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DESCRIPCION
1L1RL-1 como un marcador de enfermedades cardiovasculares

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a procedimientos y a composiciones para el diagnéstico de afecciones
cardiovasculares, mas especificamente, la invencion se refiere a moléculas aisladas que pueden usarse para
predecir el resultado de afecciones cardiovasculares, incluyendo infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca.

Antecedentes de la invencién

A pesar de los avances significativos en terapia, las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la Unica causa
mas comun de morbilidad y mortalidad en el mundo desarrollado. Por tanto, la prevencion y terapia de afecciones
cardiovasculares, tales como infarto de miocardio e ictus, es un area de gran importancia sanitaria publica.
Actualmente, se han descrito diversos factores de riesgo para futuros trastornos cardiovasculares y se usan
ampliamente en el ambito clinico para la deteccion de sujetos de alto riesgo. Dichos ensayos de exploracion incluyen
evaluaciones de los niveles de colesterol total y HDL. Sin embargo, aparentemente en sujetos con perfiles de riesgo
de bajos a moderados, se produce una gran cantidad de trastornos cardiovasculares y la capacidad para identificar a
dichos pacientes es limitada. Ademas, cada vez mas datos sugieren que los efectos beneficiosos de determinados
tratamientos preventivos y terapéuticos para pacientes en riesgo de, o que se sabe que padecen, afecciones
cardiovasculares, difieren en magnitud entre diferentes grupos de pacientes. Sin embargo, actualmente, no existen
ensayos de diagnoéstico que describan datos para determinar si puede esperarse que algunas terapias sean mas o
menos eficaces.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona procedimientos para el diagnéstico de afecciones cardiovasculares. Se identificd
un gen regulado positivamente en células cardiacas cuando las células se sometian a deformacion inducida
mecanicamente. Esta molécula de acido nucleico codifica al Receptor de Interleucina 1 de Tipo | (IL1RL-1, también
conocido como T1/ST2, ST2 y Fit-1, SEC ID Nos: 1y 2 para la forma soluble y SEC ID Nos: 3 y 4 para la forma de
membrana). En lo sucesivo, en el presente documento, los términos IL1RL-1, T1/ST2, ST2 y Fit-1, se usaran
indistintamente a lo largo de la memoria descriptiva.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un procedimiento para predecir el desenlace de una afeccion
cardiovascular.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un procedimiento in vitro para predecir el riesgo de mortalidad y/o de
una nueva insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) o un empeoramiento de ICC para un sujeto con una afeccion
cardiovascular seleccionada del grupo que consiste en ICC e infarto de miocardio (IM), comprendiendo el
procedimiento:

la obtencion de un nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra biolégica que comprende suero del
sujeto; y

la comparacion de dicho nivel de proteina IL1RL-1 soluble con un valor predeterminado especifico para la
afeccion cardiovascular;

en el que un nivel elevado de proteina IL1RL-1 soluble comparado con el valor predeterminado es indicador de un
riesgo aumentado de mortalidad a los 30 dias y/o de una nueva ICC o de un empeoramiento de ICC a los 30 dias y
la proteina IL1RL-1 soluble es un producto de expresién de una secuencia de acido nucleico tal como se expone en
la SEC ID N°: 1.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un procedimiento in vitro para predecir el riesgo de mortalidad y/o
de una nueva insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) o un empeoramiento de ICC para un sujeto con una afeccién
cardiovascular seleccionada del grupo que consiste en ICC e infarto de miocardio (IM), comprendiendo el
procedimiento:

la obtencion de un primer nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra que comprende suero de un
sujeto;

la obtencion de un segundo nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra posterior que comprende
suero del mismo sujeto; y

la comparacion del cambio en el nivel de la proteina IL1RL-1 con respecto a un valor predeterminado
especifico para la afeccion cardiovascular, en el que un cambio en el nivel de la proteina IL1RL-1 que
supere el valor predeterminado es indicador de un riesgo aumentado de mortalidad a los 30 dias y/o de una
nueva ICC o de un empeoramiento de ICC a los 30 dias.
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Las caracteristicas y realizaciones preferidas de la presente invencion se describen en las reivindicaciones
dependientes adjuntas (reivindicaciones 2-8 y 10-23).

En algunas realizaciones, el valor especifico predeterminado para el desenlace predictivo de una afeccion
cardiovascular es una pluralidad de intervalos de nivel marcador predeterminado y dicha etapa de comparacion
comprende determinar en cual de estos intervalos de nivel marcador predeterminado se incluye el nivel de dicho
sujeto. La afeccién cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en infarto de miocardio e insuficiencia
cardiaca congestiva.

Estos y otros objetos de la presente invencion se describiran con mas detalle junto con la descripcion detallada de la
presente invencion.

Breve descripcion de las secuencias

La SEC ID N°: 1 es la secuencia de nucleétidos del ADNc del IL1RL1 humano (Soluble).

La SEC ID N°: 2 es la supuesta secuencia de aminoacidos del producto de traduccién del ADNc del IL1RL1 humano
(Soluble) (SEC ID N°: 1).

La SEC ID N°: 3 es la secuencia de nucleétidos del ADNc del IL1RL1 humano (Membrana).

La SEC ID N°: 4 es la supuesta secuencia de aminoacidos del producto de traduccion del ADNc del IL1RL1 humano
(Membrana) (SEC ID N°: 3).

La SEC ID N°: 5 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de Fit-1S de rata.

La SEC ID N°: 6 es la supuesta secuencia de aminoacidos del producto de traduccion del ADNc de Fit-1S de rata
(SEC ID Ne: 5).

La SEC ID N°: 7 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de Fit-1M de rata.

La SEC ID N°: 8 es la supuesta secuencia de aminoacidos del producto de traduccién del ADNc de Fit-1M de rata
(SEC ID N°: 7).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de una tension mecanica
ciclica al 8% sobre la expresion de Fit-1 en miocitos cardiacos cultivados a lo largo del tiempo.

La Figura 2 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de una tension mecanica
ciclica al 8%, el bloqueo de receptores de angiotensina, angiotensina Il, IL-1b y forbol éster, sobre la
expresion de IL1RL-1 en miocitos cardiacos cultivados a lo largo del tiempo.

La Figura 3 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de una tensién mecanica
ciclica al 8%, peroxido de hidrogeno y TIRON sobre la expresién de IL1RL-1 en miocitos cardiacos
cultivados a lo largo del tiempo.

La Figura 4 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de actinomicina D y
ciclohexamina sobre la induccion de la expresion de IL1RL-1 durante una tensién mecanica ciclica al 8% en
miocitos cardiacos a lo largo del tiempo.

La Figura 5 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de una tensién mecanica
ciclica al 8% en solitario y en combinacién con IL-1b y forbol éster en ausencia de tension, sobre la
expresion de IL1RL-1 en miocitos cardiacos cultivados a lo largo del tiempo.

La Figura 6 representa, mediante una Transferencia de Northern, los efectos de una tensién mecanica
ciclica al 8% sobre la expresion de ATPasa vacuolar en miocitos cardiacos cultivados a lo largo del tiempo.

La Figura 7 representa un kit para realizar los aspectos de la presente invencion.

La Figura 8 representa la evolucion precoz (a la izquierda) y tardia (a la derecha) de la induccion del ARNm
de T2/ST2 mediante tensidon mecanica en miocitos cardiacos. La induccién maxima que se produce a las 3
horas, se mantiene durante 9 horas y disminuye a las 15 horas. En los paneles superiores se indica el ARN
de T1/ST2; en los paneles inferiores, BrEt, bromuro de etidio. Sin ten, sin tensién.

La Figura 9 representa la induccion del ARNm de T1/ST2 por tension mecanica (al 8%), interleucina-1 (10
ng/ml) y forbol éster (PMA, 200 nM) en 1 y 3 horas. PMA>tension>IL-1. Panel superior, ARNm de T1/ST2,
panel inferior, bromuro de etidio.

La Figura 10 muestra que T1/ST2 puede ser un gen inducido por la activaciéon de NF-kB durante la
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sefalizacion del receptor IL-1/IL en miocitos cardiacos. ARNm de T1/ST2 inducido por IL-1 y por tension en
presencia de infeccion con adenovirus de control (a la izquierda). Con infeccion de adenovirus 1B (a la
derecha), que disminuye la actividad de unidon de ADN a NF-«B, se bloqueé la induccién de T1/ST2 por IL-
1. La induccion de T1/ST2 por tension se bloqued parcialmente por infeccion de adenovirus IkB lo que
sugiere ofra ruta para la induccion de T1/ST2 por tension. Panel superior, ARNm de T1/ST2; panel inferior,
bromuro de etidio.

La Figura 11 muestra, mediante inmunohistoquimica, expresion de la proteina T1/ST2 después de infarto
de miocardio en ratones, 1 dia pero no 3 dias después del infarto. Aumento 40X.

La Figura 12 muestra de forma grafica, niveles de proteina ST2 en la circulacién sistémica de pacientes
humanos después de infarto de miocardio; a. la proteina ST2 aumenté significativamente el dia 1 del infarto
de miocardio en comparacion con el dia 14 y el dia 90; b. Analisis de regresién lineal que demuestra una
relacion significativa positiva (p<0,001) entre la proteina ST2 circulante y la creatina quinasa 1 dia después
del infarto de miocardio. Log ST2=0,454(log CK)-1,07; c. Analisis cuartil de los niveles de proteina ST2
circulante el dia 1 después de infarto de miocardio y fraccion de expulsion. La baja fracciéon de expulsion se
asocia con altos niveles de proteina ST2.

La Figura 13 muestra que niveles basales elevados de ST2 eran indicadores de mayor mortalidad durante
los 30 dias del seguimiento (rango logaritmico p = 0,0009).

Descripcion detallada de la invencién

La invencién conlleva el descubrimiento de diversos genes regulados positivamente en células cardiacas cuando las
células se someten a una deformacion por tensién inducida mecanicamente.

“Regulacioén positiva”, como se usa en el presente documento se refiere a un aumento de la expresiéon de un gen y/o
de su polipéptido codificado. “Aumento de expresion” se refiere al aumento (es decir, a un grado detectable) de la
replicacion, transcripcion y/o traduccion de cualquiera de los acidos nucleicos desvelados (IL1RL-1, SEC ID Nos: 1,
3), ya que la regulacion positiva de cualquiera de estos procesos da como resultado un aumento de
concentracién/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico). Por el contrario, “regulacion negativa” o
“disminucién de expresién”, como se usa en el presente documento, se refiere a la disminucién de la expresion de
un gen y/o su polipéptido codificado. La regulacion positiva o la regulacién negativa de un gen de expresion puede
determinarse directamente detectando un aumento o una disminucion, respectivamente, en el nivel del ARNm para
el gen, o en el nivel de expresion de la proteina del polipéptido codificado por el gen, usando cualquiera de los
medios adecuados conocidos en la materia, tales como hibridacion de acidos nucleicos o procedimientos de
deteccidn de anticuerpos, respectivamente y comparando con controles.

Una “célula cardiaca”, como se usa en el presente documento, se refiere a un cardiomiocito.
Una “molécula”, como se usa en el presente documento, abarca “acidos nucleicos” y “polipéptidos”.

“Expresion”, como se usa en el presente documento, se refiere a la expresion de un acido nucleico y/o un
polipéptido.

Como se usa en el presente documento, un “sujeto” es un mamifero o un mamifero no humano. En todas las
realizaciones se prefieren acidos nucleicos, polipéptidos y sujetos humanos. Se piensa que los resultados obtenidos
usando las moléculas de seres humanos y de rata, descritas en cualquier parte del presente documento, son
predictivos de los resultados que pueden obtenerse usando otras secuencias homadlogas.

En general, homologos y alelos compartiran tipicamente al menos una identidad de nucledtidos del 80% y/o al
menos una identidad de aminoacidos del 85% con respecto a las secuencias humanas caracterizadas de la
invencion. En otros casos, homdlogos y alelos compartiran tipicamente al menos una identidad del 90%, 95% o
incluso 99% de nucleétidos y/o al menos una identidad del 95%, 98% o incluso 99% de aminoacidos con respecto a
las secuencias humanas caracterizadas, respectivamente. La homologia puede calcularse usando diversas
herramientas informaticas disponibles al publico, desarrolladas por NCBI (Bethesda, Maryland). Las herramientas
ejemplares incluyen el algoritmo heuristico de Altschul SF, y col., (J Mol Biol, 1990, 215: 403-410), conocido también
como BLAST. Pueden obtenerse alineamientos por parejas y ClustalW (establecimiento matricial BLOSUM30) asi
como analisis hidropaticos Kyte-Doolittle usando herramientas publicas (EMBL, Heidelberg, Alemania) y comerciales
(por ejemplo, el programa informatico de analisis de secuencias MacVector de Oxford Molecular Group/Genetics
Computer Group, Madison, WI, Accelrys, Inc., San Diego, CA). La invencion también abarca complementos de
Watson-Crick de los acidos nucleicos anteriores.

En la exploracién de genes relacionados, tales como homodlogos y alelos de las secuencias descritas en cualquier
parte en el presente documento, puede realizarse una transferencia de Southern usando condiciones rigurosas,
junto con una sonda. La expresion “condiciones rigurosas”, como se usa en el presente documento, se refiere a
parametros conocidos en la materia. Con acidos nucleicos, se dice que las condiciones de hibridacion son rigurosas
tipicamente en condiciones de baja fuerza idnica y con una temperatura exactamente por debajo de la temperatura
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de fusion (Tf) del complejo hibrido de ADN (tipicamente, aproximadamente 3 °C por debajo de la Tf del hibrido). Una
mayor rigurosidad constituye una correlacion mas especifica entre la secuencia de la sonda y la diana. Las
condiciones rigurosas usadas en la hibridaciéon de acidos nucleicos se conocen bien en la técnica y pueden
encontrarse en las referencias que recopilan dichos procedimientos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, J. Sambrook, y col., eds., Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel, y col., eds., John Wiley & Sons, Inc.,
New York. Un ejemplo de “condiciones muy rigurosas” es la hibridacion a 65 °C en 6 x SSC. Otro ejemplo de
condiciones muy rigurosas es la hibridacion a 65 °C en tampodn de hibridacién que consiste en 3,5 x SSC, Ficoll al
0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, Albumina de Suero Bovino al 0,02%, NaH2PO4 2,5 mM [pH7], SDS al 0,5%,
EDTA 2 mM. (SSC es cloruro de sodio 0,015 M/citrato de sodio 0,15 M, pH 7; SDS es dodecil sulfato de sodio; y
EDTA es acido etilendiaminotetraacético). Después de la hibridacion, la membrana sobre la cual se transfiere el
ADN, se lava 2 x SSC a temperatura ambiente y después 0,1 x SSC / 0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68 °C. En
un ejemplo adicional, una alternativa al uso de una solucién de hibridacion acuosa es el uso de una solucién de
hibridacion con formamida. Por tanto, pueden conseguirse condiciones de hibridacion rigurosas usando, por
ejemplo, una solucion de formamida al 50% y una temperatura de 42 °C. Podrian usarse otras condiciones, reactivos
y etcétera y se obtendria un grado similar de rigurosidad. El experto en la materia conocera dichas condiciones y por
tanto no se proporcionan en el presente documento. Sin embargo, se entendera, que el experto en la materia podra
manejar las condiciones para permitir identificar claramente homélogos y alelos de acidos nucleicos de IL1RL-1 de la
invencion. El experto en la materia también conoce la metodologia para explorar células y bibliotecas para
determinar la expresion de dichas moléculas que después se aislan rutinariamente, seguido del aislamiento y
secuenciacion de la molécula de acido nucleico en cuestion.

A partir de los conocimientos del presente documento de clones de ADNc de rata y de seres humanos de longitud
completa, pueden aislarse otras secuencias de mamiferos (ratén, bovinos, etc) tales como los ADNc
correspondientes a los acidos nucleicos de rata y de ser humano relacionados, a partir de genotecas de ADNc
usando técnicas de hibridacion de colonias convencionales o pueden identificarse usando una busqueda de
homologia, por ejemplo, en GenBank usando cualquiera de los algoritmos descritos en cualquier parte del presente
documento o conocidos en la materia. Por ejemplo, con las secuencias de rata homoélogas de la invencién, en todos
los aspectos de la invencidn, sin alejarse de la esencia de la invencion, pueden usarse indistintamente secuencias
con los nimeros de referencia GenBank Y07519.1 y D13695.1 para los homoélogos de IL1RL-1 de ratén.

Como se usa en el presente documento, con respecto a los acidos nucleicos, la expresion “aislado” significa: (i)
amplificado in vitro, por ejemplo, por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); (ii) producido de manera
recombinante por clonacion; (iii) purificado, como por escision y separacién en gel; o (iv) sintetizado, por ejemplo,
por sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es uno que se maneja facilmente por técnicas de ADN recombinante
bien conocidas en la materia. Por tanto, se considera aislada, una secuencia de nucledtidos contenida en un vector
en la que se conocen los sitios de restriccion 5’ y 3’ o para los que se han desvelado las secuencias cebadoras de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) pero no lo es una secuencia de acidos nucleicos existente en su estado
natural en su huésped natural. Un acido nucleico aislado puede purificarse sustancialmente, pero no
necesariamente. Por ejemplo, un 4cido nucleico que esta aislado dentro de un vector de expresion o de clonacién no
es puro ya puede comprender solamente un pequefio porcentaje del material en la célula en la cual reside. Sin
embargo, como se usa el término en el presente documento, dicho acido nucleico esta aislado porque, mediante
técnicas convencionales conocidas por los expertos habituales en la materia, se maneja facilmente.

La expresion de cualquiera de los acidos nucleicos de IL1RL-1 anteriores de la presente invencion, incluyendo
fragmentos Unicos de los anteriores, puede determinarse usando diferentes metodologias. Un “fragmento Unico”,
como se usa en el presente documento, con respecto a un acido nucleico, es uno que es una "firma" para el acido
nucleico mas largo. Por ejemplo, el fragmento Unico es suficientemente largo como para garantizar que su secuencia
exacta no se encuentre en moléculas dentro del genoma humano fuera de la secuencia para cada acido nucleico
definido anteriormente. Los expertos habituales en la materia pueden aplicar no mas que los procedimientos
rutinarios para determinar si un fragmento es Unico dentro del genoma humano. Sin embargo, los fragmentos Unicos,
excluyen fragmentos completamente compuestos por secuencias de nucleétidos previamente publicadas como dato
de presentacion de esta solicitud.

Para identificar dichos acidos nucleicos, pueden usarse fragmentos Unicos como sondas en ensayos de
transferencia Southern y Northern o pueden usarse en ensayos de amplificacion tales como los que emplean PCR.
Como saben los expertos en la materia, para determinados usos, tales como transferencia Southern y Northern, se
prefieren sondas grandes tales como de 200, 250, 300 o mas nucledtidos mientras que se preferiran fragmentos
mas pequefios para otros usos tales como PCR. También pueden usarse fragmentos Unicos para producir proteinas
de fusion para la generaciéon de anticuerpos o para la determinacion de la unién de los fragmentos polipeptidicos o
para la generacién de componentes de inmunoensayo. Del mismo modo, los fragmentos Unicos pueden emplearse
para producir fragmentos no fusionados, por ejemplo, de los polipéptidos de IL1RL-1, utiles, por ejemplo, en la
preparacion de anticuerpos, inmunoensayos o aplicaciones terapéuticas. Adicionalmente, los fragmentos uUnicos
pueden usarse como moléculas antisentido para inhibir, respectivamente, la expresion de los acidos nucleicos y
polipéptidos anteriores.

Como reconoceran los expertos en la materia, el tamafio del fragmento Unico dependera de su conservacion en el
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codigo genético. Por tanto, algunas regiones de las SEC ID Nos: 1 y 3 y complementos necesitaran segmentos mas
largos para ser unicos mientras que otros necesitaran solamente segmentos cortos, tipicamente entre 12 y 32
nucleostidos de longitud (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31y 32
bases) o mas, hasta la longitud completa de cada una de las secuencias desveladas. Como se ha mencionado
anteriormente, la presente divulgacion pretende abarcar cada uno y todos los fragmentos de cada secuencia,
comenzando desde el primer nucleétido, el segundo nucledtido y asi sucesivamente, hasta 8 nucleétidos cortos del
final y acabar en cualquier lado a partir del nucleétido numero 8, 9,10 y asi sucesivamente para cada secuencia,
hasta el nucledtido mas alejado (siempre que la secuencia sea Unica como se ha descrito anteriormente). Por
ejemplo, sera Unico, practicamente cualquier segmento de la regiéon de la SEC ID N° 1 que comience en el
nucleodtido 1 y que acabe en el nucleétido 1357 o de la SEC ID N°: 3 que comience en el nucleétido 1 y acabe en el
nucledtido 2058, o sus complementos, es decir 20 o mas nucledtidos de longitud. Los expertos en la materia
conoceran bien procedimientos para seleccionar dichas secuencias, tipicamente en base a la capacidad del
fragmento Unico para distinguir selectivamente la secuencia de interés de otras secuencias en el genoma humano
del fragmento con las de las bases de datos conocidas tipicamente es todo lo que se necesita, aunque puede
realizarse hibridacion confirmativa in vitro y andlisis de secuenciacion.

