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DESCRIPCION
Ensayo para detectar feromonas peptidicas natriuréticas auriculares y cerebrales
Campo de técnico de la invencion

La invencidn se relaciona con métodos de ensayo Utiles para el diagnostico y/o el monitoreo del tratamiento de
condiciones cardiacas tales como insuficiencia cardiaca y con sustancias para uso en los métodos

Antecedentes de la invencién

La insuficiencia cardiaca congestiva (CHF) es un sindrome clinico provocado por una enfermedad cardiaca,
caracterizada por falta de aliento y retencion anormal de agua y sodio, y que trae como consecuencia edema. Esto
se presenta cuando el corazén es incapaz de generar un gasto cardiaco suficiente para satisfacer las demandas del
cuerpo sin un marcado incremento de la presién diastélica. Es una consecuencia de una enfermedad cardiaca que
perjudica la funcion sistélica o diastolica ventricular, o ambas. No es una Unica enfermedad sino la etapa final de
muchas formas diferentes de enfermedades del corazén, las mas comunes de las cuales son las enfermedades de
las arterias coronarias, hipertensién y diabetes (Kannel et al. 1994). La insuficiencia cardiaca se manifiesta por
sintomas de pobre perfusién tisular (por ejemplo, fatiga, pobre tolerancia al ejercicio) o congestion de los cauces
vasculares (por ejemplo, disnea, edema pulmonar, edema periférico) o ambos. El tratamiento de la insuficiencia
cardiaca se dirige en general hacia sus causas subyacentes.

La prevalencia de insuficiencia cardiaca sintomatica en la poblacién en general en Europa se estima que es
aproximadamente del 0,4 - 2%. Como la prevalencia se eleva rapidamente con la edad, se espera que el incremento
en las expectativas de vida tenga un mayor impacto sobre la incidencia de la insuficiencia cardiaca en el futuro
proximo. La forma asintomatica de la disfuncién sistélica ventricular izquierda se estima que es tan comin como
insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica (McDonagh et al. 1997).

Se ha encontrado que los pardmetros actuales de la rutina clinica e investigativa utilizados para el diagndstico de
insuficiencia cardiaca (examen clinico, electrocardiografia, rayos X de térax) son inadecuados debido a que el
diagnostico causa resultados que son falsos positivos (Remes et al. 1991). La ecocardiografia proporciona
informacién especifica sobre el diagndstico y prondstico, pero no es particularmente adecuada para seleccion o para
diagnosticos rapidos en el punto de atencion. Por lo tanto, existe la necesidad por nuevas pruebas de diagnéstico
para fallo cardiaco.

Una cantidad de estudios han demostrado la utilidad de la medicion de los péptidos individuales derivados de la
prohormona del péptido natriurético atrial (proANP) y la prohormona del péptido natriurético cerebral (proBNP) en el
diagndstico de insuficiencia cardiaca (Talwar et al 2000; De Lemos et al 2001; Daly et al 2002). El fallo cardiaco esta
asociado con niveles circulantes elevados de péptido natriurético atrial (ANP), péptido natriurético cerebral (BNP), un
fragmento del terminal N de proANP (NTproANP) y un fragmento del terminal N de proBNP (NT-proBNP) (Sagnella
1998). Altas concentraciones en plasma estan correlacionados con un prondstico pobre después de infarto de
miocardio e insuficiencia cardiaca (Omland et al 2002). Ademas, el monitoreo de los niveles en plasma de NT-
proBNP parece ofrecer una orientacidn mas poderosa en la terapia de insuficiencia cardiaca que el seguido por
parametros clinicos convencionales (Troughton et al 2000).

Sin embargo los métodos de diagnostico del estado del arte, tal como aquellos divulgados en WO 87/06938, WO
00/35951, WO 91/00292, US 5.786.163, EP 648 228 B1, WO 00/45176, WO 00/19207, US 6.124.430, EP 542 255
B1) o aquellos comercialmente disponibles, Unicamente pretenden medir, y Gnicamente son capaces de medir, un
solo péptido (ANP, BNP, NT-proANP o NT-proBNP) a la vez. Por ejemplo, el estado del arte divulga el uso del
receptor del receptor del ANP o el receptor de NPRA (GC-A) en ensayos para determinar péptidos natriuréticos,
pero no divulga ninguna determinacion simultanea de péptidos natriuréticos. La patente de los Estados Unidos
Numero 5.747.274 divulga la deteccidn simultanea de al menos tres marcadores cardiacos utilizando al menos tres
pares diferentes de anticuerpos monoclonales o policlonales, cada uno especifico para un marcador diferente. Por
consiguiente, estos ensayos producen multiples resultados. Por lo tanto, subsiste en el estado del arte la necesidad
por un medio confiable y sensible pero relativamente econémico y sencillo para detectar o diagnosticar fallo cardiaco
tal como insuficiencia cardiaca.

US-A-6117644 describe un método para diagnosticar rechazo de un trasplante cardiaco en un paciente que
comprende determinar el nivel de BNP o un fragmento del mismo en una muestra de fluido corporal del paciente.

Nishikimi et al (JACC 1995; 26: 1424 - 31) describe la medicion de los niveles en plasma de adrenomedulina en
pacientes con insuficiencia cardiaca para investigar el papel de la adrenomedulina en la fisiopatologia de la
insuficiencia cardiaca.

