tratamiento.

21.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en donde el método
ademas comprende deteccion de una medida de Severidad de la enfermedad IPF o estado
funcional en el individuo, la medida es seleccionada a partir del grupo que consiste en porcentaje
de la capacidad vital forzada predicha (FVC), porcentaje de la capacidad de difusion de
monéxido de carbono predicha (DLco)., distancia de caminata a los 6 minutos ((MWD), media
de la presion arterial pulmonar (mPAP), saturacion mas baja de oxigeno en reposo (SpO2),
indice fisiologico compuesto (CPI), Puntuacion del Cuestionario Respiratorio de St. George
(SGRQ), Puntaje del indice de Transicion de Disnea (TDI) score, falta de respuesta al

tratamiento, y biomarcadores de la enfermedad IPF.

22.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21 y 23-27, que ademas

comprende analizar el nivel de LOXL2 usando un modelo predictivo.

23 Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene una enfermedad o
condicion con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida, en donde el nivel detectado
indica la presencia o ausencia de la enfermedad o condicién en el individuo la probabilidad de
una respuesta a un tratamiento para una enfermedad o condicion en el individuo; y

78

20



¢) alteracion o interrupcion del tratamiento para la enfermedad o condicion en el

individuo basado en el nivel detectado de LOXL2 en la muestra liquida.

24, Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo que tiene una enfermedad o
condicioén con un anticuerpo especifico para lisil oxidasa (LOXL2);

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida; y

¢) sometimiento del individuo a una o més pruebas diagnosticas adicionales.

25.  El método de la reivindicacion 24, en donde la una o mas pruebas diagnosticas

adiciones es una prueba de funcioén pulmonar o prueba de funcion hepatica.

26. Un método que comprende:

a) contactar una muestra liquida obtenida de un individuo con un anticuerpo especifico
para lisil oxidasa (LOXL2); y

b) deteccion de la unién del anticuerpo con el LOXL2 presente en la muestra liquida,
detectando de esta manera un nivel de LOXL2 en la muestra liquida, en donde el nivel
detectado indica que el individuo tiene una enfermedad fibrética activa o un estado de

enfermedad fibrética avanzado.

27 El método de la reivindicacion 26, en donde la enfermedad fibrdtica activa es
METAVIR F1 o F2 fibrosis hepatica, o el estado de enfermedad fibrotica avanzado es
METAVIR F4 fibrosis hepética.

28.  Un dispositivo de ensayo para ser usado en determinacion del nivel de un
polipéptido de oxidasa (LOXL2) in a muestra biologica liquida obtenida de un individuo, en
donde el dispositivo comprende: una matriz que define una via de flujo axial, donde la matriz
comprende:

i) a zona de recepcion de la muestra en un extremo corriente arriba de la via de flujo que

recibe la muestra de fluido;
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ii) una 0 mas zonas de prueba posicionadas dentro de la via de flujo y corriente abajo
desde la zona de recepcion de la muestra, cada una de dicha una o mas zonas de prueba
comprende un anticuerpo especifico para LOXL2, en donde el anticuerpo especifico para
LOXL2 es capaz de unirse a un polipéptido LOXL2 presente en una muestra liquida para formar
un complejo anticuerpo anti LOXL2/LOXL2; y

iii) una 0 mas zonas de control posicionadas dentro de la via de flujo y corriente abajo

desde la zona de recepcidn de la muestra.

29.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 28, en donde, cuando la una o mas
zona de prueba comprende al menos dos zonas de prueba, al menos una de la una o mas zonas

de control esta posicionada entre dos zonas de prueba.

30.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 29, en donde las al menos dos zonas
de prueba y al menos una zona de control se encuentran posicionadas en un formato alternante
dentro de la via de flujo comenzando con una zona de prueba posicionada corriente arriba de

cualquier zona de control.

31.  Eldispositivo de ensayo de la reivindicacion 29 o 30, en donde el anticuerpo anti-
LOXL2 en una o mas de dichas una o mas zonas de prueba esta inmovilizado sobre la matriz en

la zona de prueba.

32.  Eldispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-31, que ademas
comprende una zona de etiquetado, comprende un anticuerpo marcado especifico para un
anticuerpo especifico para LOXL2, en donde:

el anticuerpo marcado es capaz de unirse a un anticuerpo anti-LOXL2 presente en un
complejo anticuerpo anti LOXL2/LOXL2, para formar un anticuerpo anti-LOXL2 /LOXL2
marcado, y

el anticuerpo marcado se puede mover en presencia de la muestra liquida.

33.  El dispositivo de ensayo de la reivindicacion 32, en donde el anticuerpo marcado

comprende un componente de etiqueta es seleccionada a partir del grupo que consiste en a
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agente quimioluminiscente, una particula marcada, un agente colorimétrico, un agente de

transferencia de energia, una enzima, un agente fluorescente, y un radioisétopo.

34.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 28-33, en donde la
matriz estd posicionada dentro de una carcasa que comprende un soporte y opcionalmente una
tapa, en donde la carcasa contiene una apertura de aplicacion y una o mas puertos de

observacion.

39, El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 29-34, en donde el

dispositivo es una tira reactiva.

36.  El dispositivo de ensayo de cualquiera de las reivindicaciones 29-35, en donde el

dispositivo es un dispositivo de ensayo en forma de varilla.

37. A kit para la determinacion del nivel de un polipéptido de oxidasa (LOXL2) en
una muestra biologica obtenida de un individuo, el kit comprende:
a) un primer anticuerpo especifico para LOXL2; y

b) a segundo anticuerpo especifico para LOXL2.

38.  El kit de la reivindicacion 37, que ademés comprende LOXL2 purificado para ser

usado en la generacion de una curva estandar.

39. El kit de la reivindicacion 37 o reivindicacion 38, en donde al menos uno de

dichos anticuerpos comprende una etiqueta detectable.

40. El kit de la reivindicacion 39, en donde la etiqueta detectable comprende
un agente quimioluminiscente, una particula marcada, un agente colorimétrico, un agente de

transferencia de energia, una enzima, un agente fluorescente, y un radioisotopo.

41.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27, en donde el
contacto y la deteccion son llevados a cabo usando el dispositivo de ensayo de cualquiera de las
reivindicaciones 28-36 o el kit de la reivindicaciones 37-40.
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42.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, en donde el nivel

detectado de LOXL2 es mayor que aproximadamente 700 pg/mL.

43. El método de la reivindicacion 42. en donde el nivel detectado de LOXL2

es mayor que aproximadamente 800 pg/mL.

44, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, en donde el

nivel detectado de LOXL2 es mayor que aproximadamente 750 pg/mL.

45.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-27 y 41, que ademas
comprende determinacion del nivel detectado de LOXL2 es mayor que un nivel umbral de
LOXL?2, determinando de este modo la probabilidad de un resultado de enfermedad, criterio de

valoracion. o evento en el individuo.

46. El método de la reivindicacion 45, en donde la cantidad umbral es

aproximadamente 700, 750, o 800 pg/mL.

47.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16 0 22-25, en donde la
enfermedad o condicion es cirrosis biliar primaria (PBC) o colangitis esclerosante primaria
(PSC).
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RESUMEN

La presente descripcién proporciona un ensayo para detectar y/o cuantificar polipéptidos
circulantes de lisil oxidasa (LOXL2)en un individuo. El ensayo es ttil en aplicaciones de

diagnostico y prognosis, los cuales también son suministrados.
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