Se desvelan vectores de expresion que codifican proteinas codificadas por los acidos nucleicos correspondientes a
las SEC ID Nos: 1 y/o 3, fragmentos y variantes de los mismos y células hospedadoras que contienen estos vectores
de expresién. Practicamente cualquier célula, procariota o eucariota, que pueda transformarse con ADN o ARN
heterélogo y que pueda cultivarse o mantenerse en cultivo, puede usarse en la realizacién practica de la invencion.
Los ejemplos incluyen células bacterianas tales como Escherichia coli y células de mamiferos tales como de ratén,
hamster, cerdo, cabra, primate, etc. Estas pueden ser de una amplia diversidad de tipos de tejidos incluyendo
mastocitos, fibroblastos, oocitos y linfocitos y pueden ser células primarias o lineas celulares. Los ejemplos
especificos incluyen células CHO y células COS. En lugar de células, también pueden usarse sistemas de
transcripcion acelulares.

Como se usa en el presente documento, un “vector” puede ser cualquiera de una serie de acidos nucleicos en los
que puede insertarse una secuencia deseada por restriccion y ligamiento, para el transporte entre diferentes
entornos genéticos o para la expresion en una célula hospedadora. Los vectores estan tipicamente compuestos de
ADN aunque también se encuentran disponibles vectores de ARN. Los vectores incluyen, pero sin limitacion,
genomas de plasmidos, fagémidos y virales. Un vector de clonacién es uno que es capaz de replicarse en una célula
huésped, y que ademas se caracteriza por uno o mas sitios de restriccion endonucleasa en los cuales puede
cortarse el vector de una manera determinada y en el cual puede ligarse una secuencia de ADN deseada de manera
que el nuevo vector recombinante conserve su capacidad para replicarse en la célula huésped. En el caso de
plasmidos, la replicacion de la secuencia deseada puede producirse muchas veces a medida que el plasmido
aumenta en numero de copias dentro de la bacteria huésped o exactamente una sola vez por huésped antes de que
el huésped se reproduzca por mitosis. En el caso de fagos, la reproduccion puede producirse de manera activa
durante una fase litica 0 de manera pasiva durante una fase lisogénica. Un vector de expresion es uno en el que
puede insertarse una secuencia de ADN deseada por restriccion y ligamiento de manera que se une operativamente
a secuencias reguladoras y que puede expresarse como un trascrito de ARN. Los vectores también pueden
contener una o mas secuencias marcadoras adecuadas para su uso en la identificacion de células que se han
transformado o transfectado, o ninguna de las dos cosas, con el vector. Los marcadores incluyen, por ejemplo,
genes que codifican proteinas que aumentan o disminuyen la resistencia o sensibilidad frente antibiéticos u otros
compuestos, genes que codifican enzimas cuyas actividades son detectable mediante ensayos convencionales
conocidos en la materia (por ejemplo, B-galactosidasa o alcalina fosfatasa), y genes que afectan visiblemente al
fenotipo de las células, huéspedes, colonias o placas, transformadas o transfectadas, (por ejemplo proteina verde
fluorescente). Los vectores preferidos son los capaces de replicacion y expresion auténoma de los productos
génicos estructurales presentes en los segmentos de ADN a los cuales se unen operativamente.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia codificante y secuencias reguladoras estan
“‘unidas operativamente” cuando estan unidas covalentemente de tal manera que colocan la expresiéon o
transcripcion de la secuencia codificante bajo la influencia o control de las secuencias reguladoras. Si se desea que
las secuencias codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan
unidas operativamente si la induccion de un promotor en las secuencias reguladoras 5 da como resultado la
transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza de la unién entre las dos secuencias de ADN no (1) da
como resultado la introduccién de una mutacién de cambio de fase, (2) interfiere con la capacidad de la region
promotora para dirigir la transcripciéon de las secuencias codificantes o (3) interfiere con la capacidad del trascripto
de ARN correspondiente para traducirse en una proteina. Por tanto, una regién promotora se uniria operativamente
a una secuencia codificante si la regidon promotora fuera capaz de efectuar la transcripcién de esta secuencia de
ADN de manera que el transcripto resultante pudiera traducirse en la proteina o en el polipéptido deseado.

La naturaleza exacta de la secuencias reguladoras necesarias para la expresiéon génica puede variar entre especies
o tipos de células, pero en general incluiran, si fuera necesario, secuencias 5 no transcritas y 5 no traducidas,
implicadas con el inicio de la transcripcién y traduccion respectivamente, tales como la caja TATA, la secuencia de
terminacion, la secuencia CAAT y similares. Dichas secuencias reguladoras 5 no transcritas incluiran
frecuentemente una region promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del gen
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unido operativamente. Las secuencias reguladoras también pueden incluir secuencias potenciadoras o secuencias
activadoras cadena arriba, segun se desee. Los vectores pueden incluir opcionalmente secuencias lider o de sefal
5'. La eleccién y el disefio de un vector apropiado se encuentran dentro de la habilidad y criterio de un experto
habitual en la materia.

Los vectores de expresion que contienen todos los elementos necesarios para la expresion se encuentran
disponibles en el mercado y los conocen los expertos en la materia. Véase, por ejemplo Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Las células se
modifican genéticamente introduciendo en las células ADN (ARN) heterdlogo que codifica un polipéptido o fragmento
0 una variante del mismo. Este ADN (ARN) heterdlogo se coloca bajo el control operable de elementos
transcripcionales para permitir la expresion del ADN heterélogo en la célula huésped.

Los sistemas preferidos para la expresion de ARNm en células de mamifero son aquellos tales como pcDNA3.1
(disponible de Invitrogen, Carlsbad, CA) que contienen un marcador de seleccidon tal como un gen que otorga
resistencia a G418 (que facilita la seleccion de lineas celulares transfectadas de manera estable) y las secuencias
potenciadoras-promotoras del citomegalovirus (CMV) humano. Adicionalmente, para la expresion en lineas celulares
caninas o de primates, es adecuado el vector pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) que contiene un origen de
replicacién del virus de Epstein Barr (VEB), facilitando el mantenimiento del plasmido como un elemento
extracromosomico multicopia. Otro vector de expresion también preferido es un adenovirus, descrito por Stratford-
Perricaudet, que carece de proteinas E1 y E3 (J. Clin. Invest. 90: 626-630, 1992).

Las SEC ID Nos: 1 y/o 3 descritas anteriormente, los vectores de expresion que contienen la secuencia de ADNc,
pueden usarse para transfectar células huéspedes y lineas celulares, siendo estas procariotas (por ejemplo,
Escherichia coli) o eucariotas (por ejemplo, células CHO, células COS, sistemas de expresion de levaduras y
expresion de baculovirus recombinante en células de insectos). Son especialmente Utiles las células de mamifero
tales como células de raton, hamster, cerdo, cabra, primate, etc. Estas pueden ser de una amplia diversidad de tipos
tisulares e incluyen células primarias y lineas celulares. Los ejemplos especificos incluyen células dendriticas,
células U293, leucocitos de sangre periférica, células madre de la médula 6sea y células madre embrionarias.

La invencién puede utilizar péptidos aislados (incluyendo proteinas completas y proteinas parciales), codificados por
los acidos nucleicos anteriores (SEC ID Nos: 1 y 3) e incluye los polipéptidos de las SEC ID Nos: 2 y/o 4, y
fragmentos Unicos de los mismos. Dichos polipéptidos son utiles, por ejemplo, en solitario o como parte de proteinas
de fusion para generar anticuerpos, como componentes de un inmunoensayo, etc. Los polipéptidos pueden aislarse
de muestras bioldgicas que incluyen homogeneizados de tejidos o de células y también pueden expresarse de
manera recombinante en una diversidad de sistemas de expresién procariotas y eucariotas construyendo un vector
de expresion apropiado para el sistema de expresion, introduciendo el vector de expresion en el sistema de
expresion y aislando la proteina expresada de manera recombinante. También pueden sintetizarse quimicamente
polipéptidos cortos, incluyendo péptidos antigénicos (tales como los presentados por las moléculas del MHC sobre la
superficie de una célula para el reconocimiento inmune) usando procedimientos de sintesis de péptidos bien
establecidos.

Como se usa en el presente documento, con respecto a polipéptidos, el término “aislado” significa separado de su
entorno natural en forma suficientemente pura de manera que pueda manipularse o usarse para cualquiera de los
fines de la invencion. Por tanto, aislado significa suficientemente puro para su uso (i) para suscitar y/o aislar
anticuerpos, (ii) como un reactivo en un ensayo, (iii) para secuenciacion, (iv) como un agente terapéutico, etc.

Un fragmento Unico para cada uno de los polipéptidos anteriores, en general, posee los aspectos y las
caracteristicas de fragmentos Unicos, como se ha indicado anteriormente, en relaciéon con acidos nucleicos. Como
reconoceran los expertos en la materia, el tamafo del fragmento Unico dependera de factores tales como si el
fragmento constituye una parte de un dominio de proteina conservado. Por tanto, algunas regiones de un polipéptido
requeriran que segmentos mas largos sean uUnicos mientras que otras requerirdn solamente segmentos cortos,
tipicamente entre 5 y 12 aminoacidos (por ejemplo 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 aminoacidos de longitud o mas,
incluyendo cada numero entero hasta la longitud completa de cada polipéptido).

Los fragmentos unicos de un polipéptido son preferentemente aquellos fragmentos que conservan una capacidad
funcional del polipéptido distinta. Las capacidades funcionales que pueden conservarse en un fragmento Unico de un
polipéptido incluyen la interaccién con anticuerpos, interaccién con otros polipéptidos o fragmentos de los mismos,
interaccion con otras moléculas, etc. Una actividad importante es la capacidad de actuar como una firma para
identificar el polipéptido. Los expertos en la materia conoceran bien procedimientos para seleccionar secuencias
Unicas de aminoacidos, tipicamente en base a la capacidad del fragmento Unico para distinguir selectivamente la
secuencia de interés de miembros que no son de la familia. Tipicamente, todo lo que se necesita es una
comparacion de la secuencia del fragmento con las de las bases de datos conocidas.

Las variantes de los polipéptidos descritos anteriormente pueden ser Utiles. Como se usa en el presente documento,
una “variante” de un polipéptido es un polipéptido que contiene una o mas modificaciones con respecto a la
secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido natural (por ejemplo, “de tipo silvestre”: un polipéptido con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 2 y 4). Las modificaciones que
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crean una variante polipeptidica se realizan tipicamente para el acido nucleico que codifica el polipéptido y pueden
incluir deleciones, mutaciones puntuales, truncamientos, sustituciones de aminoacidos y adicion de aminoacidos o
de restos no aminoacidicos para: (1) reducir o eliminar una actividad de un polipéptido; (2) potenciar una propiedad
de un polipéptido, tal como estabilidad de la proteina en un sistema de expresion o la estabilidad de la unién del
ligando a la proteina; (3) proporcionar una nueva actividad o propiedad a un polipéptido, tal como adiciéon de un
epitope antigénico o adicion de un resto de deteccidon; o (4) proporcionar uniéon equivalente o mejor a un receptor
polipeptidico o a otra molécula. Como alternativa, pueden realizarse modificaciones directamente en el polipéptido,
tales como mediante escision, adiciéon de una molécula de engarce, adicidon de un resto de deteccion, tal como
biotina, adicion de un acido graso, y similares. Las modificaciones también abarcan proteinas de fusion que
comprenden toda o parte de la secuencia de aminoacidos del polipéptido. Un experto en la materia estara
familiarizado con procedimientos para predecir el efecto sobre la conformacion de proteinas de un cambio en la
secuencia de la proteina y puede por tanto “disefiar” un polipéptido variante de acuerdo con procedimientos
conocidos. Un ejemplo de dicho procedimiento lo describen Dahiyat y Mayo en Science 278: 82-87, 1997, mediante
el cual las proteinas pueden disefarse de novo. El procedimiento puede aplicarse a una proteina conocida para
variar solamente una parte de la secuencia polipeptidica. Aplicando los procedimientos informaticos de Dahiyat y
Mayo, pueden proponerse variantes especificas de cualquiera de los polipéptidos anteriores y realizar ensayos para
determinar si la variante conserva una conformacion deseada.

Las variantes pueden incluir polipéptidos que se modifican especificamente para modificar un aspecto del
polipéptido no relacionado con su actividad fisiolégica. Por ejemplo, para impedir enlaces disulfuro no deseados
pueden sustituirse o delecionarse restos de cisteina. De manera similar, algunos aminoacidos pueden cambiarse
para potenciar la expresion de un polipéptido eliminando la protedlisis por proteasas en un sistema de expresion (por
ejemplo, restos de aminoacidos dibasicos en sistemas de expresion de levaduras en los que esta presente la
actividad proteasa KEX2).

Preferentemente, las mutaciones de un acido nucleico que codifica un polipéptido conservan el marco de lectura
aminoacidico de la secuencia codificante y preferentemente no crean regiones en el acido nucleico que son
probablemente para hibridar para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o bucles, que pueden ser
perjudiciales para la expresion del polipéptido variante.

Las mutaciones pueden realizarse seleccionando una sustituciéon aminoacidica o por mutagénesis al azar de un sitio
seleccionado en un acido nucleico que codifica el polipéptido. Después los polipéptidos variantes se expresan y se
ensayan para una o mas actividades para determinar que mutacién proporciona un polipéptido variante con las
propiedades deseadas. Pueden realizarse otras mutaciones para variantes (o para polipéptidos no variantes) que
sean silenciosas como para la secuencia de aminoacidos del polipéptido, pero que proporcionen codones preferidos
para la traduccion en un huésped particular. Los expertos habituales en la materia conocen bien codones preferidos
para la traduccion de un acido nucleico, por ejemplo, en Escherichia coli. Para potenciar la expresion del polipéptido,
pueden realizarse otras mutaciones adicionales con respecto a las secuencias no codificantes de un gen o clon de
ADNC.

El experto en la materia se percatara que, en cualquiera de los polipéptidos anteriores, pueden hacerse
sustituciones aminoacidicas conservativas, para proporcionar variantes funcionalmente equivalentes de los
polipéptidos anteriores, es decir, las variantes conservan las capacidades funcionales de cada polipéptido. Como se
usa en el presente documento, una “sustitucion aminoacidica conservativa” se refiere a una sustitucién aminoacidica
que no modifica significativamente la estructura terciaria y/o la actividad del polipéptido. Las variantes pueden
prepararse de acuerdo con procedimientos conocidos por un experto habitual en la materia para modificar la
secuencia polipeptidica e incluyen los que se encuentran en referencias que recopilan dichos procedimientos, por
ejemplo Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, y col., eds., Segunda Edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, or Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel, y
col., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen
sustituciones realizadas entre aminoacidos dentro de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d)
A G (e)S, T (HQ N y(9)E, D.

Por tanto, se contemplan variantes de polipéptidos funcionalmente equivalentes, es decir variantes de polipéptidos
que conservan la funcién de los polipéptidos naturales (“de tipo silvestre”). Las sustituciones conservativas de
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de polipéptidos para producir variantes funcionalmente equivalentes
de cada polipéptido tipicamente se realizan por modificacién de un acido nucleico que codifica el polipéptido. Dichas
sustituciones pueden realizarse mediante una diversidad de procedimientos conocidos por un experto habitual en la
materia. Por ejemplo, las sustituciones de aminoacidos pueden realizarse mediante mutacion dirigida por PCR,
mutagénesis dirigida de acuerdo con el procedimiento de Kunkel (Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492,
1985), o mediante sintesis quimica de un gen que codifica un polipéptido. La actividad de fragmentos de polipéptidos
funcionalmente equivalentes puede ensayarse clonando el gen que codifica el polipéptido modificado en un vector
de expresion bacteriano o de mamifero, introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el
polipéptido modificado y ensayando para determinar una capacidad funcional de los polipéptidos como se describe
en el presente documento.

Para obtener moléculas aisladas, pueden utilizarse diversas metodologias bien conocidas por los expertos en la
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materia. El polipéptido puede purificarse a partir de células que producen el polipéptido de manera natural por
medios cromatograficos o por reconocimiento inmunolégico. Como alternativa, para ocasionar la produccion del
polipéptido, en las células puede introducirse un vector de expresion. En otro procedimiento, para ocasionar la
produccién del polipéptido codificado, pueden microinyectarse transcriptos de ARNm o introducirse en las células de
otra manera. Para producir polipéptidos, también puede usarse la traduccién de ARNm en extractos acelulares, tales
como el sistema de lisado de reticulocitos. Los expertos en la materia también pueden seguir facilmente
procedimientos conocidos para aislar polipéptidos. Estos incluyen, pero sin limitacién, inmunocromatografia, HPLC,
cromatografia por exclusion de tamafo, cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de inmunoafinidad.

El aislamiento de los ADNc descritos también hace posible que el experto diagnostique un trastorno caracterizado
por una expresion aberrante de cualquiera de los ADNc anteriores. Estos procedimientos implican determinar la
expresion de cada uno de los acidos nucleicos identificados y/o de los polipéptidos derivados de los mismos. En el
primer caso dichas determinaciones pueden realizarse mediante cualquier ensayo convencional de determinacién de
acidos nucleicos, incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa o ensayando con sondas de hibridacion
marcadas como se ilustra mas adelante. En el segundo caso, dicha determinacion puede realizarse mediante
cualquier ensayo inmunoldgico convencional usando, por ejemplo, anticuerpos que se unen a la proteina secretada.

La invencion también puede usar agentes de union peptidicos aislados que pueden ser, por ejemplo, anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos (“polipéptidos de union”), que tienen la capacidad de unirse selectivamente a cualquiera
de los polipéptidos descritos (por ejemplo SEC ID N°: 2 6 4). Los anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales y
monoclonales, preparados de acuerdo con metodologia convencional.

Significativamente, como se conoce bien en la materia, solo una pequefia parte de una molécula de anticuerpo, el
paratopo, esta implicada en la unién del anticuerpo a su epitope (véase, en general, Clark, W. R. (1986) The
Experimental Foundations of Modern Immunology Wiley & Sons, Inc., Nueva York; Roitt, 1. (1991) Essential
Immunology, 72 Ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford). Las regiones pFc’ y Fc, por ejemplo, son efectoras de
la cascada complementaria pero no estan implicadas en la union al antigeno. Un anticuerpo a partir del cual se ha
escindido enzimaticamente la region pFc’ o que se ha producido sin la region pFc’, denominado fragmento F(ab’)z,
conserva los dos sitios de unidn al antigeno de un anticuerpo intacto. De manera similar, un anticuerpo a partir del
cual la regiéon Fc se ha escindido enzimaticamente, o que se ha producido sin la regiéon Fc, denominado fragmento
Fab, conserva uno de los sitios de union al antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Continuando
adicionalmente, los fragmentos Fab constan de una cadena ligera de anticuerpo unida covalentemente y una parte
de la cadena pesada de anticuerpo denominada Fd. Los fragmentos Fd son el principal determinante de
especificidad de anticuerpo (un solo fragmento Fd puede asociarse con hasta diez cadenas ligeras diferentes sin
modificar la especificidad del anticuerpo) y los fragmentos Fd conservan la capacidad de unién al epitope en
aislamiento.

Dentro de la parte de unién al antigeno de un anticuerpo, como se conoce bien en la materia, existen regiones
determinantes de la complementariedad (RDC), que interaccionan directamente con el epitope del antigeno y
regiones marco conservadas (MC), que conservan la estructura terciaria del paratopo (véase, en lineas generales,
Clark, 1986; Roitt, 1991). Tanto en el fragmento Fd de cadena pesada como en la cadena ligera de las
inmunoglobulinas 1gG, existen cuatro regiones marco conservadas (MC1 a MC4) separadas respectivamente por
tres regiones determinantes de la complementariedad (RDC1 a RDC3). Las RDC, y en particular las regiones RDC3,
y mas particularmente la RDC3 de cadena pesada, son principalmente responsables de la especificidad del
anticuerpo.

Esta bien establecido en la materia que las regiones no RDC de un anticuerpo de mamifero puedan sustituirse por
regiones similares de anticuerpos coespecificos o heteroespecificos conservando al mismo tiempo la especificidad
epitopica del anticuerpo original. Esto se pone mas claramente de manifiesto en el desarrollo y uso de anticuerpos
“humanizados” en los que las RDC no humanas se unen covalentemente a regiones RMC y/o a Fc/pFc’ para
producir un anticuerpo funcional. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos 4.816.567; 5.225.539;
5.585.089; 5.693.762 y 5.859.205. Por tanto, por ejemplo, la Publicacién Internacional PCT Numero WO 92/04381
ensefia la produccién y uso de anticuerpos SRV murinos humanizados en los que al menos una parte de las
regiones MC murinas se han sustituido por regiones MC de origen humano. Dichos anticuerpos, incluyendo los
fragmentos de anticuerpos intactos con capacidad de unirse al antigeno, se denominan frecuentemente anticuerpos
“quiméricos”.