Qi et al (American Heart Journal 2001; 142: 725 - 732) describe un estudio que evalta el BNP y el ANP circulante y
la parte del terminal N de sus pro-péptidos como marcadores de hipotrofia ventricular izquierda y el incremento de
presion atrial en pacientes con estenosis aodrtica.
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Ruskoaho (Endocrine Reviews 2003; 24(3): 341 - 356) revisa hormonas cardiacas como herramientas de
diagnéstico en insuficiencia cardiaca.

Por lo tanto la presente invencién proporciona un método de andlisis que detecta la activacién o inactivacion de los
sistemas hormonales del ANP o del BNP mediante el andlisis tanto para péptidos derivados de proANP como de
proBNP en forma simultanea. Tanto los péptidos derivados de proANP como de proBNP pueden ser analizados en
la misma muestra, al mismo tiempo. El método produce un solo resultado y se realiza de manera similar que los
métodos del estado del arte. Ademas los presentes métodos de andlisis muestran mayor sensibilidad que los
métodos del estado del arte. AlUn mas, la presente prueba tiene una gran capacidad para producir un resultado
confiable del andlisis ya sea que el paciente esté en una fase temprana o en una fase tardia de insuficiencia
cardiaca. La féormula Unica del ensayo de la presente invencién, llevada a cabo de por si en forma simultanea, ofrece
una alternativa mas econdmica y rentable para los analisis disponibles permitiendo asi una mediacion confiable de
activacion o inactivacion tanto de los sistemas hormonales del ANP y del BNP.

Resumen de la invencién

Por lo tanto la presente invencion proporciona un método in vitro para determinar la activacion o inactivacion del
sistema hormonal del péptido natriurético atrial (ANP) y del péptido natriurético cerebral (BNP), comprendiendo el
método detectar en forma simultanea en una sola lectura o resultado la presencia o la cantidad de prohormonas del
péptido natriurético atrial y cerebral (proANP y proBNP) o fragmentos de las mismas en una muestra.

La invencion también provee:

- un agente que comprende:

@

(i) proANP (SEQ ID NO. 1), ANP (SEQ ID NO. 2) o NT-proANP (SEQ ID NO. 3);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud;

y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO. 4), BNP. (SEQ ID NO. 5), NT-proBNP (SEQ ID NO. 6);
(i) una secuencia homdloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud;

- un polinucledtido que comprende una secuencia que codifica al agente, o secuencia complementaria:
- un vector de expresion y una célula huésped que incluyen al polinucleétido;

- un proceso para producir al agente polipeptidico que comprende:

(a) cultivar la célula huésped bajo condiciones que permitan la expresién del polipéptido; y opcionalmente
(b) recuperar al polipéptido expresado;

- un método para identificar una sustancia que se enlaza especificamente con
@

(i) proANP (SEQ ID NO. 1), ANP (SEQ ID NO. 2) o NT-proANP (SEQ ID NO. 3);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO. 4), BNP (SEQ ID NO. 5), NT-proBNP (SEQ ID NO. 6);
(i) una secuencia homadloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud cuyo método comprende:
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(A) poner en contacto una sustancia candidata con (a) y (b) bajo condiciones que permitan el enlazamiento
especifico; y

(B) determinar si la sustancia candidata se enlaza con (a) y (b);

- un anticuerpo, fragmento o derivado del mismo que es capaz de enlazarse con ambos:
@

(i) proANP (SEQ ID NO. 1), ANP (SEQ ID NO. 2) o NT-proANP (SEQ ID NO. 3);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (i) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud; y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO. 4), BNP (SEQ ID NO. 5) o NT-proBNP (SEQ ID NO. 6);
(i) una secuencia homdloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud

- un proceso para elaboracion del anticuerpo;

- un soporte soélido que contiene al anticuerpo.

La invenciéon provee ademas métodos para diagnosticar insuficiencia cardiaca y/o monitorear el tratamiento de
insuficiencia cardiaca y un kit de diagnostico para uso en tales métodos.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Purificacion por medio de HPLC en fase reversa de una nueva proteina o agente peptidico de la invencién.
Figura 2a: Una curva de enlazamiento competitivo para el inmunoensayo de NT-proXNP.

Figura 2b: Desarrollo de titulos de anticuerpo en inmunizaciéon de una cabra utilizando una proteina de fusién de
GST de NT-proXNP2 como inmundgeno.

Figura 3: Niveles en suero de NT-proANP, NT-proBNP y NT-proXNP en pacientes con trastornos cardiacos.
Figura 4: Niveles en suero de NT-proANP, NT-proBNP y NT-proXNP en pacientes cardiacos.

Figura 5: Response de NT-proANP, NT-proBNP y NT-proXNP en plasma y rendimiento cardiaco (CO) en pacientes
de insuficiencia cardiaca a la terapia.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 secuencia de aminoacidos de proANP humano

SEQ ID NO: 2 secuencia de aminoacidos de ANP humano

SEQ ID NO: 3 secuencia de aminoacidos de NT-proANP humano

SEQ ID NO: 4 secuencia de aminoacidos de proBNP humano

SEQ ID NO: 5 secuencia de aminoacidos de BNP humano

SEQ ID NO: 6 secuencia de aminoacidos de NT-proBNP humano

SEQ ID NO: 7 secuencia de nucleétidos que codifica proANP humano
SEQ ID NO: 8 secuencia de nucleétidos que codifica ANP humano
SEQ ID NO: 9 secuencia de nucleétidos que codifica NT-proANP humano
SEQ ID NO: 10 secuencia de nucledtidos que codifica proBNP humano
SEQ ID NO: 11 secuencia de nucleétidos que codifica BNP humano