Por tanto, como sera evidente para un experto habitual en la materia, la presente invencion puede utilizar
fragmentos F(ab’),, Fab, Fv y Fd; anticuerpos quiméricos, en los que las regiones Fc y/o MC y/o RDC1 y/o RDC2 y/o
RDC3 de cadena ligera pueden reemplazarse por secuencias homologas humanas o no humanas; anticuerpos de
fragmentos F(ab’), quiméricos en los que las regiones MC y/o RDC1 y/o RDC2 y/o RDC3 de cadena ligera se han
reemplazado por secuencias homologas humanas o no humanas; anticuerpos de fragmentos Fab quiméricos en los
que las regiones MC y/o RDC1 y/o RDC2 y/o CDR3 de cadena ligera se han reemplazado por secuencias
homdlogas humanas o no humanas; y anticuerpos de fragmentos Fd quiméricos en los que las regiones MC y/o
RDC1 y/o RDC2 se han reemplazado por secuencias homélogas humanas o no humanas. La presente invencion
también puede usar anticuerpos denominados monocatenarios.
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Por tanto, la invencion puede implicar polipéptidos de numerosos tamafos y tipos que se unen especificamente a
polipéptidos de la invencion (por ejemplo, a la SEC ID N°: 2, o a 4 de sus partes extracelulares) y formar complejos
tanto con polipéptidos como con sus compafieros de union. Estos polipéptidos también pueden derivar de fuentes
distintas de la tecnologia de anticuerpos. Por ejemplo, dichos agentes de unién polipeptidicos pueden
proporcionarse a partir de bibliotecas de péptidos degenerados que pueden prepararse facilmente en solucién, en
forma inmovilizada, como bibliotecas de presentacion de péptidos de flagelos bacterianos o como bibliotecas de
presentacion de fagos. Las bibliotecas combinatoriales también pueden sintetizarse de péptidos que contienen uno o
mas aminoacidos. Adicionalmente las bibliotecas pueden sintetizarse de restos sintéticos peptidicos y no peptidicos.

Se describe un procedimiento para el diagnéstico de un trastorno caracterizado por la expresion aberrante de una
molécula de acido nucleico, un producto de expresion de la misma, o un fragmento de un producto de expresion de
la misma. El procedimiento implica poner en contacto una muestra bioldgica aislada de un sujeto con un agente que
se una especificamente a la molécula de acido nucleico, un producto de expresién de la misma, o un fragmento de
un producto de expresién de la misma y determinar la interaccién entre el agente y la molécula de acido nucleico o el
producto de expresion como una determinacion del trastorno, en el que la molécula de acido nucleico es un acido
nucleico de IL1RL-1 (SEC ID N°: 1). En una realizacion, el trastorno es infarto de miocardio. En una realizacion, el
trastorno es insuficiencia cardiaca.

En el caso en el que la molécula sea una molécula de acido nucleico, dichas determinaciones pueden realizarse
mediante cualquier ensayo de determinacion de acido nucleico convencional, incluyendo la reaccion en cadena de la
polimerasa o ensayando con sondas de hibridacién marcadas como se ilustra en el presente documento. En el caso
en el que la molécula sea un producto de expresion de la molécula de acido nucleico o un fragmento de un producto
de expresion de la molécula de acido nucleico, dicha determinacion puede realizarse mediante cualquier ensayo
inmunolégico convencional usando, por ejemplo, anticuerpos que se unen a cualquiera de los productos de
expresion polipeptidicos.

“Expresion aberrante” se refiere a expresion disminuida (infraexpresion) o expresion aumentada (sobreexpresion) de
cualquiera de las moléculas de IL1RL-1 anteriores (acidos nucleicos y/o polipéptidos) en comparaciéon con un control
(es decir, expresion de la misma molécula en un sujeto sano o “normal”). Un “sujeto sano”, como se usa en el
presente documento, se refiere a un sujeto que no esta en riesgo de desarrollar ninguna afecciéon cardiovascular
futura (véase el analisis anterior y Harrison’s Principles of Experimental Medicine, 132 Edicion, McGraw-Hill, Inc., N.
Y.- en los sucesivo en el presente documento “Harrison”). Ademas, los sujetos sanos no presentan de otra manera
sintomas de la enfermedad. En otras palabras, si a dichos sujetos los examina un médico profesional, se
caracterizarian como sanos y sin sintomas de ningun trastorno cardiovascular o riesgo de desarrollar ningun
trastorno cardiovascular.

Cuando el trastorno es una afeccion cardiovascular seleccionada del grupo que consiste en hipertrofia cardiaca,
infarto de miocardio, ictus, arteriosclerosis e insuficiencia cardiaca, la expresiéon disminuida de cualquiera de las
moléculas anteriores en comparacién con un control (por ejemplo, un sujeto sano) es indicadora de la presencia del
trastorno, o indicadora del riesgo a desarrollar dicho trastorno en el futuro.

El valor predeterminado especifico para la afeccion cardiovascular puede adoptar una diversidad de formas. Este
puede ser solo un valor de limite, tal como una mediana o media. Este puede establecerse en base a grupos
comparativos, de tal manera que cuando en un grupo se define el riesgo en otro grupo definido el riesgo es doble.
Este puede ser un intervalo, por ejemplo, en el que la poblacién sometida a ensayo se divide en partes iguales (o
desiguales) en grupos, tal como un grupo de riesgo bajo, un grupo de riesgo medio, y un grupo de riesgo alto o en
cuadrantes, siendo el cuadrante mas bajo los sujetos con el riesgo mas bajo y el cuadrante mas alto los sujetos con
el riesgo mas alto.

El valor predeterminado puede depender de la poblacion particular seleccionada. Por ejemplo, una poblacion
aparentemente sana (sin enfermedad detectable y sin historial previo de un trastorno cardiovascular) tendra un
intervalo “normal” diferente de marcadores de inflamacién sistémica al que tendria una poblacién fumadora o una
poblacién de miembros que ha padecido anteriormente un trastorno cardiovascular. Por consiguiente, los valores
predeterminados seleccionados pueden tener en cuenta la categoria en la que se encuentran los sujetos. Un experto
habitual en la materia, puede seleccionar, solo con experimentacion rutinaria, los intervalos y categorias apropiados .

El “infarto de miocardio” es un foco de necrosis resultante de perfusiéon inadecuada del tejido cardiaco. El infarto de
miocardio generalmente se produce por una disminucién brusca del flujo sanguineo coronario al que sigue una
oclusion trombdética de una arteria coronaria previamente estrechada por ateroesclerosis. Generalmente, el infarto se
produce cuando se fisura, se rompe o se ulcera una placa ateroesclerética y se forma un trombo mural lo que
conduce a oclusion arterial coronaria.

El diagnéstico de infarto de miocardio en un sujeto determina la necesidad de tratar al sujeto. En Harrison, por
ejemplo, se describen diversos ensayos de laboratorio, bien conocidos en la materia. Generalmente, los ensayos
pueden dividirse en cuatro categorias principales: (1) indices no especificos de necrosis e inflamacion tisular (2)
electrocardiogramas, (3) cambios enzimaticos en suero (por ejemplo, niveles de creatina fosfoquinasa) y (4)
formacion de imagenes cardiacas. Un experto habitual en la materia podra aplicar facilmente cualquiera de los
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ensayos anteriores para determinar cuando un sujeto esta en riesgo, padece o ha padecido un infarto de miocardio.
Ademas, niveles aumentados de la expresion de una molécula de acido nucleico de IL1RL-1, o un producto de
expresion de la misma, también son factores de riesgo importantes.

La insuficiencia cardiaca es un sindrome clinico de etiologias diversas asociado con el denominador comun de
bombeo cardiaco alterado y se caracteriza por la insuficiencia del corazén para bombear sangre de acuerdo con las
necesidades de los tejidos metabolizantes o para hacerlo solamente a partir de una elevacion de presion de llenado.

La invencion se comprenderad méas detalladamente por referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos
ejemplos pretenden simplemente ilustrar las realizaciones de la invencién y no debe interpretarse que limitan el
ambito de la presente invencion.

Ejemplos

EJEMPLO 1.

Protocolos Experimentales: Materiales y Procedimientos
Dispositivo de Tension Mecanica

Generalmente los experimentos de cardiomiocitos de sobrecarga mecanica se han realizado estirando células sin
control del ciclo cardiaco, una estrategia que no permite diferenciar entre sobrecarga mecanica en contraccién frente
a relajaciéon. En el presente estudio, se disefid y se construyé un sistema experimental exclusivo que permitia
controlar con precision tensiones mecanicas asi electroestimulacion en cardiomiocitos cultivados, para investigar,
entre otras cosas, como regula el ciclo cardiaco la mecanotransduccion de cardiomiocitos, e identificar genes que
estan implicados en dicha regulacion.

Dispositivo de Tension - Estimulacion.

La estrategia para la estimulacién mecanica us6 un aparato que tiene platinas multiples que contactan con la parte
inferior de membranas elastoméricas de silicona para aplicar un perfil de tensién biaxial espacialmente isotrépico en
la membrana (Schaffer JL, y col., J Orthop Res, 1993,12: 709-719; y solicitud de Patente Provisional de Estados
Unidos presentada el 16 de julio de 1999 titulada “AN APPARATUS FOR STUDYING MYOCARDIAL MECHANICAL
OVERLOAD HYPERTROPHY AND USES THREFOR, por Richard T. Lee, y con el numero de expediente del
mandatario 100038.130 y numero de correo urgente EL110243781US). Se estiraron seis membranas individuales de
78 mm a la vez controlando con diversas amplitudes de tensién el desplazamiento de cada platina con un motor de
velocidad gradual. Las tensiones Green medidas se ajustaron a ~ + 0,25% a tensiones de 1-14% (Cheng GC, y col.,
Circ Res, 1997, 80: 28-36; Brown TD, J Biomechanics, 2000, 33: 3-14). Durante todo este estudio se usé una
tension biaxial del 8%.

Para controlar la sincronizacion de la tensién mecanica con respecto al ciclo cardiaco, el ordenador marcé el ritmo
cada disco eléctricamente y se controlo: la fase entre la tensién mecanica y el impulso eléctrico, la duracién del
impuso eléctrico y el voltaje del impulso. Ademas los impulsos eléctricos tuvieron polaridad alterna para minimizar
efectos electroquimicos tales como gradientes de pH en los electrodos. Cada una de las dos salidas se conectoé a un
solo conjunto de electrodos en cada disco. Los discos se controlaron en paralelo con una resistencia de
aproximadamente 500 ohms por disco.

Las fuentes de voltaje positivas y negativas se proporcionaron mediante dos suministros de energia (6545A, Hewlett
Packard Company, Palo Alto, CA). El circuito de control se dividié en dos partes: un circuito de alto voltaje y un
circuito de sefnal digital o de bajo voltaje. El circuito de alto voltaje era una puerta que conmuta la salida basandose
en la sefal de entrada. El circuito de bajo voltaje aceptaba dos sefales de control a partir del ordenador y aceptaba
la anchura de impulso desde una resistencia variable, que controlaba las puertas de voltaje positivas y negativas. El
circuito de bajo voltaje permitia un impulso de voltaje entre 0-120V DC de amplitud y una duracién de 2-37 ms. Las
luces proporcionaron supervision continua de los impulsos y la sincronizacion de los circuitos y la calibracion se
validaron mediante osciloscopio.

Los electrodos de cada disco eran dos electrodos de alambre de AgCl, con forma de arco en la base de la superficie
interna del disco, justo por encima de la membrana deformable. Los electrodos se prepararon de antemano, se
esterilizaron con etanol y se colocaron en el disco justo antes de cada experimento para minimizar la posible
toxicidad de la plata. Usando este procedimiento no se observd muerte o desprendimiento celular durante las 24
horas del experimento. Cada arco tenia 120 grados; se realizé un analisis de elemento finito bidimensional para
calcular la uniformidad del campo de potencial con esta configuracion. Estos célculos calculan una variacion espacial
en el potencial de campo de {raiz cuadratica media} = 29%. Por tanto, este sistema proporciona una tensién
mecanica biaxial altamente uniforme, con una variacion relativamente pequefia en el campo de voltaje.

Protocolos de estimulacion mecanica. Se impuso tension solamente durante el primer tercio de ciclo cardiaco por
estimulacion eléctrica de tension impuesta durante la fase sistélica”, y solamente durante un tercio del ciclo cardiaco
en la fase de relajacion para la tension impuesta durante la “fase diastélica”, respectivamente. Las condiciones
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usadas en este estudio fueron: (1) control; (2) tension, sin estimulacion; (3) estimulacion, sin tension; (4) tension
impuesta durante fase sistolica y (5) tensiéon impuesta durante la fase diastdlica.

Se aislaron miocitos ventriculares de ratas neonatales (MVRN) de ratas Sprague-Dawley de 1 dia de vida mediante
procedimientos descritos anteriormente (Springhom JP y Claycomb WC., Biochem J, 1989; 258: 73-78; Arstall MA, y
col., J Mol Cell Cardiol, 1998, 30: 1019-25). Los MVRN se sembraron en placas sobre el disco de membrana
revestido a una densidad de 2.000.000 células/disco en DMEM que contenia FCS al 7% y se incub6 durante 24 h.
La confluencia celular aproximada fue del 85-90%. Después, los MVRN se inactivaron lavando dos veces con 10 ml
de solucion salina equilibrada con Hanks (HBSS, NaCl 138 mM, KCI 5,3 mM, NaHCO3 4,0 mM, CaCl; 1,3 mM, MgCl,
0,5 mM, MgS0O,4 0,4 mM, KH2PO4 0,4 mM, Na,HPO4 0,3 mM, glucosa 5,6 mM; Life Technologies, Inc., Rockville, MD)
y se incubaron con 26 ml de DMEM que contenia FCS al 0,2% durante 48-72 horas.

En estas condiciones de cultivo celular, las células latian a 40-60 latidos/minuto. A esta velocidad, se observé
competencia despreciable cuando se estimulaban a un ritmo de 70 latidos/minuto. Se realizaron experimentos de
captura de ensayo; se muestrearon nueve localizaciones en cada disco. La eficacia de la captura fue similar en
todas las localizaciones, se produjo una captura maxima a 60 V y por encima con 10 ms de anchura de impulso. Por
lo tanto, se selecciond un voltaje de 70 V con 10 ms de duracion de impulso a un ritmo de 1,2 Hz (70 latidos/minuto).
En estas condiciones no se observé desprendimiento celular parcial.

Perfilado Transcripcional. El experimento de micromatriz de ADN se realizé6 con miocitos cardiacos de ratas
neonatales cultivados sobre membranas revestidas con fibronectina con medio asérico durante 48 horas. Las células
se deformaron con una deformacién del 8% impuesta solamente durante la sistole durante un periodo de 30 minutos
y se prepard ARN después de 6 horas de condiciones posteriores sin tensién y en condiciones sin estimulacion. Este
punto en el tiempo se bas6 en estudios previos que demostraban que el gen de tenascina (control positivo para
cardiomiocitos) se inducia en este periodo de tiempo. Se realizé el experimento de hibridacién de micromatriz de
ADN usando Affymatrix GeneChip RGU34A (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA). Los datos se analizaron usando un
programa informatico Affymatrix.

Analisis de Northern. Usando secuencias del GenBank, se obtuvieron clones de ADNc para genes expresados
diferencialmente mediante PCR. Cada clon se secuencié a partir de ambos extremos 5 y 3’ para confirmar la
identidad. Los elementos positivos en la micromatriz de ADN se confirmaron por analisis de hibridacion por
transferencia de Northern en al menos tres experimentos independientes usando tres fuentes diferentes de MVRN.
Se aislé ARN total mediante el procedimiento tiocianato de guanidina y fenol cloroformo (Chomcyznski, y col., Anal.
Biochem., 1987, 162: 156-159). Para la transferencia de Northern, se cargaron 15 ug de ARN en un gel de agarosa-
formaldehido al 1,0% (2,0 mol/l), se transfiri6 a una membrana de nailon (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Piscataway, NJ) y se entrecruzé con UV con un Stratalinker UV (Stratagene, Inc., La Jolla, CA). Cada sonda se
hibridé con solucién ExpressHyb (Clontech Labs., Inc., Palo Alto, CA) a 68 °C durante 1 hora. La membrana se lavo
con 2 x SSC, solucién de SDS al 0,05% durante 30 a 40 minutos y tres veces a temperatura ambiente y 0,1 x SSC,
solucion de SDS al 0,1% con agitacion continua a 50 °C durante 40 minutos. La membrana se expuso a una pelicula
a -80 °C y se escanearon radiografias y se analizaron con el programa informatico Optimas 5.0 (Optimas Co./Media
Cybernetics, Silver Springs, MD). Se normalizaron unidades densitométricas con respecto a la subunidad ribosémica
de 28S tefida con etidio en la membrana.

Resultados. La Figura 1 muestra la evolucién (temprana, a la izquierda; tardia, a la derecha) de la induccion de la
expresion de ARNm de IL1RL-1 por tensién mecanica ciclica al 8% en miocitos cardiacos neonatales en cultivo. La
induccién maxima se produjo a las 3 horas y se mantuvo durante 15 horas.

La Figura 2 muestra el efecto de tension mecénica al 8%, bloqueo por receptor de angiotensina (BRA, CP-19116,
100 nM), angiotensina Il (Ang I, 50 nM), interleucina-18 (IL-18 10 ng/ml) y forbol éster (PMA, 200 nM) durante 3
horas sobre la induccion de la expresién de ARNm de IL1RL-1 en miocitos cardiacos de ratas neonatales cultivados.
La induccion de ARNm de IL1RL-1 por tension no se bloqued por el bloqueo de receptor de angiotensina;
adicionalmente, el tratamiento con angiotensina Il no indujo la expresion de ARNm de IL1RL-1. El tratamiento con IL-
18 y PMA se asoci6 con una induccion de la expresion de ARNm de IL1RL-1 en ausencia de tensién mecanica.

La Figura 3 muestra el efecto de tension mecanica al 8%, peroxido de hidrégeno (H202 100 uM) y el antioxidante,
TIRON (10 mM) sobre la induccion de la expresiéon de ARNm de IL1RL-1. A diferencia de la expresiéon de ARNm del
gen Tenascina-C inducido mecanicamente que se indujo por H>O, en ausencia de tension mecanica y el bloqueo por
TIRON, el H20; no indujo IL1RL-1 en ausencia de tension y bloqued la induccion de IL1RL-1 inducida por tension.
TIRON atenud ligeramente la expresion de ARNm de IL1RL-1 en ausencia y presencia de tension.

La Figura 4 muestra el efecto de actinomicina D (5 pg/ml, izquierda) y ciclohexamida (10 ug/ml, derecha) sobre la
induccion de ARNm de IL1RL-1 por tension mecanica al 8%. Se aplicaron actinomicina D y ciclohexamida durante
tensién mecanica. La actinomicina D bloque6 la induccion de la expresion de ARNm de IL1RL-1 a las 2 y 4 horas lo
que sugiere que la induccion de IL1RL-1 en respuesta a tension se debe al aumento de transcripcion de IL1RL-1. El
inhibidor de la sintesis de proteinas, la ciclohexamina, bloqueé la induccion de la expresion de ARNm de IL1RL-1 en
respuesta a la tension lo que sugiere, que para la induccién de la expresion de ARNm de IL1RL-1, se requiere la
sintesis de nuevas proteinas.
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La Figura 5 muestra el efecto de tensién mecanica al 8% en solitario y en combinacién con interleucina-18 (IL-1, 10
ng/ml) y forbol éster en ausencia de tension (PMA, 100 ng/ml) sobre la expresion de ARNm de IL1RL-1 en miocitos
cardiacos neonatales cultivados. Tanto IL-1f como la tensién mecanica en solitario indujo la expresién de ARNm de
IL1RL-1 pero la induccién de IL1RL-1 por tensidon mecanica en presencia de IL-1 no aumentd adicionalmente lo que
sugiere que la tensién mecanica e IL-1p no actian de una manera sinérgica o aditiva sobre la induccién de IL1RL-1.
Con PMA se observo la induccion mas fuerte de la expresion de ARNm de IL1RL-1. El orden jerarquico de fuerza
para la induccién de la expresion de ARNm de IL1 RL-1 es PMA>tension>IL-1.

La Figura 6 muestra miocitos cardiacos de ratas neonatales expuestos a tension al 8% durante 0, 1, 3, 6, 9 horas.
Se aislé ARN total usando un kit RNeasy. Se separaron por tamafio cinco ng de ARN total sobre gel de agarosa-
formaldehido al 1% y se transfirieron a una membrana de nailon. Después del entrecruzamiento con luz UV, la
membrana se hibridd con una sonda marcada con >?P especifica para la subunidad V-ATPasa B. Después la
membrana se expuso a pelicula de rayos X durante 3 horas a -80 °C con una pantalla intensificadora.

EJEMPLO 2.
Introduccion:

Citocinas y Lesién Cardiaca. Las citocinas activadas por estrés participan en muchas formas de lesiéon cardiaca y
afecciones patofisiolégicas, siendo una de las mas caracteristicas el factor a de necrosis tumoral, la interleucina-1 y
la interleucina-6. Estas moléculas no se expresan de manera constitutiva en el corazén normal pero se inducen
rapidamente durante isquemia y reperfusion o después de sobrecarga hemodinamica, lo que sugiere que
desempefian una funcion importante en la respuesta miocardica inicial frente a estimulos de estrés, lesion o
crecimiento (Mann DL, Cytokine and Growth Factor Reviews. 1996;7: 341-354; St. John Sutton MG, y col.
Circulation. 2000; 101: 2981-2988). Sin embargo, las citocinas también han demostrado expresarse de manera
estable en afecciones miocardicas patoldgicas incluyendo enfermedad cardiaca isquémica e insuficiencia cardiaca y
estan asociadas con un mal pronéstico (Pulkki KJ, y col.. Annals of Medicine. 1997; 29: 339-343; Kubota T, y col
Proc Natl Acad Sci. 1998; 95: 6930-6935; Aukrust P, y col. Am J Cardiol 1999; 83: 376-382; MacGowan GA, y col.
Am J Cardiol 1997; 79: 1128-1132; Roig E, y col. Am J Cardiol 1998; 688-690; Tsutamoto T, y col. J Am Coll Cardiol
1998; 31: 391-398; Prabhu SD, y col. Circulation. 2000; 101: 2103-2109; Murray DR, y col.. Annu Rev Immunol.
2000; 18: 451-494).

La sefalizacion de la interleucina-1 mediante el receptor de interleucina-1 es un acontecimiento precoz en la
sefializacion de citocina inflamatoria en muchos sistemas diferentes (Trehu EG., Clin Cancer Res. 1996; 8: 1341-51).
En lesién cardiaca, la interleucina-6 se produce por miocitos cardiacos secundario a estimulacién con interleucina-1,
factor a. de necrosis tumoral o lipopolisacaridos y se ha detectado en el sistema linfatico después de isquemia
durante reperfusién de miocardio isquémico (Gwechenberger M, y col. Circulation 1999; 99: 546-551). Hace poco se
ha reconocido la posible expresién de citocinas antiinflamatorias que contrarrestan de manera secundaria la
enfermedad cardiaca frente a la sefializacién de interleucina-1. La interleucina-1 y la interleucina-10 pueden suprimir
la sintesis del factor o de necrosis tumoral y potenciar liberacion de receptores del factor de necrosis tumoral
soluble, que son ligandos drenaje para el factor de necrosis tumoral (Joyce DA., 1994; Eur. J. Immunol. 11: 2699-
705). La interleucina-10 estd aumentada en pacientes con insuficiencia cardiaca (Yamaoka M, y col. Jpn Circ J.
1999; 63: 951-956) y en pacientes con cardiomiopatia dilatada, los niveles en suero de la interleucina-10 estan
aumentados cuando aumentan los niveles en suero del factor o de necrosis tumoral (Ohtsuka T, y col. J Am Coll
Cardiol. 2001; 37: 412-417).

T1/ST2 (IL1RL-1): Un Nuevo Receptor Inducido Mecanicamente. Los autores de la presente invenciéon han
identificado, en el corazén, una ruta de sefalizacidén activada por estrés, posiblemente nueva: la regulaciéon de la
induccién de un gen miembro de la familia de interleucina-1, T1/ST2. Se sabe muy poco de la induccion,
sefalizacion y funcion de T1/ST2 en cualquier tipo de célula y T1/ST2 ha mostrado en diferentes areas de
investigacion tener dos funciones aparentemente no relacionadas. Una de estas es la regulacion del crecimiento y la
otra es la modulacién inmunitaria. Tanto el crecimiento hipertréfico compensatorio como la modulacién
inmunitaria/inflamatoria estan implicadas en la patofisiologia de enfermedades cardiovasculares.

Crecimiento. El gen T1/ST2 se identificé en primer lugar por su induccién después de estimulacién seroldgica de
fibroblastos 3T3 de ratén inactivos, lo que sugiere que el gen T1/ST2 participa en la regulacion del crecimiento
(Tominaga S., FEBS Letters 1989; 258: 301-304). EI mismo grupo identific6 mas tarde un transcripto mas grande
que consistia en dominios transmembrana y citoplasmicos homdélogos con respecto al receptor de interleucina-1 de
longitud completa (Yanagisawa K, y col. FEBS Letters. 1993;318: 83-87).

Inmunidad. T1/ST2 se expresa en linfocitos T2 auxiliares pero no en linfocitos T1 auxiliares, del sistema inmune
adaptativo, que produce interleucina-4, interleucina-5 e interleucina-10 (Yanagisawa KlI, y col. J Biochem. 1997; 121:
95-103; Coyle AJ, y col. J Exp Med. 1999; 190: 895-902). Los linfocitos T2 auxiliares median respuestas
beneficiosas contra infeccion, pero son nocivos en el desarrollo de alergia y asma. Existe una fuerte correlacion
entre la expresion de T1/ST2 y la produccion de interleucina-4 en linfocitos T2 auxiliares (Coyle AJ, y col. J Exp Med.
1999; 190: 895-902). T1/ST2 desempefa una funcion critica para la diferenciacién y activacion de linfocitos T2
auxiliares pero no de linfocitos T1 auxiliares (O’Neill LAJ, y col. Immunology Today. 2000; 21: 206-209).
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La inhibicién de la sefalizacion de T1/ST2 atenua la induccion, mediada por linfocitos T2 auxiliares, de respuestas
inflamatorias eosindfilas en pulmén e inhibe la secrecidon de citocinas de linfocitos T2 auxiliares sin modificar la
secrecion del interferon-gamma de linfocitos T1 auxiliares (Coyle AJ, y col. J Exp Med. 1999; 190: 895-902). Estos
estudios indican que la expresién de T1/ST2 puede modificar el perfil de citocinas a favor de la expresién de
interleucina-4, interleucina-5, interleucina-10. Hace poco se ha demostrado que la interleucina-10 tiene efectos
antiinflamatorios en el entorno de lesion cardiaca (Ohtsuka T, y col. J Am Coll Cardiol. 2001; 37: 412-417). De
manera similar, la ausencia de expresion de T1/ST2 podria dar como resultado un cambio hacia la expresién de
interferon gamma, que puede ser nocivo después de lesion miocardica.

Considerados en su conjunto, la implicacion de T1/ST2 en respuestas al crecimiento y en la funcién inmune junto
con el reconocimiento clinico de la funcién de las citocinas en la respuesta inflamatoria frente a isquemia/reperfusion
sugieren que la activacion de T1/ST2 es una ruta de sefalizacidn activada por crecimiento o estrés que contribuye al
crecimiento y remodelacién del miocardio.

Fenotipo de Ratones Carentes de T1/ST2. (Townsend MJ, y col. J Exp Med. 2000; 191: 1069-1075). La ausencia
de T1/ST2 en ratones carentes de T1/ST2 no compromete su funcién inmunitaria inicial en ausencia de exposicién
inmune. Sin embargo, ratones carentes de T1/ST2 tienen una habilidad deteriorada para generar IL-4, IL-5 e IL-10,
pero no IFN-y (una citocina Th1) y para generar una respuesta inflamatoria de linfocitos T2 auxiliares durante la
infiltracién eosindfila en el pulmén (una respuesta Th2).

Los autores de la presente invencion comenzaron estudiar la induccion de T1/ST2 en miocitos cardiacos y su
implicacion en la sefalizacion de supervivencia/muerte en el contexto de las rutas de sefializacién de miocitos.
Estudios preliminares presentados mas adelante demuestran que, en miocitos cardiacos, T1/ST2 se induce en
respuesta a interleucina-1 y a tension mecanica y que la inducciéon de T1/ST2 por interleucina-1 puede ser
dependiente de la activacion de NF-xB. EI ARNm de T1/ST2 también se induce en células del musculo liso vascular
adulto humano en respuesta a la interleucina 1. La proteina T1/ST2 se expresa en el corazén de ratén precozmente
después de isquemia de miocardio in vivo asi como en el tejido aértico humano de pacientes con placa inestable.

Resultados:

ESTUDIOS IN VITRO. Los siguientes estudios demuestran la induccién de T1/ST2 por tensién mecanica e
interleucina-1, posiblemente a través de la activacion de NF-xB. Los dos transcritos de T1/ST2 (es decir, IL1RL-1S-
soluble- e IL1RL-1M -membrana-) se inducen por tensién en miocitos cardiacos aunque el transcripto mas
abundante era la isoforma soluble. EI ARNm de T1/ST2 se induce por tension mecanica en miocitos cardiacos
neonatales cultivados (Figura 8).

El ARNm de T1/ST2 se induce por tensién cardiaca en miocitos cardiacos neonatales cultivados. Se aislaron
miocitos ventriculares de ratas neonatales por digestion con colagenasa, se sembraron en placas sobre discos de
membrana de silicona revestidos con fibronectina a una densidad de 3,5 millones de células/ disco en medio 13 ml
como se ha descrito anteriormente (Yamamoto K, y col. J Biol Chem. 1999; 274: 21840-21846). Esta técnica
produce cultivos con >95% de miocitos. Se aplicé deformacién mecanica usando un dispositivo que proporciona
tension clinica biaxial uniforme como se ha descrito anteriormente (Yamamoto K, y col. J Biol Chem. 1999; 274:
21840-21846). Se extrajo ARN (Qiagen) y se realizé transferencia de Northern usando, como una sonda, un
fragmento de PCR de 600 pb marcado con p especifico para T1/ST2 de rata. La induccion maxima se produjo a
las 3 horas, se mantuvo durante 9 horas y disminuy6 a las 15 horas.

Cada una de interleucina-18 y tension mecanica inducen ARN de T1/ST2 en miocitos cardiacos (Figura 9). Se
muestra la induccién de T1/ST2 por interleucina-1 y tensién. También se descubrié que la induccioén de T1/ST2 por
tensién mecanica en presencia de interleucina-1p no aumenté adicionalmente lo que sugiere que la interleucina-1 no
sensibiliza miocitos frente a los efectos de tension mecanica (o viceversa) sobre la induccién de T1/ST2. Se incluyo
el punto de tiempo de 1 hora en el suceso de manera que la induccién por tension se saturaba a las 3 horas y por lo
tanto enmascaraba un efecto aditivo de la interleucina-1B. En los dos carriles de la derecha se muestra el efecto del
forbol éster (PMA) a 1 y 3 horas. La fuerza en orden jerarquico para la inducciéon de la expresion de ARNm de
T1/ST2 es PMA>tension>interleucina-1p. Dado que la interleucina-1p sefaliza a través de NF-kB y PMA a través de
PKC estos resultados sugieren que tanto la activacion de NF-xB como de PKC participan en la induccién de T1/ST2.

T1/ST2 puede ser un gen diana de NF-kB en miocitos cardiacos a través de la sefalizacion del receptor interleucina-
1/interleucina-1 (Figura 10). Anteriormente indicado por los autores de la presente invencion (Yamamoto K, y col. J
Biol Chem. 1999; 274: 21840-21846), la tensién mecanica de miocitos cardiacos activa NF-xB. Para investigar la
funcion de NF-kB en la induccion de interleucina-1p y tension del ARN de T1/ST2, se sobreexpresé IkBa, que
disminuye la actividad de union de ADN a NF-xB. Se infectaron miocitos cardiacos cultivados con vector de
adenovirus de sobreexpresion lkBa o con vector control B-galactosidasa y se expusieron durante 4 horas a tension
mecanica ciclica al 8% o interleucina-1 (10 ng/ml). Se analiz6 el ARN por transferencia de Northern con una sonda
de ADNc de IL1RL-1 marcada con *P. La expresion ectopica de IkBa bloqued la induccion del ARNm de T1/ST2-1
por interleucina-1p y la tension bloqued parcialmente la induccion de la expresion de ARNm de T1/ST2 cuando se
comparo con la induccion de T1/ST2 en células tratadas con el vector de control 3-galactosidasa. Estos resultados
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sugieren que T1/ST2 es un gen precoz, diana de NF-xkB a través de la sefalizacion del receptor interleucina-
1/interleucina-1. Por otro lado, ademas de la activacion de NF-kB las rutas pueden estar implicadas en la induccién
de ARN de T1/ST2 por tensién mecanica. EI ARNm de T1/ST2 también se induce por interleucina-1 pero no por
PMA ni factor de necrosis tumoral (FNT) en células del musculo liso vascular adulto humano.

Ademas de los resultados indicados anteriormente, los autores de la presente invencidén han observado que T1/ST2
se induce de manera secundaria en relacién con la activacion de NF-«B por interleucina-1 y que NF-xB esta
asociado a supervivencia de miocitos cardiacos. Ademas se realizaron estudios in vitro para confirmar que la
activacion de T1/ST2 esta asociada con el crecimiento y la supervivencia celular.

ESTUDIOS /N VIVO.

Materiales y Procedimientos

Infarto de miocardio experimental en ratones. The Harvard Medical School Standing Committee on Animals,
autorizo realizar procedimientos experimentales en ratones. Se cred un infarto de miocardio experimental en ratones
por ligamiento de arteria coronaria como se ha descrito anteriormente (13). Se recogieron corazones de ratones 1y
3 dias después del ligamiento de arteria coronaria seguido por fijaciéon por perfusion del corazén con Z-Fix (Anatech
LTD). Después los corazones se fijaron por inmersién en Z-Fix durante una noche a 4 °C. Después de la
deshidrataciéon en soluciones de etanol en gradiente, los corazones se colocaron en Histo-Clear (National
Diagnostics) y se incluyeron en parafina. Se desparafinaron cortes tisulares de 5 micrémetros, se rehidrataron, se
incubaron con peroxido de hidrégeno al 3%, se aclararon en agua seguido por solucion salina tamponada con
fosfato. Los cortes se bloquearon, se incubaron en 1:50 de anticuerpo primario anti- ST2 de raton (Morwell
Diagnostics) y 1:100 de anticuerpo secundario anti-rata conjugado con HRP (Vector Laboratories). Los portaobjetos
se sometieron a tifieron de contraste con hematoxilina y eosina.

Estudios en pacientes y ELISA para ST2.

Estudio HEART El estudio de terapia curativa y reductora de sobrecarga precoz (HEART, por sus siglas en inglés)
era un ensayo aleatorio, de doble ocultacion, en el que participaron 352 pacientes con infarto de miocardio (IM)
agudo procedentes de 36 centros en los Estados Unidos y Canada. Se admitieron hombres y mujeres, mayores de
21 afios, que habian sufrido un IM en 24 horas. Previamente se describieron los criterios de inclusion y exclusion y
los detalles del ensayo disefiado (Pfeffer M. A., y col., Circulation, 1997, 95: 2643-2651; Greaves S. C., y col., Am. J.
Cardiol, 1997, 80: 442-448; Solomon S. D., y col., Ann. Intern. Med., 2001, 134: 451-458; Aikawa Y., y col., Am.
Heart J, 2001, 141: 234-242). Para este estudio, se disponia de muestras de sangre en serie de los dias 1, 14 y 90
después de infarto de miocardio de 69 pacientes seleccionados al azar en el ensayo HEART. Se ensayo T1/ST2
soluble con un ensayo ELISA de tipo sandwich monoclonal doble que se ha descrito previamente (Kuroiwa K., y col.,
Hybridoma, 2000, 19: 151-159). El ensayo se encuentra disponible en el mercado (MBL International, Watertown,
MA).

Estudio PRAISE El estudio del ensayo prospectivo aleatorio de supervivencia con Amlodipina (PRAISE, por sus
siglas en inglés) era un estudio prospectivo a gran escala de amlodipina en pacientes con insuficiencia cardiaca
debido a enfermedad arterial coronaria. Los resultados de este ensayo fueron nulos para el aprovechamiento de la
amlodipina en insuficiencia cardiaca aguda. Se extrajeron muestras de sangre al inicio de este estudio antes de la
terapia y después dos veces mas durante el estudio. Se ensayd la T1/ST2 soluble, como se ha descrito
anteriormente. Uno de los ensayos de sangre normales clave para detectar insuficiencia cardiaca es el péptido
natriurético cerebral (PNC). Se examiné si los niveles de T1/ST2 en pacientes con insuficiencia cardiaca estaban
modificados y si en estos pacientes niveles de T1/ST2 se correlacionaban con niveles del PNC.

Estadisticas. Cada experimento in vitro mostrado se realizé un minimo de tres veces. Los valores son medias +
ETM. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via o mediante ANOVA para medidas repetidas, con analisis
de comparaciones multiples de Bonferroni de correlacién coincidente (post hoc) cuando fuera apropiado. Se realizd
regresion lineal sobre valores en suero con valores logaritmicos transformados debido a distribuciones paramétricas
no normales. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de P<0,05.

Resultados:

Expresioén In vivo de la Proteina T1/ST2 en Infarto de Miocardio en Ratones. Para evaluar la expresion de
T1/ST2 en miocardio lesionado, se sometieron ratones a infarto de miocardio experimental a través de ligamiento de
la arteria coronaria. La Figura 11 muestra la expresion de la proteina T1/ST2 usando inmunohistoquimica en
corazones de ratén 1 y 3 dias después de infarto de miocardio. Un dia después del infarto de miocardio (post-IM), se
observo tincién positiva en todas las regiones de las zonas del ventriculo izquierdo, normales, infartadas y frontera,
pero no 3 dias después del infarto de miocardio. En los controles intervenidos simulados no se observo tincién para
T1/ST2 los dias 1 y 3. Estos resultados sugieren que la proteina T1/ST2 se expresa en respuesta a lesion aguda
durante la fase precoz de post-infarto observandose restauracion antes de la migracion de macrofagos hacia el
interior de las zonas infartadas y frontera. El anticuerpo monoclonal usado para estos estudios no diferencié entre
las formas soluble y de membrana de T1/ST2.
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La T1/ST2 soluble aumenta en la circulacién sistémica de pacientes un dia después del infarto de miocardio.

Dado que la T1/ST2 soluble esta muy inducida en miocitos cardiacos y que la proteina T1/ST2 esta muy expresada
en miocardio de ratén después de infarto de miocardio experimental, se realizé la hipétesis de que la T1/ST2 soluble
aumentaba en la circulacion sistémica de pacientes después de infarto de miocardio.

Procedimientos y Resultados: Usando un ensayo ELISA de tipo sandwich monoclonal doble, los autores de la
presente invenciéon ensayaron muestras de sangre de los 69 participantes del estudio HEART el dia del infarto de
miocardio (dia 1), asi como los dias 14 y 90 después del infarto. Como se muestra en la Figura 12a, la proteina
T1/ST2 sistémica se aumentd significativamente un dia después del infarto de miocardio (media + ETM, 3,8 + 0,4
ng/ml, p<0,001; intervalo, 0,32 a 17,42 ng/ml) en comparaciéon con el dia 14 (media + ETM, 0,98 + 0,06 ng/ml;
intervalo, 0,25 a 3,42 ng/ml) y con el dia 90 (media + ETM, 0,79 + 0,07 ng/ml; intervalo, 0,02 a 3,53 ng/ml; dia 14
frente a dia 90, P=NS). Los valores medios el dia 90 fueron similares a los valores medios publicados par controles
sanos (Kuroiwa K., y col., Hybridoma, 2000, 19: 151-159). Los niveles de la proteina T1/ST2 sistémica se
correlacionan positivamente con niveles de creatina quinasa maximos (r=0,41, p<0,001), como se muestra en la
Figura 12b. Niveles elevados de la proteina ST2 sistémica se asociaron también con una fraccion de expulsion baja
un dia después del infarto de miocardio como se muestra en el analisis cuartil (p=0,03) en la Figura 12c.

Conclusiones: Estos resultados sugieren una regulacion coordinada entre el grado de lesion miocardica y la
sintesis y secrecion de T1/ST2 soluble en la circulacion sistémica en el entorno clinico de infarto de miocardio.

La T1/ST2 soluble aumenta en la circulacion sistémica de pacientes con insuficiencia cardiaca cronica
aguda.

Este estudio ensayé la hipétesis de que en el suero de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica grave, los
niveles de T1/ST2 soluble estan asociados con los niveles de PNC, PNPro-A y norepinefrina, neurohormonas que
estan aumentadas en insuficiencia cardiaca.

Procedimientos y Resultados: Se usaron muestras de suero, variables clinicas y niveles de neurohormonas
procedentes del subestudio neurohormonal del estudio 2 prospectivo aleatorio de supervivencia con Amlodipina para
insuficiencia cardiaca (PRAISE-2) (New York Heart Association functional class Il or IV, end point: mortality or
transplantation). El estudio PRAISE-2 era un estudio controlado por placebo, grupal paralelo, con doble ocultacion, al
azar, multicentro, para evaluar el efecto de 10 mg/dia de amlodipina sobre la supervivencia en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva de etiologia no isquémica. El ensayo consistié en la incorporacion de pacientes
procedentes de 240 lugares de los Estados Unidos y Canada. El subestudio neurohormonal consistio en la
incorporacion de 181 pacientes procedentes de 26 centros que participaban en el estudio principal. Tanto el
PRAISE-2 principal como el subestudio neurohormonal fueron aprobados por el comité institucional de analisis de
las instituciones participantes. Se admitieron pacientes que tenian al menos 18 afios de edad, que habian padecido
insuficiencia cardiaca de etiologia no isquémica, con sintomas en reposo o después de ejercicio minimo (New York
Heart Association functional class Il or IV) y una fraccion de expulsion ventricular izquierda inferior al 30%. Todos
los pacientes se trataron con inhibidores ACE y digoxina durante al menos 3 meses. Se excluyeron pacientes que
habian tenido un historial reciente o antiguo de angina de pecho.