SEQ ID NO: 12 secuencia de nucleétidos que codifica NT-proBNP humano
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SEQ ID NO: 13 secuencia de amino&cidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP1
SEQ ID NO: 14 secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencién NT-proXNP2
SEQ ID NO: 15 secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencién NT-proXNP3
SEQ ID NO: 16 secuencia espaciadora de aminoacidos

SEQ ID NO: 17 secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP4
SEQ ID NO: 18 secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invenciéon NT-proXNP5
SEQ ID NO: 19 secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencién proXNP6
SEQ ID NO: 20: secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencién XNP7

SEQ ID NO: 21 secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP1

SEQ ID NO: 22 secuencia de nucledtidos que codifica NT-proXNP2

SEQ ID NO: 23 secuencia de nucledtidos que codifica NT-proXNP3

SEQ ID NO: 24 secuencia de nucledtidos que codifica NT-proXNP4

SEQ ID NO: 25 secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP5

SEQ ID NO: 26 secuencia de nucleétidos que codifica proXNP6

SEQ ID NO: 27 secuencia de nucleétidos que codifica XNP7

SEQ ID NO: 28 secuencia del iniciador

SEQ ID NO: 29 secuencia del iniciador

SEQ ID NO: 30 secuencia del iniciador

SEQ ID NO: 31 secuencia del iniciador

SEQ ID NO: 32 secuencia del iniciador

SEQ ID NO: 33 secuencia de aminoéacidos del receptor de GC-A humano

SEQ ID NO: 34 secuencia de aminoéacidos del dominio extracelular del receptor de GC-A humano
SEQ ID NO: 35 secuencia de aminoacidos del receptor de GC-B

SEQ ID NO: 36 secuencia de aminoacidos del receptor de GC-C

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se relaciona con un nuevo método de ensayo que es Util para diagnosticar y/o monitorear el
tratamiento de una enfermedad cardiaca, en particular insuficiencia cardiaca y con componentes y kits para uso en
el método. EI método permite la deteccion de la activacién o inactivacion del sistema hormonal del péptido
natriurético atrial (ANP) y el péptido natriurético cerebral (BNP) en un individuo en forma simultanea. Se utiliza un
método Unico de analisis. En general el método analiza en forma simultanea la presencia y/o la cantidad de péptidos
derivados de prohormonas de péptidos natriuréticos de tipo A y B en una muestra biolégica adecuada.

Términos y abreviaturas
proANP es una prohormona de péptido natriurético atrial;

proANP se procesa por medio de la escisién del fragmento del terminal N dentro del péptido natriurético atrial
maduro (ANP). proANP humano tiene 126 aminoacidos (proANP1.126)

SEQ IDNO: 1

NPMYNAVSNA DLMDFKNLLD HLEEKMPLED EVVPPQVLSE PNEEAGAALS PLPEVPPWTG EVSPAQRDGG
ALGRGPWDSS DRSALLKSKL RALLTAPRSL RRSSCFGGRM DRIGAQSGLG CNSFRY

ANP es un péptido natriurético atrial

ANP humano esta formado por los aminoacidos 99 a 126 de la prohormona (proANPgg.126)

5
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SEQ ID NO: 2

SLRRSSCFGG RMDRIGAQSG LGCNSFRY

NT-proANP es el fragmento del terminal N de proANP

El fragmento del terminal N de proANP humano esté formado por los aminoacidos 1 a 98 (proANP1.gg)
SEQ ID NO: 3

NPMYNAVSNA DLMDFKNLLD HLEEKMPLED EVVPPQVLSE PNEEAGAALS PLPEVPPWTG EVSPAQRDGG
ALGRGPWDSS DRSALLKSKL RALLTAPR

proBNP es la prohormona del péptido natriurético cerebral,

proBNP se procesa por medio de la escision del fragmento del terminal N dentro del péptido natriurético cerebral
maduro (BNP). proBNP humano tiene 108 aminoacidos (proBNP1-10s)

SEQ ID NO: 4

HPLGSPGSAS DLETSGLQEQ RNHLQGKLSE LQVEQTSLEP LQESPRPTGV WKSREVATEG IRGHRKMVLY
TLRAPRSPKM VQGSGCFGRK MDRISSSSGL GCKVLRRH

BNP es un péptido natriurético cerebral

BNP humano esta formado por los aminoacidos 77 a 108 de la prohormona (proBNP77.10s)

SEQ ID NO: 5

SPKMVQGSGC FGRKMDRISS SSGLGCKVLR RH

NT-proBNP es el fragmento del terminal N de proBNP

El fragmento del terminal N de proBNP humano esta formado por los aminoacidos 1 a 76 (proBNP1.76)
SEQID NO: 6

HPLGSPGSAS DLETSGLQEQ RNHLQGKLSE LQVEQTSLEP LQESPRPTGV WKSREVATEG IRGHRICMVLY
TLRAPR

proXNP es un agente de la invencion que comprende la secuencia de aminoacidos derivada u originada a partir
tanto de proANP como de proBNP

XNP es un agente de la invencion que comprende la secuencia de aminoacidos derivada u originada a partir tanto
de ANP como de BNP

NT-proXNP es un agente de la invencion que comprende la secuencia de aminoacidos derivada u originada a partir
tanto de NT-proANP como de NT-proBNP

NT-proXNP1 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP15-24 y proANPg;.gs
NT-proXNP2 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP1-37 y proANP2g.98
NT-proXNP3 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP10-29 y proANP2.g0
NT-proXNP4 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP1-76 y proANP1.gg
NT-proXNP5 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP10-29 y proANPgo-go

proXNP6 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP1-108 o una subsecuencia del mismo y proANP;.
126 0 Una subsecuencia del mismo

XNP7 es un agente de la invencion formado a partir de proBNP77-92 o una subsecuencia del mismo y proANP112-126
0 una subsecuencia del mismo.