Ensayos para T1/ST2, Neurohormonas y Medicion de Estrés Oxidativo. Se evaluaron muestras de sangre al
inicio y a las 2 semanas (Tabla 1). La T1/ST2 soluble se midi6 con un procedimiento ELISA de anticuerpo
monoclonal de tipo sandwich doble (Medical & Biological Laboratories Co., Ltd., Nagoya, Japdn) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Resumiendo, se incubaron muestras de suero o patrones en los micropocillos
revestidos con anticuerpos anti T1/ST2 humanos. Después de lavar, en los micropocillos se afadié anticuerpo anti-
T1/ST2 humano conjugado con peroxidasa y se incubaron. Después de otro lavado, se afadid sustrato de
peroxidasa y se determiné la densidad 6ptica a 450 nm. Se midieron las catecolaminas en circulacion (norepinefrina,
epinefrina, dopamina), la angiotensina Il, los péptidos natriuréticos (péptido natriurético pro-atrial (PNPro-A), péptido
natriurético cerebral (PNC)) y los indices de estrés oxidativo (malondialdehido, adrenolutina) como se ha descrito
anteriormente (Dhalla KS, y col., Mol Cell Biochem, 1989; 87: 85-92; Moe GW, y col., Am Heart J, 2000; 139: 587-
95). Se realizaron mediciones de suero de T1/ST2 sobre muestras procedentes de 162 pacientes obtenidas en la
incorporacion del ensayo y de 135 de los mismos pacientes obtenidas 2 semanas después de la incorporacion del
ensayo. Los niveles iniciales de T1/ST2 se correlacionaron con niveles de PNC iniciales (r=0,3511, p<0,0001),
niveles de PNProA iniciales(r=0,3598, p<0,0001) y niveles de norepinefrina iniciales (r = 0,3854, p<0,0001) (Tabla 2).
El cambio en T1/ST2 (niveles de T1/ST2 a las 2 semanas menos los niveles de T1/ST2 en la incorporacion del
ensayo) fue significativo como una prediccion univariante de mortalidad o transplante (p=0,048) como lo el PNC
inicial (p<0,0001) y el PNPro-A inicial (p<0,0001) (Tabla 3). En modelos multivariantes que incluyen PNC y PNProA,
el cambio en T1/ST2 permanecid significativo como una prediccion independiente de mortalidad o transplante
independiente del PNC y del PNPro-A (Tabla 4).
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Tabla 1. Caracteristicas iniciales

A. Todos los Pacientes

Mediana 5° Percentil

95° Percentil

N
ST2 inicial (ng/ml) 161
PNC inicial (pmol/l) 162
PNProA inicial (pg/l) 162
Norepinefrina (pg/ml) 158
Dopamina (pg/ml) 158
Epinefrina (pg/ml) 158
Angiotensina Il (pg/ml) 157
Adrenolutina (ng/ml) 156
Creatinina (mmol/l) 158
Edad (afos) 157

indice de Masa Corporal (kg/mm?) 157

Fraccion de expulsion LV 158

0,24
56,0
1778,50
401,58
39,06
54,92
22,60
22,84
1,10
59,9
27,6
22,0

0,16
3,70
531,00
165,90
4,22
11,64
7,00
4,31
0,80
32,5
20,4
11,0

0,70
264,30
5615,00
1096,00
398,40
139,90
67,30
369,31
1,90
78,2
39,7
30,0

B. Pacientes Con Muestras de Sangre al inicio y a la Semana 2

Mediana 5° Percentil

95° Percentil

N
ST2 inicial (ng/ml) 135
PNC inicial (pmol/l) 135
PNProA inicial (pg/l) 135
Norepinefrina (pg/ml) 130
Dopamina (pg/ml) 130
Epinefrina (pg/ml) 130
Angiotensina Il (pg/ml) 131
Adrenolutina (ng/ml) 130
Creatinina (mmol/l) 135
Edad (afhos) 134

indice de Masa Corporal (kg/mm?) 134

Fraccion de expulsion LV 135

0,24
54,90
1788,00
395,05
64,02
56,07
21,70
24,41
1,10
60,5
27,4
22,0

0,15
3,30
488,00
171,70
4,32
12,24
7,00
4,43
0,80
34,4
20,5
11,0

0,81
264,30
4788,00
1118,00
405,50
134,80
58,30
369,31
2,00
78,2
39,7
30,0
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Tabla 2. Relacion de ST2 frente a Variables Clinicas y Neurohormonas: Correlaciones de Spearman

ST2 inicial Cambio en ST2
PNC inicial (pmol/l) R 0,3511 -0,11327
valor p <0, 0001 0,1843
N 161 139
PNProA inicial (pmol/l) R 0,35979 -0,10967
valor p <0, 0001 0,1987
N 161 139
Cambio en PNC* (pmol/l) R -0,10184 0,21497
valor p 0.2329 0.0110
N 139 139
Cambio en PNProA* (pmol/l) R 0,05584 0,28847
valor p 0.5138 0. 0006
N 139 139
Norepinefrina (pg/ml) R 0,38535 -0,25253
valor p <0. 0001 0,0032
N 156 134
Dopamina (pg/ml) R 0,07879 0,22127
valor p 0,3283 0,0102
N 156 134
Epinefrina (pg/ml) R 0,08043 -0,12110
valor p 0,3182 0,1634
N 156 134
Angiotensina Il (pg/ml) R 0,00374 -0,00725
valor p 0.9630 0.9335
N 156 135
Adrenolutina (ng/ml) R 0,00544 -0,10422
valor p 0,9464 0,2308
N 155 134
Creatinina (unidades) R 0,16567 0,02513
valor p 0,0388 0,7724
N 156 135
Fraccion de Expulsiéon LV R -0,08006 0,03651
valor p 0,3205 0,6742
N 156 135
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(continuacién)

Tabla 2. Relacion de ST2 frente a Variables Clinicas y Neurohormonas: Correlaciones de Spearman

Edad (afos)

indice de Masa Corporal (unidades)

ST2 inicial Cambio en ST2
R -0,11768 0,19260
valor p 0,1447 0,0274
N 155 134
R 0,04561 -0,05410
valor p 0,5731 0,5347
N 155 134

R, coeficiente de correlacién de Spearman; N, numero de muestra. Los valores iniciales, son los valores en la
incorporacion del ensayo; * Cambio, valores a las 2 semanas menos los valores en la incorporacion del ensayo.

Tabla 3. Predicciones Univariantes de Mortalidad y Transplante (Criterio de Valoracién)

Variable Razén de Intervalo de confianza valor
Probabilidades del 95% dep

ST2 inicial, por 0,1 ng/ml 1,114 0,961-1,300 0,1509
PNC inicial, por 10 pmol/l 1,106 1,060-1,161 <0,0001
PNProA inicial, por 10 pg/l 1,007 1,005-1,010 <0,0001
Cambio en ST2*, por cambio de 0,1 ng/ml 1,320 1,042-1,827 0,0482
Cambio en PNC*, por cambio de 10 pmol/l 1,033 0,966-1,110 0,3401
Cambio en PNProA*, por cambio de 10 pg/l 1,003 0,997-1,009 0,3413
Norepinefrina, por 1 pg/ml 1,001 1,000-1,002 0,0562
Dopamina, por 10 pg/ml 1,029 1,006-1,059 0,0433
Epinefrina, por 1 pg/ml 0,999 0,995-1,001 0,6645
Angiotensina Il, por 1 pg/ml 0,997 0,977-1,017 0,7921
Adrenolutina, por 10 ng/ml 0,985 0,943-1,017 0,4167
Creatinina, por 1 mmol/l 2,487 0,997-6,417 0,0526
Fraccion de Expulsion LV 0,952 0,897-1,007 0,0906
Raza 1,947 0,946-4,192 0,0776
Género 1,225 0,576-2,728 0,6061
Edad 1,435 1,099-1,914 0,0104
Etiologia 1,543 0,744-3,336 0,2543
indice de Masa Corporal, por 1 kglmm2 0,972 0,919-1,021 0,2876

Los valores iniciales, son los valores en la incorporacion del ensayo; * Cambio, valores a las 2 semanas menos los

valores en la incorporacion del ensayo.
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Tabla 4. Predicciones Multivariantes de Mortalidad y Transplante (Criterio de valoracion): Valor Predictivo
de ST2

Variables p

ST2 inicial y PNC inicial

PNC inicial 0,0003
Dopamina inicial 0,0906
ST2 inicial 0,6368

ST2 inicial y PNProA inicial

PNProA inicial <0,0001
Dopamina inicial 0,0944
ST2 inicial 0,3306

Cambio en ST2* y PNC inicial

PNC inicial 0,0001
Cambio en ST2 0,0392
Cambio en ST2* y PNProA inicial

PNProA inicial <0,0001
Cambio en ST2 0,0274

Los valores iniciales, son los valores en la incorporacion del ensayo; * Cambio, valores a las 2 semanas menos los
valores en la incorporacion del ensayo.

EJEMPLO 3
Procedimientos

Poblaciones del estudio. El ensayo de Trombodlisis en Infarto de Miocardio (TIMI) 14 era un estudio al azar, abierto,
con variacién de dosis, de terapia de reperfusion por combinacion para pacientes con IM por elevacion del segmento
ST realizado entre marzo de 1997 y julio de 1998. Especificamente, este estudio era un ensayo angiografico que
comparaba 4 combinaciones tromboliticas diferentes: abciximab en solitario, alteplasa en solitario, abciximab con
dosis reducida de alteplasa y abciximab con dosis reducida de estreptoquinasa (Antman EM y col., Circulation, 1999;
99: 2720-32; Antman EM y col.,, Eur Heart J, 2000; 21:1944-53). El ensayo ENTIRE-TIMI 23 era un estudio
multicentro, con variaciéon de dosis, abierto, realizado entre enero del 2000 y septiembre del 2001 para evaluar la
enoxaparina como terapia antitrombina complementaria con diversas formas de reperfusion farmacoldgica,
incluyendo tenecteplasa de dosis completa y tenecteplasa de mitad de dosis mas abciximab (Antman EM y col.,
Circulation. 2002; 105: 1642-9). En ambos estudios, los pacientes se admitian para su inclusién si presentaban un
episodio calificativo de molestia isquémica durante al menos 30 minutos a las 6 horas (ENTIRE) o a las 12 horas
(TIMI 14) y presentaban al menos una elevacion del segmento ST de 0,1 mV en 2 derivaciones electrocardiograficas
precordiales contiguas. Los criterios de exclusion para ambos ensayos incluyeron riesgo aumentado de hemorragia,
insuficiencia renal grave y choque cardiogénico.

Analisis de laboratorio. Se evaluaron muestras de suero recogidas al inicio, y después de 1, 3, 12y 24 horas de la
incorporacion en TIMI 14. Solo se disponia de las muestras de suero iniciales del ensayo ENTIRE. El suero se aislo
a los 60 minutos de la recogida de las muestras y se conservo a -20 °C o a menor temperatura hasta su transporte al
TIMI Biomarker Core Lab (Boston, MA) donde las muestras se conservaban a -70 °C. La ST2 soluble se midié con
un procedimiento ELISA de anticuerpo monoclonal doble de tipo sandwich (Medical & Biological Laboratories Co.,
Ltd., Nagoya, Japén). Las muestras de suero o patrones se incubaron en micropocillos revestidos con anticuerpo
anti ST2 humano. Después de lavar, se afiadid a los micropocillos anticuerpo anti-ST2 humano conjugado con
peroxidasa y se incubaron. Después de lavar de nuevo, se afiadi6é el sustrato de peroxidasa y se determind la
densidad optica a 450 nm. Se midi6 la proteina reactiva C de alta sensibilidad (PRC-as, Dade-Behring Inc, Deerfield,
IL), la isoenzima creatina quinasa MB (CK-MB), el péptido natriurético de tipo cerebral (SHIONORIA BNP, Shionogi,
Osaka, Japon) y la troponina cardiaca | (ACS:180, Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY) usando procedimientos
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descritos anteriormente (Morrow DA y col., J Am Coll Cardiol. 1998; 31: 1460-5; Morrow DA y col., Clin Chem. 2000;
46: 453-460). Los niveles de la isoenzima creatina quinasa se midieron localmente en el sitio de admision, a las 3
horas, y a intervalos de 6 a 8 horas durante las primeras 24 horas. Debido a la disponibilidad de las muestras, los
niveles del PNC se midieron en las muestras de ENTIRE-TIMI 23, pero no en las de TIMI 14.

Analisis estadisticos. Los pacientes se dividieron en cuarteles basandose en sus niveles en suero de ST2 en el
momento de la incorporacion en los estudios. Los niveles de ST2 se describen usando la mediana y percentiles 25-
75. La asociacion entre las caracteristicas clinicas iniciales y los cuarteles de ST2 se analizaron usando el ensayo
de Kruskal-Wallis para variables discontinuas y el ensayo de la X2 para variables categoricas. Las correlaciones
entre ST2 y otras variables iniciales continuas se estudiaron con un coeficiente de correlaciéon (de Spearman) no
paramétrico. Para la evaluacion de asociacion con resultados clinicos, se compar6 la ST2 entre pacientes que
cumplian un criterio de valoracion de estudio y los que no usaban el ensayo de Wilcoxon para muestras
independientes. El analisis multivariable de la asociacion de ST2 con los resultados se realizé usando regresion
logistica incluyendo términos para predicciones establecidas de mortalidad en infarto de miocardio por elevacion de
ST (IMEST) (Morrow, DA y col., Circulation 2000; 24 de octubre; 102(17): 2031-7). Excepto cuando se indique, los
resultados presentados son para la poblacién del estudio TIMI 14 y ENTIRE-TIMI 23 combinado.

Resultados

ST inicial y Variables Clinicas. La mayoria de las caracteristicas clinicas iniciales, incluyendo género, edad, peso y
grado de enfermedad arterial coronaria no se correlacionaron con niveles de ST2 iniciales (Tabla 5). Pocos
pacientes en esta poblacion presentaron un historial previo o pruebas clinicas de insuficiencia cardiaca. De manera
interesante, la frecuencia cardiaca se correlaciond positivamente con niveles de ST2 (p<0,0001) y la presion
sanguinea sistélica mostré una correlacion leve con niveles de ST2 (p = 0,05), de acuerdo con la teoria de que ST2
se secreta por miocitos cardiacos bajo estrés biomecanico. Todos los biomarcadores, la troponina cardiaca I, el PNC
y la PRC, que habian mostrado predecir resultados después de infarto de miocardio (de Lemos JA y col., N Engl J
Med 2001; 345: 1014-21; Antman EM y col, N Engl J Med 1996; 335: 1342-9; Morrow DA y col., J Am Coll Cardiol
1998; 31: 1460-5) se correlacionaron con ST2 por andlisis cuartil y la troponina cardiaca | y la PRC fueron
estadisticamente significativas. Cuando estos biomarcadores se evaluaron como variables continuas, se observaron
correlaciones cuantitativamente ligeras (Tabla 6).

Tabla 5. Caracteristicas Clinicas Iniciales de Acuerdo con Cuartiles de ST2 (ng/ml)

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil4  tendencia  p del C4 frente

dep al C1

Intervalo, ng/mi 0,085- 0,180- 0,236- 0,347- 6,88
0,179 0,235 0,346

n 204 202 202 202
Duracién de DT para 28+1,6 3,1+1,5 32+14 40+1,9 <0,0001 <0,0001
aleatorizacion (horas)
Edad (afos) 58 £ 10 58 £ 10 58 + 11 58 + 10 0,9 1,0
Hombres 74% 77% 85% 81% 0,03 0,09
Blanco 88% 89% 90% 88% 0,9 1,0
Historial Médico Anterior
Hipertension 25% 24% 36% 33% 0,02 0,09
Insuficiencia Cardiaca Congestiva 0% 0% 1,5% 1,0% 0,1 0,2
Angina de pecho 26% 24% 26% 32% 0,3 0,2
Diabetes 14% 14% 15% 16% 0,9 0,5
Historial Familiar de EAC 73% 73% 73% 73% 0,2 0,08
Hipercolesterolemia 22% 21% 21% 29% 0,2 0,1
Habito de fumar:
Fumador actual 57% 48% 49% 48% 0,2 0,06
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(continuacién)

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil4  tendencia  p del C4 frente

dep al C1
Hallazgos fisicos
Peso en kg 83+ 16 81+15 82+14 83+15 0,4 0,8
PS sistélica (mm Hg) 139 + 21 138+22 141+23 143+22 0,1 0,05
FC (PNC) 7+17 75+ 17 72+ 16 80+ 17 0,001 <0,0001
Clase Killip II-IV 2,0% 1,5% 3,6% 4,5% 0,3 0,2
Ensayo de Diagnéstico
cTnl> 0,1 ng/ml* 61% 69% 77% 84% 0,001 <0,0001
PNC > 80 pg/ml* 1,8% 5,4% 7,2% 14,4% 0,003 0,001
PRC > 1,5 ng/ml 2,1% 8,8% 8,1% 11,4% 0,006 <0,0001
Creatinina mg/dI 1,0£0,21 1,0+£020 1,0+0,25 1,1+0,28 0,1 0,03
Grado de EAC (estenosis al 50%) 0,3 0,2
1 vaso 48% 55% 45% 50%
2 vasos 38% 28% 34% 30%
3 vasos 15% 18% 20% 20%
FE(%)** 58 + 15 58 £ 15 57+15 57+15 1,0 0,9

DT = Dolor Toracico; FC = Frecuencia Cardiaca; cTnl = Troponina Cardiaca |; BNC = Péptido Natriurético Cerebral;
PRC = Proteina Reactiva C; EAC = Enfermedad Arterial Coronaria; FE = Fracciéon de Expulsién *Medida sélo en la
poblacion ENTIRE-TIMI 23; N=448 excepto **(N = 469)

Tabla 6. Correlacion entre ST2 y Variables Continuas

Variable rho de Sperman Valor de P
Duracion de DT para 0,29 <0,0001
aleatorizacion
Edad -0,003 0,9
Peso (kg) 0,01 0,8
Pico CKMB 0,08 0,02
cTnl* 0,26 <0,0001
PRC 0,10 0,007
PNC* 0,068 0,15
Creatinina 0,09 0,01
FELV** -0,005 0,9

DT = Dolor Toracico; CKMB = isoenzima de creatina quinasa MB; cTnl
Troponina Cardiaca |I; PNC = Péptido Natriurético Cerebral; PRC
Proteina Reactiva C; EAC = Enfermedad Arterial Coronaria; FE
Fraccion de Expulsién *Medida solo en la poblacion ENTIRE-TIMI 23;

22



10

15

20

25

30

35

ES 2375181 T3

N=448 excepto **(N=469)

ST2 y resultados clinicos. Para la cohorte combinada de 810 pacientes, la ST2 inicial se asocié significativamente
con resultados clinicos a los 30 dias (Tabla 7). Especificamente, los niveles de ST2 se mostraron significativamente
mas altos entre pacientes que posteriormente fallecieron (p = 0,0001) o desarrollaron una nueva enfermedad de ICC
o empeoramiento de ICC (p = 0,009) 30 dias después de la incorporacion en el estudio. Los elevados niveles
iniciales de ST2 dicotomizados con respecto a la mediana indicaron mayor mortalidad durante los 30 dias del
seguimiento (log-rango, p = 0,0009, Figura 13). Ademas, en un analisis por cuartiles de ST2, el riesgo tanto de
muerte (p = 0,001) como de compuesto de muerte o de ICC (p=0,001) aumentd de manera gradual, escalonada, con
mayores niveles de ST2. Esta asociacion entre ST2 y episodios clinicos fue homogénea entre los dos ensayos
individuales (TIMI 14 y ENTIRE-TIMI 23).

Tabla 7. Asociacion entre Concentracion inicial de ST-2 (ng/ml) y Resultados

Resultado (30 dias) n Mediana [25,75] valor de p
Fallecidos 28 0,379 [0,267,0,611] 0,0001
Vivos 782 0,233 [0,178, 0,340]

M 29 0,213 [0,171,0,259] 0,11
Sin IM 781 0,237 [0,181,0,348]

ICC 21 0,287 [0,237, 0,470] 0,009
SinICC 789 0,233 0,178, 0,345]

Fallecidos/ICC 47 0,317 [0,246,0,590] <0,0001
Vivos/ICC 763 0,231 [0,177,0,339]

IM= Infarto de Miocardio; ICC = Insuficiencia Cardiaca Congestiva

Evolucion de niveles séricos de ST2. Los niveles de ST2 iniciales analizados por cuartiles se correlacionaron
significativamente con la duracién con respecto a aleatorizacion (Tablas 5 y 6). Se esperaba que los niveles de ST2
aumentasen el primer dia después de oclusion coronaria y que volviesen a la normalidad durante los 14 dias
siguientes (6). Entre los pacientes TIMI 14, el analisis de mediciones en serie de ST2 en suero en 228 pacientes
revelé un aumento con el tiempo, alcanzando la mayoria de los pacientes un nivel maximo de ST2 a las 12 horas,
sin embargo, algunos pacientes mantuvieron niveles séricos de ST2 que continuaron aumentando pasado este
punto en el tiempo.

Analisis multivariante. Después de controlar las predicciones clinicas establecidas en IMEST, incluyendo edad,
frecuencia cardiaca, presion sanguinea sistdlica, localizacion del infarto de miocardio, clase Killip y duracion desde la
aparicion del dolor toracico, niveles en aumento de ST2 conservaron un indicador independiente de muerte a los 30
dias (OR 1,77; 95% CI 1,01 — 3,12, p = 0,047). Esta asociacion ya fue significativa cuando se afiadié PNC al modelo
clinico (la evaluacion se limitdé a ENTIRE). También se evalu6 la capacidad predictiva de ST2 determinada en
momentos posteriores (3 y 12 horas en TIMI 14); revelando una asociacion mas fuerte entre ST2 y riesgo de
mortalidad.

Por lo tanto la T1/ST2 soluble en suero, es un nuevo biomarcador para insuficiencia cardiaca grave que es similar a
la activacion neurohormonal. En pacientes con insuficiencia cardiaca cronica aguda de clase IlI-IV de la NYHA, el
cambio en los niveles de T1/ST2 es un indicador independiente del criterio de valoracién de mortalidad o transplante.

En este estudio, los autores de la presente invencidén exploraron la posible funcién de la mediciéon en suero de un
receptor recientemente identificado de la familia de interleucina-1 en infarto de miocardio agudo. La forma soluble de
este receptor se secreta rdpidamente por miocitos cardiacos cuando las células se sobrecargan biomecanicamente;
esto sugiere que el receptor puede desempefiar una funcién en condiciones en las que el miocardio se sobrecarga
rapidamente, tal como en un infarto de miocardio. Para explorar esto, los autores de la presente invencién midieron
los niveles séricos de ST2 en el momento de la presentacién en una cohorte de pacientes con infarto de miocardio
agudo. Los resultados demuestran que, en estos pacientes, los niveles de ST2 en el momento de la presentacion
estan asociados con hospitalizacion y mortalidad a los 30 dias. Adicionalmente, analisis multivariante realizado
indicd que el nivel de ST2 esta asociado independientemente con el resultado después del control de factores
clinicos importantes.
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Por tanto, el significado de estos datos es doble. Primero, estos datos sugieren que la familia de receptores de
interleucina, que participa en la defensa del hospedador y en la diferenciacion de linfocitos T (Sims JE. IL-1 and IL-
18 receptores, and their extended family. Curr Opin Immunol. 2002; 14: 117-22), puede participar en episodios
tempranos de infarto de miocardio agudo. Estos datos implican que este receptor es una posible nueva diana para
modificar el prondstico en pacientes con infarto de miocardio. En segundo término, ST2 representa un nuevo
biomarcador que ofrece informacion de prondstico en pacientes con infarto de miocardio agudo; por tanto,
extendiéndose sobre el trabajo previo de los autores de la invencidon que demuestra una asociacion entre ST2 y
mortalidad entre pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva no isquémica (Weinberg EO, Shimpo M, Hurwitz S,
Tominaga S, Rouleau JL, Lee RT. Identification of serum soluble ST2 receptor as a novel heart failure biomarker.
Circulation. 2003; 107: 721-6), otra afeccion de sobrecarga de miocardio.

Aunque no se excluye, es poco probable que la relacién de ST2 y el resultado después de infarto de miocardio sea
simplemente un reflejo de la asociaciéon de incrementos crénicos en marcadores inflamatorios como PRC y riesgo de
infarto de miocardio. Por si mismos, los miocitos cardiacos pueden sintetizar ST2, al igual que PNC, y datos
procedentes de pacientes sin enfermedad isquémica apreciable sugieren que ST2 predice prondstico en ausencia
de enfermedad arterial coronaria. Adicionalmente, datos preliminares sugieren que niveles de ST2 en pacientes no
hospitalizados con enfermedad arterial coronaria estable no se relacionan con niveles de PRC. Aunque los datos de
los autores de la presente invencidon constatan el valor complementario de ST2 para una valoracién de riesgo
cuando se incluye a un modelo clinico soélido (puntuacién de riesgo REF TIMI), ST2 no aporta informacién adicional
con respecto al PNC en el conjunto de datos mas pequefios limitados a ENTIRE-TIMI 23. También puede haber un
valor de pronéstico de ST2 junto con otros biomarcadores disponibles.

Aunque ST2 puede secretarse por miocitos cardiacos sobrecargados mecanicamente, muchas células pueden
secretar ST2. Por lo tanto, es posible que incrementos de ST2 en suero no sean completamente especificos de
infarto de miocardio agudo. Ademas de insuficiencia cardiaca no isquémica (Weinberg EO, Shimpo M, Hurwitz S,
Tominaga S, Rouleau JL, Lee RT. Identification of serum soluble ST2 receptor as a novel heart failure biomarker.
Circulation. 2003; 107: 721-6), pacientes con asma (Oshikawa K, Kuroiwa K, Tago K, Iwahana H, Yanagisawa K,
Ohno S, Tominaga SI, Sugiyama Y. Elevated soluble ST2-protein levels in sera of patients with asthma with an acute
exacerbation. Am J Respir Crit Care Med. 2001; 164: 277-81) o con enfermedades autoinmunes como lupus
eritematoso sistémico (Kuroiwa K, Arai T, Okazaki H, Minota S, Tominaga S. Identification of human ST2 protein in
the sera of patients with autoimmune diseases. Biochem Biophys Res Commun. 2001; 284: 1104-8) también pueden
tener niveles de ST2 aumentados en suero. Por lo tanto, la utilidad de la medicion de ST2 en el diagndstico inicial de
infarto de miocardio agudo en dichos pacientes no es inequivoco.

Sin embargo, ST2 sigue siendo una posible diana para terapia en pacientes con IM. Estos datos demuestran como
la tecnologia gendmica puede revelar una posible nueva ruta patofisioldgica en una enfermedad comun. ST2 se
identificé inicialmente mediante estudios de la familia interleucina-1, pero su papel en enfermedad miocardica solo
se sugirié recientemente mediante estudios gendémicos con micromatrices de ADN. Estudios con micromatrices de
ADN permiten la identificacion de posibles nuevas rutas de enfermedades, pero esto es Unicamente una etapa inicial
en el entendimiento del papel de la ruta. Los datos anteriores respaldan el papel de ST2 en infarto de miocardio
agudo, ya que los niveles de ST2 predicen resultados. Los estudios de la funcién de ST2 en infarto de miocardio son
posibles. Ademas, la identificacion del ligando para los receptores de ST2, solubles y de membrana, podria ayudar
mas a comprender los papeles posiblemente conflictivos de los receptores de membrana y solubles.

Los resultados descritos establecen que la T1/ST2 se secreta durante un ataque cardiaco y/o insuficiencia cardiaca
y puede medirse facilmente, respaldando de esta manera las utilidades declaradas en la presente invencion.
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<160> 8

<170> PatentIn version 3.0

<210> 1
<211> 1357
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (47)..(1033)

<223> HUMST2M, D12763, NM_003856

<400> 1

atctcaacaa cgagttacca atacttgctc ttgattgata

tgg atc tta gca att ctc aca att ctc atg tat
Trp Ile Leu Ala Ile Leu Thr Ile Leu Met Tyr

ttt agt aaa caa tca tgg ggc ctg gaa aat gag
Phe Ser Lys Gln Ser Trp Gly Leu Glu Asn Glu
20 25 30

tgt ¢ct aga caa gga aaa cct agt tac acc gtg
Cys Pro Arg Gln Gly Lys Pro Ser Tyr Thr Val

40 45
¢aa aca aac aaa agt att ccc act cag gaa aga
Gln Thr Asn Lys Ser Ile Pro Thr Gln Glu Arg
55 60
tca ggc caa ctt ctg aag ttt cta <ca gct gaa
Ser Gly Gln Leu Leu Lys Phe Leu Pro Ala Glu
70 75
att tat acc tgt att gtc aga agt ccc aca ttg
Ile Tyr Thr Cys Ile Val Arg Ser Pro Thr Phe
85 20
gcg aat gtc acc ata tat aaa aaa caa tca gat
Ala Asn Val Thr Ile Tyr Lys Lys Gln Ser Asp
100 105 110
cat ttg atg tat tca aca gta tet gga tca gaa
Tyr Leu Met Tyr Ser Thr vVal Ser Gly Ser Glu
120 128
tat tgt cct acc att gac cte tac aac tgg aca
Tyr Cys Pro Thr Ile Asp Lew Tyr Asn Trp Thr
135 140
ttt aag aat tgt cag gct ctt caa gga tca agg
Phe Lys Asn Cys Gln Ala Leu Gln Gly Ser Arg
150 155

t¢ca ttt tEg gtc att gat aat gtg atg act gag
Ser Phe Leu Val Ile Asp Asn val Met Thr Glu

25

aacaga atg ggg ttt
Met Gly Phe

tee
Ser
15

gct
Rla

gat
Asp

aat
Asn

gtt
Val

aat
Asn
oS

tgc
Cys

aaa
Lys

gca
Ala

tac
Tyr

gac
Asp

aca
Thr

tta
Leu

tag
Trp

cgt
Arg

gct
Ala
80

agg

aat
Asn

aat
Asn

cct
Pro

agg
Arg
160
gca
Ala

1

gca
Ala

att
Ile

catc
Tyxr

gtg
val
65

gat
Asp

act
Thr

gtt
val

tce
Ser

ctt
Leu
14%
g<g
Ala

ggc
Gly

gca
Ala

gta
Val

tac
Tvyr
S0

tct
Phe

L odud
Ser

gg9a
Gly

cca
Pro

aaa
Lys
130
gag
Glu

cac
His

gat
Asp

aag
Lys

aga
Arg
as

tca
Ser

gee
Ala

ggt
Gly

tat
TYyr

gat
Asp
115
att
Ile

tag
Trp

aag
Lys

tac

Tyr

55

103

151

199

247

295

343

391

439

487

S35

583



165
tgt
Cys

aaa
Lys

acc
Thr
180
acyg
Ala

ace
Thr

agy
Arg

acc
Ile

cca
Pro

gta
Val

aaa
Lys

aac
Asn
230
ttg
Leu

gga
Gly

cag
Gln

tte
Phe
24%
[
Phe

gac
Asp
260
ttec
Fhe

ggt
Gly

aat
Asn

agce
Ser

gtg
Val

aag
Lys

gaa
Glu

ttg
Leu

cat
His

g9¢
Gly
310
9ag
Glu

agt
Ser

aag
Lys
325
gtgtaagcag
ccataaaatyg
cctgtttgct
cgttggtttg
aactccetet

<210> 2
<211> 328
<212> PRT

ata
Ile

tce
Phe

cac
His
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170
aat
Asn

gaa
Glu

185

tEc
Phe
200
gce
Ala

tce
Ser

9ga
Gly
215
gca
Ala

aac
Asn

get
Ala

gee
Ala

cca
Pro

gaa
Glu

acg
Thr

cet
Pro

cta
Leu

gtc
Val

aga
Arg

gtc
Val

aag
Lys

caa
Gln

gca
Ala

act
Thr

tge
Cys
235

tgg
Trp

ctg
Leu
250
att
Ile

caa
Gln

265

ctyg
Leu
280
gat
Asp

999
Gly

gag
Glu
29S
Teg
Leu

aga
Arg

ttc
Phe

tgt
Cys

aatggagktgt
tgcttckctt
gggagctect
tctagaacac
gtgteacecge

<213> Homo sapiens

<400> 2

gct
dla

tta
Leu

agyg
Arg

tga

cta
Leu

kgt
Cys

tty
Leu

ctg
Leu

acc
Thr
315

cac
His

ggttccaaga
cttecgggatg
ctgetgctta
tcagctgctt
atgtgaaaqqg

aat
Asn

gga
Gly

gce
Ala
1920
caa
Gln

gakt
Asp

gag
Glu
205
gaa
Glu

aat
Asn
220
tct
Ser

ata
Ile

gect
Ala

tgc
Cys

ctt
Leu

aat
Asn

cag
Gln

caa
Gln

gag
Glu

gaa
Glu
270
gtt
val

atg
Met
285
tac
Tyr

gac
Asp

cag
Gln
300
gta
Val

gac
Asp

cta
Leu

aga
Arg

gatccatcaa
ttgtttgecty
aattgttcgt
ctttggtcat
aaatgcacca

26

175
aat
Asn

cat
Tyr

ttt
Phe

agc
Gly

aag
Lys

gaa
Glu

ctt
Phe

gga
Gly
2490
aca
Thr

gga
Gly
255

999
Gly

caa
Gln

tta
Leu

aga
Arg

tgt
Cys

ctg
Leu

agt
Ser

agg
Arg
320

gacaatggga
tctgatcttt
cctcececccac
ccttgttttc
acaaccgaaa

agt
Ser

tct
Ser

gtg
Val
225
aaa
Lys

aaa
Lys

aat
Ash

ata
Ile

gee
Ala
308
aaa
Lys

gtg
Val

acg
Thr
19%
ttt
Phe

ctyg
Leu
210
gaa
Glu

ate
Ile

act
Thr

ggc
Gly

att
Tle

aca
Thr

caa
Gln

agt
Ser
275
gac
Asp

gct
Ala
290
ctg
Leu

aat
Asn

aat
Asn

cca
Pro

gactttgatc acctgaactt tctctagcaa

atggcectgtyg
gtagactgtt
tcecctectat
taacttrtatg
acty

631

679

127

775

823

871

915

967

1015

1063

1123
1183
1243
1303
1357



Met Gly Phe
Ala Ala Lys

Ile vVal Arg
is
Tyr Tyr Ser
50
val Phe Ala
65
Asp Ser Gly

Thr Gly Tyr

Val Pro Asp

115

Ser Lys Ile
130

Leu Glu Trp

145
Ala His Lys

Gly Asp Tyr

Ser val Thr
155
Ser Leu Phe
210
Val Glu Ile
22%
Lys Gly Thr

Lys Ile Thr

Asn Gln Ser
275
Ile Ala Asp
290
Ala Leu Asn
305
Lys Asn Pro

<210>3
<211> 2058
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

Trp
Phe
20

Cys
Gln
Ser
Ile
Ala
100
Tyr

Tyr

Phe

Ser
Thr
180
hla

Pro

Gly

Gln

Asp
260
Phe
val

Leu

Ser

Ile
Ser
Pro
Thr
Gly
Tyr
85

Asn
Leu
Cys

Lys

Phe
165

Cys
Thr
Val
Lys
Phe
245
Phe
Ser
Lys
His

Lys
325
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Leu
Lys
Arg
Asn
Gln
70

Thr
val
Met
Pro
Asn
150
Leu
Lys
Arg
Ile
Asn
230
Leu
Gly
Asn
Glu
Gly

310
Glu

Ala
Gln
Gln
Lys
S5

Leu
Cys
Thr
Tyr
Thr

135
Cys

Val
Phe
Ser
Gly
215
Ala
Ala
Glu
Gly
Glu
295

Leu

Cys

Ile
Ser
Gly
Ser
Leu
Iie
Ile
Ser
120

Ile

Gln

Ile
Ile
Phe
200
Ala
Asn
Ala
Pro
Leu

280
Asp

Phe

27

Leu

Trp
25

Lys
Ile
Lys
Val

Tyr
105
Thr
Asp

Ala

Asp
His
185
Thr
Pro
Leun
val
Arg
265
Ala

Leu

Arg

Thr
10

Gly
Pro
Pro
Phe
Arg
20

Lys
Val

Leu

Leu

Asn
170
Asn
Val
Ala
Thr
Leu

250
Ile

cys
Leu

His

Ile
Leun
Ser
Thr
Leu
7%

Sex
Lys
Ser
Tyr
Gln
155
val
Glu
Lys

Gln

Cys
23%
Trp
Gln
Leu

Leu

Thr
318

Leu
Glu
Tyr
Gln
60

Pro
Pro
Gln
Gly
Asn

140
Gly

Met
Asn
Asp
Asn
220
Ser
Gln
Gln
Asp
Gln

300
Val

mMet
Asn
Thr
45

Glu
Ala
Thr
Ser
Ser
125

Trp

Ser

Thr
Gly
Glu
205
Glu
Ala
Leu

Glu

Met
285

Tyr

Arg

Tyr Ser Thr

Glu
30

Val
Arg
Glu
Phe
Asp
110
Glu
Thr

Arg

Glu
Ala
190
Gln
Ile
Cys
Asn
Glu
270
Val

Asp

Leu

15
hla

Asp
Asn
Val
Asn
95

Cys
Lys

Ala

Tyr

Asp
175
Asn
Gly
Lys
FPhe
Gly
255
Gly
Leu

Cys

Ser

Leu
Trp
Arg
Ala
80

Arg
Asn
Asn
Pro
Arg

160
Ala

TYr
Phe
Glu
Gly
240
Thr
Gln
Arg

Leu

Arg
320
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<222> (272)..(1942)

<223> AB012701
<400> 3
aaagagaggc tggctgttgt atttagtaaa getataaagc tgtaagagaa attggetttce €0
tgagttgtga aactgtgggc agaaagttga ggaagaaaga actcaagtac aacccaatga 120
ggttgagata taggctactc ttcoccaactce agtottgaag agtatcacca actgcoctcat 180
gtgtggtgac cttcactgtc gtatgccagt gactcatctg gagtaatctc aacaacgagt 240
taccaatact tgctcttgat tgataaacag a atg ggg ttt tgg ate tta gca 292
Met Gly Phe Trp Ile Leu Ala
1 S
att ¢tec aca att ctc atg tat tcc aca gca gca aag £ttt agt aaa caa 340
Ile Leu Thr Ile Leu Met Tyr Ser Thr Ala Ala Lys Phe Ser Lys Gln
10 i5 20
tca tgg ggc c¢tg gaa aat gag gct tta att gta aga tgt cct aga caa 3es
Ser Trp Gly Leu Glu Asn Glu Ala Leu Ile Val Arg Cys Pro Arg Gln
25 30 as

gga aaa cct agt tac acc gtg gat tgg tat tac tca caa aca aac aaa 436
Gly Lys Pro Ser Tyr Thr Val Asp Trp Tyr Tyr Ser Gln Thr Asn Lys

40 45 50 55

agt att cce act cag gaa aga aat ¢gt gtg ttt gocc tca gge caa cit 484
Ser Ile Pro Thr Gln Glu Arg Asn Arg Val Phe Ala Ser Gly Gln Leu

60 65 70
ctg aag ttt cta cca gcet gaa gtt get gat tet ggt att tat acc tgt 532
Leu Lys Phe Leu Pro Ala Glu Val Ala Asp Ser Gly Ile Tyr Thr Cys
75 80 85
att gte aga agt ccc aca ttc aat agg act gga tat geg aat gtc acc 580
Ile Val Arg Ser Pro Thr Phe Asn Arg Thr Gly Tyr Ala Asn Val Thr
90 95 100

ata tat aaa aaa caa tca gat tgc aat gtt cca gat tat ttg atg tat 628
Ile Tyr Lys Lys Gln Ser Asp Cys Asn Val Pro Asp Tyr Leu Met Tyr
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105 1190 115
tca aca gta tct gga LCA 9aa aaa aat tec aaa att tat tgt cct ace 676
Ser Thr Val Ser Gly Ser Glu Lys Asn Ser Lys Ile Tyr Cys Pro Thr
12¢ 125 13¢ 135
att gac ctc tac aac tgg aca gca cct <tt gag tgg ttt aag aat tgt 724
Ile Asp Leu Tyr Asn Trp Thr Ala Pro Leu Glu Trp Phe Lys Asn Cys
140 145 150
cag gct ottt caa gga tca agg tac agg gog cac aag tca ttt ctg gte 772
Gln Ala Leu Gln Gly Ser Arg Tyr Axg Ala His Lys Ser Phe Leu Val
155 lg0 165
att gat aat gtg atg act gag gac gca ggt gat tac acc tgt aaa ttt 820
Ile Asp Asn Val Met Thr Glu Asp Ala Gly Asp Tyr Thr Cys Lys Phe
170 175 180
ata cac aat gaa aat gga gcc aat tat agt gtg acg gcg acc agg tec 868
Ile His Asn Glu Asn Gly Ala Asn Tyr Ser Val Thr ala Thr Arg Ser
185 190 195
ttec acg gtc aag gat gag caa ggc ttt tet ¢tg ttt cca gta ate gga 91e
Phe Thr val Lys Asp Glu Gln Gly Phe Ser Leu Phe Pro Val Ile Gly
200 205 210 215
gce oct geca caa aat gaa ata aag gaa gtg gaa att gga aaa aac gca 964
Ala Pro Ala Gln Asn Glu Ile Lys Glu Val Glu Ile Gly Lys Asn Ala
220 225 230
aac cta act tgce tckt got tgt ttt gga aaa ggc act cag tte ttg get 1012
Asn Leu Thr Cys Ser Ala Cys Phe Gly Lys Gly Thr Gln Phe Leu Ala
235 240 245
goe gte ¢tg tgg cag ctt aat gga aca aaa att aca gac ttt ggt gaa 1060
Ala Val Leu Trp Gln Leu Asn Gly Thr Lys Ile Thr Asp Phe Gly Glu
250 255 280
cca aga att caa caa gag gaa ggg caa aat caa agt ttc age aat ggg 1108
Pro Arg Ile Gln Gln Glu Glu Gly Gln Asn Gln Ser Phe Ser Asn Gly
265 270 275
ctg get tgt cta gac atyg gttt tta aga ata got gac gtg aag gaa gag 1156
Leu Ala Cys Leu Asp Met Val Leu Arg Ile Ala Asp Val Lys Glu Glu
280 285 290 29S
gat tta ttg ctg cag tac gac tgt ctg goc ctg aat ttg cat gac ttg 1204
Asp Leu Leu Leu Gln Tyr Asp Cys Leu Ala Leu Asn Leu His Gly Leu
300 305 310
aga agg cac acc gta aga cta agt agg aaa aat cca att gat cat cat 1252
Arg Arg His Thr val Arg Leu Ser Arg Lys Asn Pro Ile Asp His His
315 320 3285
agc atc tac tge ata att gca gta tgt agt gta ttt tta atg cta atce 1300
Ser Ile Tyr Cys Ile Ile Ala Val Cys Ser Val Phe Leu Met Leu Ile
330 335 340
aat gtc ctg gtt atc atc cta aaa atg ttc tgg att gag geco act ctg 1348
Asn Val Leun Val Ile Ile Leu Lys Met Phe Trp Ile Glu Ala Thr Leu
345 350 355
ctc tgg aga gac ata gcot aaa ¢ct tac aag act agg aat gat gga aag 1386
Leu Trp Arg Asp Ile Ala Lys Pro Tyr Lys Thr Arg Asn Asp Gly Lys
360 365 370 37s
ctc tat gat get tat gtt gtce tac cca ¢gg aac tac aaa tec agt aca 1444
Leu Tyr Asp Ala Tyr Val Val Tyr Pro Arg Asn Tyr Lys Ser Ser Thr
380 385 380
gat ggg gcc agt cgt gta gag cac ttt gtt cac cag att ctg cct gat 1492
Asp Gly Ala Ser Arg Val Glu His Phe Val His Gln Ile Leu Pro Asp
295 400 405
gtt ctt gaa aat aaa tgt ggce tat acc tta tgco att tat ggg aga gat 1540
val Leu Glu Asn Lys Cys Gly Tyr Thxr Leu Cys Ile Tyr Gly Arg Asp
410 415 320
atg cta cct gga gaa gat gta gtc act gca gty gaa acc aac ata cga 1588
Met Leu Pro Gly Glu Asp Val Val Thr Ala Val Glu Thr Asn Ile Arg
425 430 435
aag agce agg cgg cac att tte ate ¢tg acc ¢Cct ¢€ag atc act cac aat 1636
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Lys Ser
440

aag gag
Lys Glu

cag aac
Gln Asn

ctg gac
Leu Asp

atg aaa
Met Lys
505
aaa agg
iys Arg
S20
cct gty
pro Val

gct gcc
Ala Ala

tttgaagett tcoetgactte tcoctagetgg cttatgeocoe tgcactgaayg tgtgaggage
gggaatatta aagggattca ggccac