Variantes de polipéptidos

Se hace referencia aqui a variantes de polipéptidos. Por ejemplo, se hace referencia a variantes de proANP, ANP,
NT-proANP, proBNP, BNP y NT-proBNP, en la descripcién de sustancias y agentes de enlazamiento de la
invencién. Se hace referencia también a variantes de los polipéptidos receptores de GC-A, GC-B y GC-C.
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El término "variante" se refiere a un polipéptido que tiene el mismo carécter esencial o una funcionalidad biolégica
basica que el polipéptido relevante. De este modo una variante es tipicamente capaz de complementar una 0 mas
actividades de ese polipéptido. Tipicamente una variante incluye una secuencia de aminoacidos que es homdloga a
toda o a una parte de la secuencia del polipéptido. En general una variante (homoéloga) tiene una secuencia de
aminoacidos con mas del 70% de identidad, preferiblemente al menos 75% u 80% o al menos 90% y particularmente
preferiblemente al menos 95%, al menos 97% o al menos 99% de identidad con la secuencia dada, por ejemplo
sobre una regién de al menos 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 200, 300, 400 0 mas aminoacidos contiguos.
Las variantes pueden incluir variantes alélicas, especies homélogas y la supresiéon, modificacion o adicién de
aminoécidos individuales o grupos de aminoé&cidos dentro de la secuencia de la proteina, siempre que el péptido
mantenga una funcionalidad biolégica basica del polipéptido objetivo.

Una variante alélica serd una variante que se presentarda en forma natural, por ejemplo, en un humano, y que
funcionara en una forma sustancialmente similar a la del polipéptido relevante. En forma similar, un homologo de la
especie de una proteina serd la proteina equivalente que se presenta naturalmente en otra especie y que retiene
una funcion bioldgica basica del polipéptido dado. Por lo tanto, por ejemplo, una variante de un polipéptido nativo o
de origen natural, tal como aquellos que pueden ser detectados en una muestra bioldgica, puede ser una variante
alélica o un homdlogo de la especie de otro polipéptido conocido.

Las variantes alélicas y los homdlogos de la especie pueden ser obtenidos, por ejemplo, por medio del sondeo de
una biblioteca elaborada a partir de células de la especie apropiada utilizando una sonda adecuada, para obtener
clones que codifican las variantes alélicas o de la especie. Los clones pueden ser manipulados por medio de
técnicas convencionales para generar un polipéptido que puede ser producido por medio de técnicas sintéticas o
recombinantes ya conocidas.

Las variantes pueden incluir polipéptidos que sean de mayor longitud que el polipéptido relevante. Una variante
puede incluir o consistir de al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, aminoacidos hasta por
ejemplo 500, 1000 o 2000 aminoacidos.

Una variante puede ser una proteina de fusion.

Las variantes pueden incluir sustituciones de aminoacidos, por ejemplo de 1, 2 6 3 hasta 10, 20 6 30 (6 10, 20, 30 6
40 hasta 50, 60 6 70) sustituciones. El polipéptido modificado generalmente retiene la habilidad para complementar
una o0 mas de las actividades de y/o la actividad antigénica del polipéptido objetivo. Pueden hacerse sustituciones
conservadoras, por ejemplo de acuerdo con la siguiente tabla. Los aminoacidos en el mismo bloque de la segunda
columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna pueden ser sustituidos entre si.

ALIFATICO No polar GAP
ILV
Polar no cargado | CSTM
NQ
Polar cargado DE
KR
AROMATICO HFWY

Las secuencias mas cortas de polipéptidos o fragmentos estan dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, un
péptido de al menos 6, 10, 12, 15, 17, 20, 25 aminoacidos o hasta 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 200, 300, 400 6 500
aminoacidos de longitud (dependiendo del tamafio del polipéptido objetivo) se considera que cae dentro del alcance
de la invencion siempre que demuestre una funcionalidad biolégica basica del polipéptido objetivo. En particular,
pero no exclusivamente, este aspecto de la invencién abarca la situacion en la cual cuando la proteina es un
fragmento de la secuencia completa de la proteina y puede representar un sitio de enlazamiento por otra molécula o
entidad, tal como una regién de enlazamiento del péptido, o un epitopo. Tales fragmentos pueden o no retener otras
funciones del polipéptido objetivo.

Las variantes de polipéptidos como las mencionadas aqui generalmente retienen una funcionalidad bioldgica basica
del polipéptido relevante. La variante puede retener una o mas de las actividades bioldgicas nativas o funciones del
polipéptido objetivo.

En particular, una variante como la mencionada aqui generalmente retiene una o mas de las caracteristicas de
enlazamiento del polipéptido relevante. Alternativa o adicionalmente, la variante puede retener una actividad
antigénica del polipéptido.

En una modalidad una variante exhibe al menos una de las propiedades de enlazamiento o de reconocimiento del
polipéptido objetivo. En particular una variante puede ser capaz de enlazarse con un producto que puede enlazarse
con el polipéptido por ejemplo un ligando, un receptor o un anticuerpo. De este modo, por ejemplo, una variante de
ANP o BNP puede ser capaz de enlazarse con el receptor de GC-A. En forma similar, una variante del receptor de
GC-A o GC-B puede enlazar ANP o BNP. Tipicamente una variante enlaza al producto con una afinidad que es al
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menos del 60%, tal como al menos 70, 80 6 90%, por ejemplo 95, 97 6 99% de la afinidad con lo cual el polipéptido
relevante se enlaza con el producto. Los ensayos adecuados de enlazamiento son conocidos en el arte.

Las variantes que tienen una actividad particular o caracteristica de enlazamiento del polipéptido dado pueden ser
identificadas con base en tales actividades o caracteristicas, por ejemplo a partir de una biblioteca de polipéptidos.

En una modalidad adicional una variante de polipéptido puede retener las propiedades antigénicas del polipéptido
objetivo. Tal variante puede, por ejemplo, ser capaz de generar una respuesta inmune en un individuo. La respuesta
inmune puede ser mediada por un anticuerpo y/o célula, tal como mediada por una célula T. De este modo una
variante puede ser capaz de elevar los anticuerpos que sean especificos para y enlazarse con el polipéptido
objetivo. Un péptido para generar una respuesta inmune puede ser identificado por medio de estudios de
inmunizacién, tipicamente en un modelo animal. Por ejemplo, un péptido candidato puede ser administrado a un
animal y después se puede determinar la respuesta del anticuerpo o célula T generada que es especifica para el
péptido. El antisuero generado después de la administracion de un péptido a un animal puede ser evaluado por la
capacidad para enlazar al péptido o para enlazar al polipéptido objetivo.

Una variante que tiene al menos una de las caracteristicas de enlazamiento de un polipéptido dado puede incluir al
menos una regién de enlazamiento del polipéptido. Tal regién de enlazamiento media en general el enlazamiento del
polipéptido con otro producto tal como un receptor o un anticuerpo. La region de enlazamiento puede ser externa o
interna al polipéptido dado. Por lo tanto una variante puede incluir un sitio de enlazamiento, epitopo o fragmento
antigénico del polipéptido relevante. Preferiblemente la region de enlazamiento en la variante retiene la
conformacién que tiene en el polipéptido relevante. En un aspecto las variantes son fragmentos. Por ejemplo los
fragmentos pueden ser de al menos 6 aminoacidos de longitud, preferiblemente al menos 10, tal como al menos 12
6 15 o hasta 20, 30 6 40 aminoacidos. Se pueden utilizar también fragmentos mayores tal como hasta de 60, 90, 100
6 200 aminoacidos. Tales fragmentos pueden de otra manera no demostrar una funcién o actividad celular del
polipéptido objetivo.

ANP y BNP

Los péptidos natriuréticos cardiacos ANP y BNP y los fragmentos del terminal N (NT-proANP y NT-proBNP) de
prohormonas del péptido natriurético tipo A y tipo B (proANP y proBNP) son liberados a la circulacion cuando el
corazén es sometido a sobrecarga de presion o de volumen. Su funcién es disminuir la carga y proteger el corazoén.
A pesar del hecho de que el corazon produce dos distintos péptidos natriuréticos biolégicamente activos (ANP y
BNP), cada uno derivado de su propio gen y regulado en forma diferente, sus efectos biolégicos son mediados por
las células objetivo por medio de un solo receptor, GC-A (NPRA) (Drewett et al. 1994). La activacion de ambos
sistemas hormonales ANP y BNP se refiere al favorecimiento de la expresion tanto de los genes de ANP como de
BNP o la produccién o incremento en concentraciones en plasma, mientras que la inactivacién de ambos sistemas
de ANP y BNP se refiere a la reduccion de la expresién de los genes tanto para ANP como para BNP o la
produccién o disminuye en la concentracion en plasma.

En la sobrecarga del volumen y la presion cardiaca, la expresion del gen para el ANP y los niveles circulantes de
ANP y NT-proANP son principalmente inducidos por la precarga incrementada del corazén, mientras que la
expresion del gen para BNP vy los niveles circulantes de BNP y NT-proBNP son principalmente sensibles a un
incremento de la poscarga (Yoshimura et al. 1993; Yasue et al. 1994). Ademas, los genes para ANP y BNP son
regulados en forma diferencial en las diferentes camaras del corazon (Dzimiri et al. 2002). Los niveles elevados en
plasma de ANP o NT-proANP estan asociados con sobrecarga atrial por ejemplo taquicardia, mientras que BNP y
NT-proBNP son mejores marcadores de sobrecarga ventricular por ejemplo estenosis adrtica. Los niveles circulantes
marcadamente elevados tanto de ANP como de BNP (y NT-proANP y NT-proBNP) sugieren una sobrecarga atrial y
ventricular combinada, como en cardiomiopatia combinada. De este modo, en situaciones fisiolégicas y
fisiopatolégicas la informacion mediada por ANP y BNP converge en la membrana celular objetivo para provocar una
cascada de sefializacion intracelular comin. Como ya se menciong, los analisis existentes miden uno de los analitos
a la vez (ANP, BNP, NT-proANP o NT-proBNP). Debido a que una mayor intensidad de los péptidos natriuréticos en
el diagnostico de enfermedades cardiacas recae en el alto valor predictivo negativo, el ensayo de combinacion de
ANP y BNP (o NT-proANP y NT-proBNP) en la presente invencién afiadira valor sobre aquel suministrado mediante
el andlisis de cualquiera de los analitos solos. El analisis secuencial de ANP y BNP (o NT-proANP y NT-proBNP)
seria innecesariamente complejo, incluido un doble esfuerzo para el control de calidad, y no es rentable.