<210> 4
<211> 556
<212> PRT

Arg

(44 4
Phe

gac
Asp

atyg
Met
490
gta
Val

tee
Ser

cca
Pro

cag
Gln

Arg

gcc
Ala

gee
Ala
475
ctg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

agc
Ser

aag
Lys
555

<213> Homo sapiens

<400> 4

His

tcac
Tvr
460
aag
Lys

cag
GEln

999
Gly

aat
Asn

aaa
Lys
540
caa
Gln

Ile
445
9ag
Glu

gtg
Val

ger
Ala

acc
Thr

tcc
Ser
525
att
Ile

tag

ES 2375181 T3

Phe

cag
Gln

ata
Ile

gag
Glu

atc
Ile
510
aaa
Lys

cce
Bro

tgcctgetgt gatgtgcaaa gggatctggg

Ile

gag
Glu

ctt
Leu

geg
Ala
495
aag
Lys

tte
Phe

aga
Arg

Leu

gtt
Val

acc
Ile
480
ctk
Leu

tgg
Trp

tag
Trp

aag
Lys

30

Thr

gcc
Ala
465
gag
Glu

cag
Gln

agg
Arg

aag
Lys

gce
Ala
545

Pro
450
ckg
Leu

atg
Met

gac
Asp

gag
Glu

cac
His
530
tct
Ser

Gln Ile Thr

cac tgt gcc
His Cys Ala

gag gct ctg
Glu Ala Leu
485
tcc ctc cag
Ser Leu Gln
500
gac cac atc
Asp His Ile
515
gtg agg tac
Val Arg Tyr

agt ttg act
Ser Leu Thr

His

cte
Leu
470
age
Ser

cat
His
gece

Ala

caa
Gln

ccc
Pro
550

Asn
455
ate
Ile

gag
Glu

ctt
Leu

aat
Asn

atg
Met
535
teg
Leu

1684

1732

1780

1828

1876

1924

1972

2032
2058



Met
ala
Ile
Tyr
val
65

Asp
Thr
Val
Ser
Leu
145
Ala
Gly
Ser

Ser

Val
225

Gly
Ala
Val
Tyr
50

Phe
Ser
Gly
Pro
Lys
130
Glu
His
Asp
val
Leu

210
Glu

Phe
Lys
Arg
35

Ser
Ala
Gly
Tyr
Asp
115
Ile
Trp
Lys
Tyr
Thr
195
Phe

Ile

Trp
Phe
20

Cys
Gln
Ser

Ile

Ala
100

Tyr
Tyr
Phe
Ser
Thr
180
Ala

Pro

Gly

Ile
Ser
Pro
Thr
Gly
TYxr
85

Asn
Leu
Cys
Lys

Phe
16S

Cys
Thr
Val

Lys

ES 2375181 T3

Leu
Lys
Arg
Asn
Gln
70

Thr
val
Met
Pro
Asn
150
Leu
Lys
BRrg

Ile

Asn
230

Ala
Gln
Gln
Lys

55
Leu

Cys
Thr
Tyr

Thr
135

Cys
val
Phe
Ser
Gly

215
Ala

Ile
Ser
Gly
40

Ser
Leu
Ile
Ile
Ser
120
Ile
Gln
Ile
Ile
Phe
200
Ala

Asn

31

Leu

Trp
25

Lys
Ile
Lys
val

Tyr
105
Thr
Asp
Ala
Asp
His
188
Thr

Pro

Leu

Thr
10

Gly
Pro
Pro
Phe
Arg
90

Lys
Val
Leu
Leu
Asn
170
Asn
Val

Ala

Thr

Ile
Leu
Ser
Thr
Leu
75

Ser
Lys
Ser
Tyr
Gln
155
Val
Glu
Lys

Gln

Cys
235

Leu
Glu
Tyr
Gln
60

Pro
Pro
Gln
Gly
Asn
140
Gly
Met
Asn
Asp
Asn

220
Ser

Met
Asn
Thr
45

Glu
Ala
Thr
Ser
Ser
125
Trp
Ser
Thr
Gly
Glu
205
Glu

Ala

Tyr Ser
15

Glu Ala

30

Val Asp

Arg Asn

Glu val

Phe Asn
95

Asp Cys

110

Glu Lys

Thr Ala

Arg Tyr

Glu Asp
175

Ala Asn

190

Gln Gly

Ile Lys

Cys Phe

Thr
Leu
TR
Axg
Ala
80

Arg
aAsn
Asn
Pro
Arg

160
Ala

Tyr
Phe
Glu

Gly
240



10

Lys
Lys
Asn
Ile
Ala
305
Lys
Ser
Phe
Lys
Arg
385
Val
Leu
Ala
Thr
Ala
465
Glu
Gln
Arg
Lys

Ala
545

<210>5

Gly
Ile
Gln
Ala
290
Leu
Asn
Val
Trp
Thr
370
Asn
His
Cys
Val
Pro
450
Leu
Met
Asp
Glu
His

530
Ser

<211> 2586

<212> ADN

Thr
Thr
Ser
275
Asp
Asn
Pro
FPhe
Ile
31ss
Arg
Tyr
Gln
Ile
Glu
435
Gln
His
Glu
Ser
Asp
515

Val

Ser

Gln
Asp
260
Phe
val
Leu
Ile
Leu
340
Glu
Asn
Lys
Ile

Tyr
420
Thr
Ile
Cys
Ala
Leu
500
His
Arg

Leu

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> CDS

<222> (202)..(1212)

<223> Fit-1

S

Phe
245
Phe
Ser
Lys
His
Asp
325
Met
Ala
Asp
Ser
Leu
405
Gly
Asn
Thr
Ala
Leu
485
Gln
Ile
Tyr

Thr

ES 2375181 T3

Leu
Gly
Asn
Glu
Gly
310
His
Leu
Thr
Gly
Ser
120
Pro
Arg
Ile
His
Leu
470
Ser
His
Ala

Gln

Pro
550

Ala
Glu
Gly
Glu
295
Leu
His
Ile
Leu
Lys
375
Thr
Asp
Asp
Arg
Asn
455
Ile
Glu
Leu
Asn
Met

535
Leu

Ala
Pro
Leu
280
Asp
Arg
Ser
Asn
Leu
360
Leu
Asp
Val
Met
Lys
440
Lys
Gln
Leu
Met
Lys
520

Pro

Ala

32

Val
Arg
265
Ala
Leu
Arg
Ile
Val
345
Trp
Tyr
Gly
Leu
Leu
425
Ser
Glu
Asn
Asp
Lys
S0%
Arg
Val

aAla

Leu
250
Ile

Cys
Leu
His
Tyr
330
Leu
Arg
Asp
Ala
Glu
410
Pro
Arg
Phe
Asp
MeL
490
Val
Ser

Pro

Gln

Trp
Gln
Leu
Leu

Thr
315

Cys
val
Asp
Ala
Ser
355
Asn
Gly
Arg
Ala
Ala
475
Leu
Gln
Leu

Ser

Lys
555

Gln
Gin
Asp
Gln
300
Val
Ile
Ile
Ile
Tyr
380
Arg
Lys
Glu
His
Tyr
460
Lys
Gln
Gly
Asn
Lys

540
Gln

Leu
Glu

Met
285

Tyr
Arg
Ile
Ile
Ala
365
Val
Val
Cys
Asp
Ile
445
Glu
Val
Ala
Thr
Ser

525
Ile

Asn
Glu
270
val
Asp
Leu
Ala
Leu
350
Lys
Val
Glu
Gly
Val
4390
Phe
Gln
Ile
Glu
Ile
510

Lys

Pro

Gly
255
Gly
Leu
Cys
Ser
Val
315
Lys

Pro

His
Tyr
415
Val
Ile
Glu
Leu
Ala
495
Lys
Phe

Arg

Thr
Gln
Arg
Leu
Arg
320
Cys
Met
Tyxr
Pro
Phe
400
Thr
Thr
Leu
Val
ile
480
Leu
Trp
Trp

Lys
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<400> 5
gggtagtctg aagagaccag aggaadggagc accaagtagce ctcagggccc tgggtrtatt 60
cttcccagec cttcatctgg gcotacactga tttcecttet ggaccctaca tcagacagcea 120
cacatcaacc gcctagtgga ctcaccgtta cctteoctgig ccattgeccat cggagagatc 180
tcggecateca atcactagea ¢ atg att gge aaa tgg aga atg ggg ctt tgg 231

Met Ile Gly Lys Trp Arg Met Gly Leu Trp

1 5 10
gct ttg gea att ctg aca gtt ccc atg tat tke ata gtg aca gag goc 279
Ala Leu Ala Ile Leu Thr Val Pro Met Tyr Phe Ile Val Thr Glu Gly

15 20 25

aga aaa aca LcC tgg ggt cta gaa aac dag gckt tta actt gtc aga tgcoc 327

33



Arg

cce
Pro

aca
Thr

aga
Arg

tat
Tyr

aat
Asn

atg
Met

tgt
Cys

aag
Lys
155
tat

Tyr

tgt
Cys

acc
Thr

act
Ile

aca
Thr
235
gtt
Val

aaa
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

gtg
val
31s
tgt
Cys

atccttttte tcagaggact gtgtgttata gottggtcecce aggggatica tcatgatcgt
gggattagtt ggccagtitc ctcaaatgtg tttttcatgt tgagaaagct ccttaaatct
ggtcrgtcca gaatgtttct gtettctaga aggactcetct gtcattgtat ctttoctetc

Lys

caa
Gln

aat
Asn
&0

qak
Asp

acg
Thr

gtc
val

atg
Met

cca
Pro
140
aac
Asn

ttg
Leu

cga
Arg

aga
Arg

aca
Thr
220
gca
Ala

gct
Ala

gca
Ala

atg
Met

gac
Asp
300
ata
Ile

cte
Leu

Thr

aga
Arg
45

gaa
Glu

cgt
Arg

tgt
Cys

ace
Thr

tac
Tyxr
125
aca
Thr

tgc
Cys

tte
Phe

tte
Phe

tca
Ser
205
aac
Asn

aac
Asn

ace
Val

aga
Arg

att
Ile
28s
ttc
Phe

agg
Aryg

tca
Ser

Ser
3o

gga
Gly

aga
Arg

ctg
Leu

gt
val

ata
Ile
110
teg
Ser

att
Ile

aaa
Lys

atc
Ile

act
Thr
190
tte
Phe

cct
Pro

att
Ile

ctg
Leu

att
Ile
270
tgc
Ccys

tce
Ser

cac
His

caa
Gln

Trp

ggt
Gly

att
ile

2ag
Lys

atc
Ile
95

cat

Tyr

aca
Thr

gcc
Ala

get
Ala

gac
Asp
17%
cac
His

aca
Thx

cca
Pro

gcc
Ala

tgg
Trp
255
caa
Gln

tta
Leu

ctg
Leu

cce
Pro

act
Ile
335

Gly

gcg
Ala

cct
Pro

tte
Phe
80

aga
Axrg

aaa
Lys

gta
Val

ttg
Leu

ctc
Leu
160
aaa
Lys

acg
Thr

gtt
val

cac
His

tgc
Cys
240
cayg
Gln

gaa
Glu

acc
Thr

aaa
Lys

gta
Val
120
gct
Ala
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Leu

att
Ile

act
Thr
65

cta
Leuw

agce
Ser

aga
Arg

gat
asp

tat
Tyr
1345
caa
Gln

gtg
Val

gayg
Glu

gaa
Glu

aac
AsSnh
225
tca
Ser

att
Ile

gag
Glu

tca
Ser

tat
Tyxr
308
aga
Arg

tga

Glu

aac
AsSh
50

caa
Gln

cca
Pro

cee
Pro

cca
Fro

gga
Gly
130
aat
Asn

= 1= 1]
Gly

agt
Ser

aac
Asn

gaa
Glu
210
tac

TYr

gct
Ala

aac
Asn

aaa
Lys

ctg
Leu
290
gac
Asp

ckqg
Leu

caaaattgge tgaatttgct gcaaaccaca

Asn
35

cct
Pro

aag
Lys

gcc
ala

gaa
Glu

cca
Pro
115
tca
s5er

tgg
Trp

cca
Pro

cat
His

gga
Gly
185
aaa
Lys

aca
Thr

tgc
Cys

aaa
Lys

gg9¢
Gly
275
tta
Leu

tgt
Cys

aga
Arg

34

Glu

gtg
Val

aga
Arg

aaa
Lys

teg
Ser
100
aac
Asn

gat
AsSp

aca
Thr

agg
Arg

gtt
Val
180
ace
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

ttte
Phe

acg
Thr
260
cca
Pro

agg
Arg

gtg
val

agg
Arg

Ala

gaa
Glu

aat
Asn

geg
val
85

att
Ile

tgc
Cys

aaa
Lys

gcg
Ala

ctte
Phe
165
gat
Asp

aat
Asn

tte
Phe

gaa
Glu

ggc
Gly
245
aga
Arg

aat
Asn

ata
Ile

gcc
Ala

aaa
Lys
325

Len

tgg
Trp

<99
Arg
70

gaa
Glu

aag
Lys

aaa
Lys

aat
Asn

cot
Pro
150

adyg
Arg

gaa
Glu

tac

Tyr

tct
Ser

gtg
Vval
230
aca
Thr

ate
Ile

aaa
Lys

act
Thr

atg
Met
310
caa
Gln

Ile

tat
Tyr
55

atc
Ile

gac
Asp

acc
Thr

atc
Ile

tee
ser
135
gtt
val

gca
Ala

ggt
Gly

att
Ile

aca
Thr
215
gaa
Glu

gcc
Ala

gga
Gly

agt
Ser

ggt
Gly
295
aac
BAsn

cca
Pro

Val
40
tat

Tyr

tte
Phe

tct
Ser

gga
Gly

cot
Pro
12¢
aag
Lys

cag
Gln

cac
His

gac
Asp

gtg
Val
200
tet
Phe

ata
Ile

tce
Ser

tct
Ser

tcc
Ser
280
gtg
Val

cat
His

agt
Ser

Arg

tca
Ser

gtc
val

999
Gly

tect
Ser
10%
gat
AsSp

ata
Ile

tag
Trp

atg
Met

tac
Tyr
185
act
Thr

cca
Pro

gga
Gly

cag
Gln

944
Phe
265
agce
Ser

acc
Thr

cac
His

aag
Lys

cys

aat
Asn

cca
Ser

att
Ile
90

Lty
Leu

tac

Tyr

aca
Thy

ttt
Phe

tce
Ser
170
aca
Thx

gcc
Ala

gta
Vval

aaa
Lys

tte
Phe
250

ggc
Gly

aat
Asn

gac
Asp

gga
Gly

qag
Glu
330

375

423

471

519

567

615

661

711

759

807

855

903

951

999

1047

1085

1143

1181

1242

1302
13562
1422



tctgtcteee
gttctctcta
agtcaccetr
taaccctace
tggatgacca
acactctett
tcttaacrtte
catagtgata
gtacctattg
tggttctgtt
ctagagttcc
¢ccagccagga
ataaagtaga
ggtcttaggc
gtgttatgag
gtctcaccag
cagatttctg
ttctgtakte
gttgctatec
cgtgtctgte

<210>6
<211> 336
<212> PRT

cttgtccrtg
ctectteticco
tgcacatgct
gtgtttcree
acttgatccc
atgatactaa
tttcaaatat
tgtggggcat
gataccatca
tgtcttcttt
acctggettt
cgtttctegt
gtttgattca
atccaccect
atggtggagg
gcacaacctt
agtattctct
gttttgtttg
aaatcaatgt
gttgttgaat

<213> Rattus norvegicus

<400> 6
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ttcteccteac
cttatctctg
acaagggaca
ctttgtgact
attttaaaag
ccactgcctce
caagagggtg
ttattgggat
agctgtgtca
ggrttgtette
gecctctcagg
tttggtctca
taggtagecca
tataatgctyg
tcatggcaca
gagtcctcac
agttacattt
tgtgtggttc
atctgtactg
gata

ggtccteece
ggciccttct
ttggtgtiga
cttgtaacayg
agtagagaaa
aatggcaata
tggaagggag
taagatattg
ctgcctgaag
aactatagayg
tccectgggakct
attttagagce
gagtitgtgac
ttacccaggy
ttetatagga
tgctcteocte
gtatctgaac
tgtatttcee
cttcatcaac

35

atcectteac
cacctgttag
Cactgggttyg
daaacaactt
acatgatatt
caactaatgt
agagacactg
attaaatgat
tggtagttgg
accattctge
aaagccatat
ctectggetteg
tcatagatag
tgactgtgga
aaagagaagc
tgccaacaqgqg
tatatttgtg
agattattct
acagcctgtc

cttccttcac
tggcttctec
gaagcagtaa
acacattagg
tttaccctta
aaaaacatta
actctaagct
tagggtgggyg
gatttteetete
tcttgaactc
gtcaccttac
taagatteLt
gttttagtga
ccacagcact
caagccccta
acctrttgre
ttatctgtaa
taattcacct
aaataaaagt

1482
1542
1602
1662
1722
1782
1842
1502
1962
2022
2082
2142
2202
2262
2322
2382
2442
2502
2562
2586
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Met
val
Leu
Ile
Thr
65

Leu
Ser
Arg
Asp
Tyr
145
Gln
Val
Glu
Glu
Asn
225
Ser

Ile

Glu

Ser

Tyr
305
Arg

<210>7
<211> 2065
<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<220>
<221> CDS

Ile
Pro
Glu
Asn
50

Gln
Pro
Pro
Pro
Gly
130
Asn
Gly
Ser

Asn

Glu
210

TvYr
Ala
Asn

Lys

Leu
2%0
Asp

Leu

Gly
Met
Asn
35

Pro
Lys
Ala
Glu
Pro
115
Ser
Trp
Pro
His
Gly
1585
Lys
Thr
Cys
Lys

Gly

275
Leu

Arg

<222> (275)..(1975)

Lys
Tyr
20

Glu
Val
Arg
Lys
Ser
100
Asn

Asp

Thr

val
180
Thy
Gly
val
Phe
Thr

260
Pro

Arg
Val

Arg

Trp
Phe
Ala
Glu
Asn
val

85
Ile

Cys
Lys
Ala
Phe
165
Asp
Asn
Phe
Glu
Gly
245
Arg

Asn

Ile
Ala

Lys
325
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Arg
Ile
Leu
Trp
70

Glu
Lys
Lys
Asn
Pro
150
Glu
Tyr
Ser
val
230
Thr
Ile

Lys

Thr

Met
310
Gln

Met
Val

Jle

Tyr
55

Ile
Asp
Thr
Ile
Ser
135
Val
Ala
Gly
Ile
Thr
215
Glu
Ala

Gly

Ser

Gly
29%
Asn

Pro

Gly
Thr

Val
40

Tyr
Phe
Ser
Gly
Pro
120
Lys
Gln
His
Asp
val
200
Phe
Ile
Ser

Ser

Ser

280
Val

His

Ser

36

Leu
Glu
25

Arg
Ser
val
Gly
Ser
108
Asp
Ile
Trp

Met

Tyr
185
Thr
Pro
Gly
Gin
Phe

2865
Ser

Thr
His

Lys

Trp Ala
10
Gly Arg

Cys Pro
Asn Thr

Ser Arg
75

Ile Tyr

S0

Leu Asn

Tyr Met
Thr Cys

Phe Lys
15%

Ser Tyr

170

Thr Cys

Ala Thr
val Ile

Lys Thr
235

Phe Vval

250

Gly Lys

Asn Gly

Asp Lys

Gly val

315
Glu Cys
330

Leu Ala
Lys Thr

Gln Arg
45

Asn Glu

60

Asp Arg

Thr Cys
val Thr
Met Tyr
125
Pro Thr
140
Asn Cys
Leu Phe
Arg Phe
Arg Ser
205
Thr Asn
220
Ala Asn
Ala VvVal
ala Arg