La presente invencién provee nuevos métodos de diagnéstico y uso de los mismos que, por imitacion del sistema
regulador fisiolégico que actlda en el organismo, puede combinar la informacién obtenida a partir de la activacion o
inactivacion, respectivamente, de los sistemas hormonales del ANP y del BNP por un medio simple de medicion
simultdnea de una concentracion proporcionalmente acumulativa de péptidos derivados tanto de prohormonas del
péptido natriurético tipo A como del tipo B.

Métodos de andlisis

La invencion provee un método nuevo y sensible adecuado para diagnosticar y evaluar condiciones cardiacas tales
como insuficiencia cardiaca, que determina la activacion o inactivacion de los sistemas hormonales ANP y BNP. El
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método de la invencion se enfoca en la deteccidén o el monitoreo de los niveles combinados de proANP, proBNP y
fragmentos de los mismos en una muestra biolégica adecuada. De acuerdo con el método, los péptidos derivados
de u originados a partir tanto de proANP como de proBNP se analizan al mismo tiempo en una muestra dada. En
una modalidad se puede utilizar el método ya sea para propoésitos de diagndstico o para monitoreo del tratamiento.

Los péptidos derivados de proANP y proBNP incluyen NT-proANP, ANP, NT-proBNP, BNP asi como proANP y
proBNP. La muestra puede contener otros péptidos derivados también de las prohormonas por ejemplo por
protedlisis. Por ejemplo, otros péptidos pueden incluir proANP1.30, proANP3;1.67 0 proANP79.9s. Por lo tanto, en una
modalidad, cualquier combinacién de proANP, NT-proANP, ANP, proBNP, NT-proBNP y BNP, y opcionalmente otros
péptidos derivados, puede ser analizada en el método. En una modalidad la muestra puede contener péptidos
derivados de proANP sin péptidos derivados de proBNP o vice versa.

Ya que los péptidos se detectan simultaneamente, Gnicamente se requiere una sola lectura o resultado. El método
es adecuado para evaluar el riesgo y detectar fallo cardiaco tal como insuficiencia cardiaca, y para evaluar
tratamientos para insuficiencia cardiaca. Como tal es mas sensible, econémico y simple de llevar a cabo que los
métodos del estado del arte.

Los péptidos analizados en la invencion estan presentes en niveles normales de referencia en la poblacién general.
La activacion de los sistemas ANP y BNP se puede considerar que se presenta cuando el nivel combinado de
péptidos es mayor que su nivel de referencia normal. Por lo tanto, en cualquier formato particular de analisis, si el
resultado indica un nivel cualitativamente o cuantitativamente superior de péptidos que el nivel de referencia, esta
implicita la activacion del sistema. Por ejemplo, se puede calibrar un analisis por ejemplo utilizando un agente de la
invencién, de modo que se sabe que una lectura particular en el andlisis representa el nivel normal de péptidos. O el
andlisis puede ser de tal manera que un nivel normal o de referencia del péptido producird un resultado despreciable
o insignificante.

La inactivacion de los sistemas ANP y BNP, por ejemplo después de insuficiencia cardiaca quizas en respuesta a un
tratamiento médico, se presenta cuando el nivel combinado de péptidos cae del nivel elevado asociado con el
incidente cardiaco anterior. Por medio de la realizacion de andlisis seriales serd posible detectar una disminucion
cualitativa o cuantitativa en los niveles de péptidos. Sera posible determinar también la tasa de disminucion y para
evaluar la efectividad de un tratamiento dado.

Los métodos presentes son capaces de detectar simultaneamente tanto los péptidos derivados de proANP como de
proBNP. El cambio real en el nivel individual de péptidos puede ser por ejemplo A+ y B+, A+y B-, A-y B+, 0 A-y B-
(donde A representa los niveles de péptidos derivados de proANP y B representa los niveles de péptidos derivados
de proBNP).

Los presentes métodos de andlisis pueden ser cualitativos o cuantitativos. Por ejemplo, un analisis cuantitativo es
posible cuando se utiliza un agente de la invencién como antigeno que compite en un ensayo de competicion.

En general, el método presente comprende poner en contacto una muestra con una primera sustancia de
enlazamiento que es capaz de enlazar tanto péptidos derivados de proANP como de proBNP bajo condiciones que
permitan que ocurra tal enlazamiento. Se detectan luego cualquiera de los complejos de enlazamiento formados
entre la primera sustancia de enlazamiento y tales péptidos. Los medios de deteccion adecuados son conocidos en
el arte y se describen con mas detalle mas adelante.

Los péptidos que van a ser detectados son como los descritos anteriormente. En un aspecto son péptidos de origen
natural. Los péptidos proporcionan un indicador de activacion o inactivacion de los sistemas ANP y BNP. La primera
sustancia de enlazamiento es como se define aqui.

En una modalidad la primera sustancia de enlazamiento es una sustancia de enlazamiento bi u oligo-especifica
como se define aqui. Tal sustancia de enlazamiento es capaz de enlazarse tanto con péptidos derivados de proANP
como de proBNP. En una modalidad se utiliza esta primera sustancia de enlazamiento en el analisis cuando no se
utiliza un agente de la invencion en el analisis, por ejemplo como un antigeno que compite en un analisis de
enlazamiento competitivo. Los complejos de enlazamiento entre la primera sustancia de enlazamiento y los péptidos
en la muestra pueden ser detectados y se puede determinar la activacion o inactivacion como anteriormente.

En un aspecto, el presente método adicionalmente comprende poner en contacto una muestra con un agente de la
invencion como se describe aqui (XNP, proXNP, o NT-proXNP). El agente comprende péptidos derivados de o que
se originan a partir tanto de proANP como de proBNP y es capaz de enlazarse con la primera sustancia de
enlazamiento. Tal agente puede ser utilizado como un estandar para calibrar los presentes analisis. El agente puede
ser utilizado como un antigeno que compite en un ensayo de competicién. Los niveles de péptido en una muestra
dada pueden ser expresados por lo tanto en términos de concentracion del agente. Los formatos adecuados de
andlisis, los medios de deteccion y de cuantificacion son conocidos en el arte y se describen con mas detalle mas
adelante.

Los métodos de la invencién se aplican generalmente a una muestra, tipicamente una muestra bioldgica.
Tipicamente la muestra es una que es conocida o que se sospecha que es una muestra corporal de un individuo, tal
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como un humano. Una muestra puede ser una tomada de un individuo o paciente. La muestra puede incluir un fluido
corporal, por ejemplo sangre, suero, plasma, fluido cerebroespinal, orina, saliva u otro fluido biologico en el cual los
péptidos derivados de prohormonas e péptidos natriuréticos de tipo A y B pueden estar presentes. La muestra puede
ser una muestra humana. La muestra puede ser obtenida de un individuo o paciente utilizando un procedimiento
estandar o de rutina. La muestra puede ser por lo tanto de tal manera que se puede utilizar el andlisis para seleccion
diagndstica o monitoreo terapéutico o evaluacion. La muestra puede ser obtenida de un individuo o sujeto vivo.

Una muestra puede ser procesada antes de ser utilizada en el método. Por ejemplo, puede ser diluida, tipicamente
en agua, solucién salina o solucion salina que contenga un amortiguador (cualquiera de estos diluyentes puede
contener adicionalmente detergente).

Generalmente, el presente método se lleva a cabo en solucion acuosa. Sin embargo, en modalidades particulares
(algunas de las cuales son discutias mas adelante), la primera sustancia de enlazamiento, o el agente pueden ser
inmovilizados en un soporte sélido. Tipicamente tal soporte es la superficie del contenedor en el cual se lleva a cabo
el método, tal como la superficie de un pozo de una placa de microtitulacion. En otras modalidades el soporte puede
ser una lamina (por ejemplo una lamina de nitrocelulosa o de nylon) o un lecho (por ejemplo de Sefarosa o de latex).

En una modalidad el soporte sélido es una particula, barra o placa de microtitulacién. Se puede utilizar una placa
para ELISA.

La primera sustancia de enlazamiento o el agente pueden ser marcados con una etiqueta detectable. Los ejemplos
de etiquetas detectables han sido descritos aqui.

En principio, se puede emplear cualquier técnica adecuada de analisis en la presente invencion. Por ejemplo, los
métodos adecuados incluyen métodos de inmunoensayo, tanto competitivos como no competitivos, métodos de
enlazamiento de anticuerpo que emplean ya sea antigenos marcados como no marcados o sus analogos
(inmunoensayos), 0 sustancias de enlazamiento marcadas 0 no marcadas que reconocen sus antigenos o analogos
(ensayos inmunomeétricos y ensayos de enlazamiento del receptor), respectivamente. Se pueden utilizar ensayos
tipo sandwich.

Los métodos de métodos de inmunoensayo que pueden ser utilizados incluyen inmunoensayos de fluorescencia de
europio (FIA), ensayos por inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), ensayos
inmunoradiométricos, inmunoensayos con enzimas, ensayos inmunoenzimométricos, fluoroinmunoensayos
resueltos en el tiempo, ensayos inmunofluorométricos, inmunoensayos de quimioluminiscencia (CLIA),
inmunoensayos de electroquimioluminiscencia anoddicos o catodicos, diferentes ensayos de tiras reactivas de
quimica seca, inmunoensayos con base en particulas, inmunoensayos directos sin marcadores, tal como los
ensayos con base en resonancia de plasmones superficiales, ondas acUsticas superficiales y espectroscopia Raman
mejorada de superficie, inmunoensayos homogéneos tales como ensayos de proximidad con dos etiquetas
diferentes, tecnologia de chips, tecnologia de arreglos, inmunoensayos mejorados de particulas y otros
inmunoensayos de particulas, tanto de particulas marcadas como no marcadas de tamafio individual como dual. El
latex y el oro, en diferentes formas, pueden ser mencionados como ejemplos de particulas que son utilizadas. Las
determinaciones turbidométricas y nefelométricas son también formatos de ensayo posibles.