Met Ile

285
Asp Phe
300
Ile Arg

Leu Ser

Ile
Ser

30
Gly

Leu
Val
Ile
110
Serx
Ile
Lys
Ile
Thr
190
Phe
Pro
Ile

Leu

Ile
270

Cys

Ser
His

Gln

Leu
15

Trp
Gly
Ile

Lys

Ile
95

TYT
Thr
Ala
Ala
Asp
175
His
Thr

Pro

Ala

Trp
25%
Gln

Leu

Leu
Pro

Ile
335

Thr
Gly
Ala
PYro
Phe
80

Arg
Lys
val
Leu
Leu
i60
Lys
Thr
val
His
Cys
240
Gln
Glu

Thr

Lys

Val
320
Ala



<223> Fit-1M

<400> 7

aggagaaaag
tttaaaatag
agatgcacct
acatcagaca
catcggagag

ggg ctt tgg
Gly Leu Trp
10
aca gag ggc
Thr Glu Gly
25

gtec aga tgc
Val Arg Cys
40

cat tca aat
Tyr Ser Asn

ttc gtc tca
Phe Val Ser

tct ggg att

Ser Gly Ile
50

gga tct ttg

Gly Ser Leu

10s

ect gat tac

Pro Asp Tyr

120

aag ata aca

Lys Ile Thr

cag tgg ctt
Gln Trp Phe

cac atg tce

His Met Ser

170

gac tac aca

Asp Tyr Thr
185
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actgggatat gctagecttgc
acagacatag aggctttggg
acccecggeagyg gatgaaatce
gcacacatca accgcctagt
atctcggeoca tcaatcacta

gct ttg geca att ¢tg
Ala Leu Ala Ile Leu
15
aga aaa aca tce tgg
Arg Lys Thr Ser Trp
30
ccc caa aga gga ggt
Pro Gln Arg Gly Gly
45
aca aat gaa aga att
Thr Asn Glu Arg Ile
60
aga gat cgt ¢tg aag
Arg Asp Arg Leu Lys
75
tat acg tgt gtt atc
Tyr Thr Cys Val Ile
95
aat gtc ace ata tat
Asn Val Thr Ile Tyr
110
atg atg tac tcg aca
Met Met Tyr Ser Thr
125
tgt cca aca att gcc
Cys Pro Thr Ile Ala
140
aag aac tgc aaa gct
Lys Asn Cys Lys Ala
155
tat ttg ttc att gac
Tyr Leu Phe Ile Asp
175
tgt cga ttc act cac
Cys Arg Phe Thr His
150

tagctecage aageggeggt atgegcggtce
ggagaggaag aagtgectgg gatgaagaag
ctaagctacac tgatttetet tttggaccect
ggactcaccg ttaccttcocct gtgccattge
gcac atg att gg9c aaa tgg aga atg
Met Ile Gly Lys Trp Arg Met

aca
Thr

ggt
Gly

gcg
Ala

cct
FPro

ttc
Phe
a0

aga
Arg

aaa
Lys

gta
Val

ttyg
Leu

cte
Leu
150
aaa
Lys

acg
Thr

37

1
att
Val

cta
Leu

att
Ile

act
Thr
65

cta
Leu

agc
Ser

aga
Arg

gat
Asp

tat
Tyr
145
caa
Gln

gtg
val

gag
Glu

cce
Pro

gaa
Glu

aac
AsST
50

caa
Gln

cca
Pro

cet
Pro

cca
Pro

gga
Gly
130
aat
AsSn

g399
Gly

agt
Ser

aac
Asn

atg
Met

aac
Asn
35

cct
Pro

aag
Lys

gcc
Ala

gaa
Glu

cca
Pro
115
tca
Ser

tgg
Trp

cca
Pro

cat
His

gga
Gly
155

tat
TYYr
20

gag
Glu

gtg
Val

aga
Arg

aaa
Lys

ceg
Ser
100
aac
Asn

gat
Asp

aca
Thr

agg
Arg

gtt
val
180
acce
Thr

5
tte
Fhe

get
Ala

gaa
Glu

aac
Asn

gtg
val
B85

att
Ile

tge
Cys

aaa
Lys

gc¢g
Rla

tte
Phe
165
gat
Asp

aat
Asn

ata
Ile

tta
Leu

tag
Trp

cgg
Arg
70

gaa
Glu

aag
Lys

aaa
Lys

aat
Asn

cct
Pro
150
agg
Arg

gaa
Glu

tac

Tyr

gtg
Val

att
Ile

tat
Tyr
55

atc
Ile

gac
Asp

acc
Thr

atc
Ile

tce
Ser
135
gtt
Val

gca
Ala

ggt
Gly

att
Ile

60
120
180
240
29%

343

391

439

487

538

583

631

€79

727

175

823

871



gtg
val
200
tEt
Phe

ata
Ile

tct
Ser

tct
Ser

teco
Ser
280
gtg
val

cat
His

atc
Ile

cta
Leu

gag
Glu
360
aat
Asn

€gg

act
Thr

tac

Tyr

agc
Ser
440
aLg
Met

agc
Ser

cct
Pro

cte
Leu

cac
His

act
Thr

cca
Pro

g9a
Gly

cag
Gln

cte
Phe
265
age
Ser

acc
Thr

cace
His

gac
Asp

atg
Met
345
gtt
Val

gat
Asp

ggc
Gly

ctg
Leu

999
Gly
425
agt
Ser

atg
Met

gee
Ala

atg
Met

cag
Gln
508
gtg
Val

gce
Ala

gta
val

aaa
Lys

ttc
Phe
250
g9c -
Gly

aat
Asn

gac
Asp

g9a
Gly

cac
His
330
[ 4 o of
Phe

act
Ala

gg9a
Gly

age
Ser

ccc
Pro
110
aga
Arg

atc
Ile

cac
His

cte
Leu

ggt
Gly
490
cat
His

gcc
Ala

acc
Thr

art
Ile

aca
Thr
235
gt
val

aaa
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

gtg
val
3158
caa
Gln

ate
Ile

ctg
Leu

aag
Lys

gca
Ala
395
gac
Asp

gac
Asp

cag
Gln

agc
Ser

ate
Ile
475
9ag
Glu

ctt
Leu

gac
Asp

aga
Arg

aca
Thr
220
gca
Bla

gct
Ala

gca
Ala

atyg
Met

gac
Asp
3Q0
ata
Ile

agc
Ser

aat
Asn

ttc
Phe

ctc
Leu
360
gca
Ala

gtt
Val

ctg
Leu

aat
Asn

aaa
Lys
460
cag
Gln

gca
Ala

gty
Val

aaa
Lys

tca
Ser
205
aac
Asn

aac
Asn

gtc
Val

aga
Arg

att
Ile
285
ttc
Phe

agg
Arg

acc
Thr

gtc
Val

tgg
Txp
365
tat

Tyr

a99
Gly

ctc

ctg
Leu

agt
Ser
445
gag
Glu

aac
Asn

agc
Ser

aaa
Lys

cag
Gln
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tte
Fhe

cck
Pro

attc
Ile

ctg
Leu

act
Ile
270
tgc
Cys

tec
Ser

cac
His

tac

Tyr

ttg
Leu
is0
aga
Arg

gat
Asp

ace
Thr

gaa
Glu

cct
Pro
430
aga
Arg

ttt
Phe

aac
Asn

cga
Arg

atyg
Met
510
tct
Ser

aca
‘Thr

cca
Pro

gecc
Ala

tgg
Trp
255
caa
Gln

tta
Leu

ctg
Leu

cCcc
Pro

tac
TYr
335
gtg
Val

gat
Asp

gCt
Ala

ggc
Gly

aat
Asn
415

gg9
Gly

cgg
Arg

gec
Ala

tee
Ser

oty
Leu
495
cayg
Gln

cta
Leu

gtt
Val

cac
His

tgce
Cys
240
cag
Gln

gaa
Glu

ace
Thr

aaa
Lys

gta
val
320
ata
Ile

ata
Ile

ata
Ile

cac

Tyr

tct
Ser
400
aasa
Lys

caa
Glin

caa
Gln

tat

aag
Lys
480
cag
Gln

999
Gly

agc
Ser

38

gaa
Glu

aac
Asn
228
tca
Seyxy

att
Ile

gayg
Glu

tca
Ser

tatc
TYY
305
aga
Arg

gtt
Val

gte
val

atg
Met

acc
Ile
385
gtg
Vval

cgt
Cys

gat
Asp

gtg
Val

gaqg
Glu
465
gtg
Val

ctt
Leu

acc
Thr

tcc
Ser

gaa
Glu
210
tac

Tyr

gct
Ala

aac
Asn

aaa
Lys

ctg
Leu
2990
gac
Asp

ctg
Leau

gcc
ala

tta
Leu

gca
Ala
370
att
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

gcg
Ala

Tttt
Phe
450
cag
Gln

att
1le

ggg
Gly

ate
Ile

aaa
Lys

aaa
Lys

aca
Thr

tge
cys

aaa
Lys

ggc
Gly
275
tta
Leu

tgt
Cys

aga
Arg

gga
Gly

aaa
Lys
355
cct
Pro

tac
TyTr

tac

Tyr

tac

Tyx

gce
Ala
435
gtc
val

gag
Glu

ctg
Leu

gat
Asp

aaqg
Lys
515
tte
Phe

dg9c
Gly

gtg
val

ttt
Phe

acg
Thr
260
cca
Pro

agg
Axg

gtg
Val

agg
Arg

tgt
Cys
340
gty
Val

tac
Tyx

[arale
Pro

ttt
Phe

aag
Lys
420
act
Thr

ctyg
Leu

atc
Ile

att
Ile

ctg
Leu
500
tag
Trp

tgg
Trp

tee
Phe

gaa
Glu

ggc
Gly
245
aga
Arg

aat
Asn

ata
Ile

gce
Ala

aaa
Lys
328
agt
Ser

tte
Phe

aaa
Lys

€99
Arg

gt
Val
405
ttg
Leu

gcy
val

gcc
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu
485
caa
Gln

agg
Arg

aag
Lys

tct
Ser

gtg
Val
230
aca
Thr

attc
Ile

aaa
Lys

act
Thrx

atg
Met
310
caa
Gln

tta
Leu

tgg
Trp

acc
Thr

gtc
val
390
cac
His

£gc
Cys

gtg
val

cee
Pro

ctg
Leu
470
atg
Met

gat
Asp

gaa
Glu

cat
His

aca
Thr
215
gaa
Glu

gce
Ala

9g4
Gly

agt
Ser

ggt
Gly
255
aac
Asn

cca
Pro

tLg
Leu

att
Ile

cag
Gln
375
tEC
Phe

tac

Tyr

att
Ile

gaa
Glu

cac
His
455
cac
His

gag
Glu

tck
Ser

gac
Asp

gtg
Val

91%

967

1015

1063

11311

115%

1207

1255

1303

1351

1399

1447

1495

1543

1591

1639

1687

1735

1783

1831

1879



S20
aga tac caa atg
Arg Tyr Gln Met

gee get ©cg ttg
Ala Ala Pro Leu
555

525
cca gtc
Pro Val
540
agtc ggc
Ser Gly
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ccg aaa
Pro Lys

aag gtg
Lys val

aga
Arg

tgc
Cys
560

530
cce CcC
Pro Pro
545
ttg gac
Leu Asp

gtegtggact tgcctactca gagcetgggga atcccagceag
gtgaagactt gaaatgccaa gggtggggcec

<210> 8
<211> 566
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 8

39

aag atg gca
Lys Met Ala

ctg aaa cac
Leu Lys His
565

taggccecag aagtgaaggr

tect
Ser
550
ctt
Phe

S35
gte
Val

tga

1527

1975

203%
2065



Met
Val
Leu
Ile
Thr
65

Leu
Ser
Arg
Asp
Tyr
145
Gln
val
Glu
Glu
Asn
225
Ser
Ile
Glu
Ser
Tyr
30%

Val

Val

Ile
Pro
Glu
Asn
50

Gln
Pro
Pro
Pro
Gly
130
Asn
Gly
Ser
Asn
Glu
210
TYYE
Ala
Asn
Lys
Leu
290
ASD
Leu

Ala

Leu

Gly
Met
Asn
35

Pro
Lys
Ala
Glu
Pro
115
Ser
Trp
Pro
His
Gly
195
Lys
Thr
Cys
Lys
Gly

275
Leu

Cys
Arg
Gly

Lys
355

Lys
Tyr
20

Glu
Val
Arg
Lys
Ser
100
Asn
Asp
Thr
Arg
val
180
Thr
Gly
Val
Phe
Thr
260
Pro
Arg
val
Arg
Cys

340
vVal

Trp
Phe
Ala
Glu
Asn
Val
85

Ile
Cys
Lys
Ala
FPhe
165
Asp
Asn
Phe
Glu
Cly
245
Arg
Asn
Ile
Ala
Lys
325

Ser

FPhe
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Arg
Ile
Leu
Trp
Arg
70

Glu
Lys
Lys
Asn
Pro
150
Arg
Glu
Tyr
Ser
val
230
Thr
Ile
Lys
Thr
Met
310
Gln

Leu

Trp

Met
Val

Ile

Tyr
55

Ile
Asp
Thr
Ile
Ser
135
Val
Ala
Gly
Ile
Thr
215
Glu
Ala
Gly
Ser
Gly
295
Asn
Pro

Leu

Ile

Gly
Thr
Val
40

Tyr
Phe
Ser
Gly
Pro
120
Lys
Gln
His
Asp
Val
200
Phe
Ile
Ser
Ser
Ser
280
val
His
Ile

Leu

Glu
360

40

Leu
Glu
25

Arg
Ser
val
Gly
Ser
105
Asp
Ile
Trp

Met

Tyr
185
Thr
Pro
Gly
Gln
Phe
265
Ser
Thr
His
Asp
Met

345
val

Trp
10

Gly
Cys
Asn
Ser
Ile

20
Leu

Tyr
Thr
Phe
Ser
170
Thr
Ala
Val
Lys
Phe
250
Gly
Asn
Asp
Gly
His
310
Phe

Ala

Ala
Arg
Pro
Thr
Arqg
75

Tyr
Asn
Met
Cys
Lys
155
Tyr
Cys
Thr
Ile
Thr
235
val
Lys
Gly
Lys
Val
31s
Gln
Ile

Leu

Leu
Lys
Gln
Asn
60

Asp
Thr
Val
Met
Pro
1490
Asn
Leu
Aryg
Arg
Thr
220
Ala
Ala
Ala
Met
Asp
300
Ile
Ser

Asn

Phe

Ala
Thr
Arg
45

Glu
Arg
Cys
Thr
Tyx
125
Thr
Cys
Phe
Phe
Ser
205
Asn
Asn
Val
Arg
Ile
285
Phe
Arg
Thr

Val

Trp
365

Ile
Ser
30

Gly
Arg
Leu
Vval
Ile
110
Ser
Ile
Lys
Ile
Thr
120
Phe

Pro

Ile

Ile
270

Cys
Ser
His
TYE
Leu

350
Arg

Leu
15
Trp

Gly
Ile
Lys

Ile
95

Tyr
Thr
Ala
Ala
Asp
175
His
Thr

Pro

Ala

Trp
255
Gln
Leu
Leu
Pro
TYX
335
val

Asp

Thy
Gly
Ala
Pro
Phe
80

Arg
Lys
Val
Leu
Leu
160
Lys
Thr
Val
His
Cys
240
Gln
Glu
Thr
Lys
Val
320
Ile
Ile

Ile



Met
Ile

3185
val

Cys
Asp
Val
Glu
465
Val
Leu
Thr
Ser
Pro

545
Leu

Ala
370
Ile
Glu
Gly
Ala
Phe
450
Gln
Ile
Gly
Ile
Lys
530

Pro

Asp

Pro
Ty
Tyr
Tyr
Ala
435
Val
Glu
Leu
Asp
Lys
5158
Phe
Lys

Leu

Tyr
Pro
Phe
Lys
420
Thr
Leu
Ile

Ile

Leu
500

Trp
Trp
Met

Lys

Lys
Arg
val
405
Leu
Val
Ala
Ala
Glu
485
Gln
Arg
Lys

Ala

His
565
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Thr
Val
3150
His
Cys
Val
Pro
Leu
470
Met
Asp
Glu
His
Ser

550
Phe

Gln
378
Phe

Tyr
Ile
Glu
His
455
His
Glu
Ser
Asp
vVal

535
val

Asn
Arg

Thr

Ser
440
Met
Ser
Pro
Leu
His
520
Arg

Ala

41

Asp
Gly
Leu
Gly
425
Ser
Met
Ala
Met
Gln

505
Val

Ala

Gly
Ser
Pro
410
Arg
Ile
His
Leu
Gly
490
His
Ala
Gln

Pro

Lys
Ala
395
Asp
Asp
Gln
Ser
Ile
475
Glu
Leu
Asp

Met

Leu
555

Leu
380
Ala
vVal
Leu
Asn
Lys
460
Gln
ala
vVal
Lys
Pro

540
Ser

Tyr
Gly
Leu
Leu
Ser
445
Glu
AsSn
Ser
Lys
Gln
52%

val

Gly

Asp
Thx
Glu
Pro
430
Arg
Phe
Asn
Arg
Met
510
Ser
Pro

Lys

Ala
Gly
Asn
415
Gly
Arg
Ala
Ser
Leu
495
Gln
Leu

Lys

Val

Tyr
Ser
400
Lys
Gln
Gln
Tyr
Lys
480
Gln
Gly
Ser

aArg

Cys
560
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de prediccion in vitro del riesgo de mortalidad y/o de una nueva o degradada insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC) para un sujeto con una afeccién cardiovascular seleccionada del grupo que consiste en
ICC e infarto de miocardio (IM), comprendiendo el procedimiento:

la obtencion de un nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra biolégica que comprende suero del
sujeto; y

la comparacion de dicho nivel de proteina IL1RL-1 soluble con un valor predeterminado especifico para la
afeccion cardiovascular;

en el que un nivel elevado de proteina IL1RL-1 soluble comparado con el valor predeterminado es indicador de un
riesgo aumentado de mortalidad a los 30 dias y/o de una nueva o degradada ICC a los 30 dias y la proteina IL1RL-1
soluble es un producto de expresién de una secuencia de acido nucleico tal como se expone en la SEC ID N°: 1.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el nivel de proteina IL1RL-1 soluble se determina a las 12 horas
de un episodio de molestia isquémica o 1, 3, 12 6 24 horas después de este.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el nivel de proteina IL1RL-1 soluble se determina a las 6 horas
de un episodio de molestia isquémica o 1, 3, 12 6 24 horas después de este.

4. El procedimiento de la reivindicaciéon 1 que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra biolégica que comprende suero de un sujeto con un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno del mismo que se une especificamente a la proteina IL1RL-1 soluble; y

(b) medir la cantidad de anticuerpo unido y determinar a partir de esta si el nivel de dicha proteina IL1RL-1
soluble aumenta en comparacion con el nivel predeterminado.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se
marca con un marcador detectable.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 6 4, que adicionalmente comprende medir al menos otro biomarcador.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y 6, en el que el valor predeterminado especifico
para la afeccion cardiovascular es una pluralidad de intervalos de valores predeterminados y dicha etapa de
comparacién comprende determinar en cual de dichos intervalos de valores predeterminados se incluye el nivel de
dicho sujeto.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el sujeto ha recibido o recibe tratamiento para una afeccion
cardiovascular.

9. Un procedimiento de prediccién in vitro del riesgo de mortalidad y/o de una nueva insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC) o de un empeoramiento de ICC para un sujeto con una afeccién cardiovascular seleccionada del
grupo que consiste en ICC e infarto de miocardio (IM), comprendiendo el procedimiento:

la obtencion de un primer nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra que comprende suero de un
sujeto;

la obtenciéon de un segundo nivel de proteina IL1RL-1 soluble en una muestra posterior que comprende
suero del mismo sujeto; y

la comparacion del cambio en el nivel de la proteina IL1RL-1 con respecto a un valor predeterminado
especifico para la afeccion cardiovascular, en el que un cambio en el nivel de la proteina IL1RL-1 que
supere el valor predeterminado es indicador de un riesgo aumentado de mortalidad a los 30 dias y/o de una
nueva ICC o de un empeoramiento de ICC a los 30 dias.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el primer nivel se obtiene a las 24 horas de un IM.

11. El procedimiento de la reivindicacion 8 6 9, en el que el segundo nivel se obtiene aproximadamente 2 semanas
después del primero.

12. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que un cambio en el nivel de proteina IL1RL-1 soluble que supere
el valor predeterminado es indicador de un riesgo aumentado de una necesidad de trasplante cardiaco.

13. El procedimiento de la reivindicacion 9, que adicionalmente comprende medir al menos otro biomarcador en el
sujeto.
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14. El procedimiento de la reivindicacion 6 6 13, en el que el otro biomarcador es una catecolamina circulante,
angiotensina Il, creatinina, isoenzima de creatinina quinasa MB (CK-MB), proteina reactiva C (PRC), troponina, un
péptido natriurético o un indice de estrés oxidativo.

15. El procedimiento de la reivindicacién 1, 4 6 9, que adicionalmente comprende medir la troponina y el péptido
natriurético cerebral (PNC) en el sujeto.

16. El procedimiento de la reivindicacion 14 6 15, en el que la troponina es la troponina cardiaca I.

17. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que la catecolamina circulante es norepinefrina, dopamina o
epinefrina.

18. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que el péptido natriurético es el péptido natriurético cerebral (PNC)
o el péptido natriurético pro-atrial (PNProA).

19. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que el péptido natriurético es el péptido natriurético cerebral
(PNC).

20. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que el indice de estrés oxidativo es la adrenolutina o el
malondialdehido.

21. El procedimiento de la reivindicacién 1, 4 6 19, en el que la muestra biologica es una muestra de sangre o de
suero.

22. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que el sujeto ha recibido o recibe un tratamiento para una afeccién
cardiovascular.

23. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en el que la proteina IL1RL-1 soluble posee una
secuencia de la SEC ID N°: 2.
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