La tecnologia de membrana cromatografica también puede ser utilizada como formato para implementar la presente
invencion. El andlisis por membrana cromatogréfica incluye tanto un analisis lateral como de flujo a través suyo. Los
reactivos utilizados son inmovilizados ya sea en forma permanente como no permanente sobre la membrana donde
ellos tienen un papel muy distinto en las diferentes zonas del andlisis es decir una o multiples zona(s) para
reactivo(s), andlisis, control(es) etc. Los reactivos inmovilizados pueden ser sustancias de enlazamiento, el agente
de la invencidn, anticuerpo de la sustancia de anti-enlazamiento, anticuerpo anti-analito, anticuerpo anti-agente o
una etiqueta.

Los complejos de enlazamiento de la primera sustancia de enlazamiento con péptidos en la muestra o con el agente
pueden ser detectados utilizando una segunda sustancia de enlazamiento. Por ejemplo, la segunda sustancia de
enlazamiento puede ser un anticuerpo que por si mismo cuenta con una etiqueta detectable tal como aquellas
enlistadas més arriba. La segunda sustancia de enlazamiento puede ser una sustancia que cause precipitacion o
bien inmovilice y separe los complejos de la primara sustancia de enlazamiento.

Se describiran ahora modalidades particulares del presente método en forma mas detallada:

(a) Una modalidad utiliza un agente proXNP marcado como antigeno, junto con anticuerpo como primera sustancia
de enlazamiento que reconoce tanto péptidos derivados de prohormonas de péptido natriurético tanto de tipo A
como B como al agente. En tales métodos se afiade una cantidad constante conocida de agente marcado a la
muestra que contiene una cantidad desconocida de antigeno no marcado, es decir analito peptidico que va a ser
medido. Tanto el antigeno marcado como el no marcado se enlazan con la primera sustancia de enlazamiento, por
ejemplo en una forma competitiva y la medicion de la cantidad del agente marcado enlazado, cuando se compara
con la cantidad conocida afiadida de agente, puede ser utilizada para determinar cuanto antigeno no marcado esta
presente en la muestra reflejando asi la activacion o la inactivacion de ambos sistemas el ANP y el BNP como una
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medicion proporcionalmente acumulativa de péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de
tipo A como de tipo B.

(b) Otro tipo preferido de método utiliza una primera sustancia marcada de enlazamiento. En tales métodos, se
analiza el complejo de la primera sustancia marcada de enlazamiento y los péptidos derivados tanto de
prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B dando una medicién proporcionalmente acumulativa
de la cantidad de péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B en la
muestra. Un caso especifico es aquel en donde la primera sustancia de enlazamiento puede ser el receptor
natriurético GC-A o un fragmento o extension del mismo, un anticuerpo bi, oligoespecifico o bifuncional que
reconoce péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B como del
agente.

(c) Un tipo adicional de método se basa en el uso de un anticuerpo marcado con sustancia de enlazamiento, cuyo
anticuerpo puede ser producido en una especia animal diferente que el anticuerpo primario o secundario utilizado en
el caso de la sustancia de enlazamiento que contiene un anticuerpo.

(d) Un método adicional comprende (i) poner en contacto la muestra con un agente y una primera sustancia de
enlazamiento, que contiene la primera sustancia de enlazamiento marcada o que contiene agente marcado; y (ii)
detectar y /o determinar cuantitativamente el enlazamiento de la primera sustancia marcada de enlazamiento con el
agente no marcado o el agente marcado con la sustancia de enlazamiento que reconoce péptidos derivados tanto
de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B y al agente.

(e) Un método comprende poner en contacto una muestra, la cual se sabe o se sospecha que contiene péptidos
derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B con (en cualquier orden): (i) una
primera sustancia de enlazamiento que reconoce ambos péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido
natriurético de tipo A como de tipo B y un agente de la invencion; y (ii) una cantidad conocida del agente marcado,
gue actla como un antigeno, de tal manera que la etiqueta se enlaza con la sustancia de enlazamiento en una
cantidad que depende de la cantidad de péptidos no marcados derivados tanto de prohormonas del péptido
natriurético de tipo A como de tipo B presentes en la muestra; y analizar la cantidad de marcador enlazado y/o no
enlazado como una medida proporcionalmente acumulativa del nivel no marcado de péptidos derivados tanto de
prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B en la muestra.

() Un método de inmunoensayo convencional (por ejemplo radioinmunoensayo) puede comprender:

() la inmovilizacion sobre un soporte sélido de una primera sustancia de enlazamiento no marcada que reconoce y
enlaza péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B y un agente de la
invencion;

(i) la adicion de una muestra que contiene o que se sospecha que contiene los péptidos nativos objetivo derivados
tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B junto con una cantidad fija de agente
marcado, de tal manera que los péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de
tipo B y el agente marcado estan libres para competir por el enlazamiento con la sustancia inmovilizada de
enlazamiento;

(iii) la separacion del material inmovilizado (enlazado) del material no inmovilizado (no enlazado);
(iv) la determinacion de la cantidad de agente marcado enlazado a la sustancia de enlazamiento; y

(v) la comparacion de las cantidades de agente marcado enlazado o no enlazado en mezclas de analisis de
muestras de prueba con la sefial obtenida utilizando calibradores con una concentraciéon conocida de agente con el
proposito de determinar la concentracién proporcionalmente acumulativa de péptidos derivados tanto de
prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B en la muestra que esta siendo analizada.

(g) Alternativamente, el método (f) puede ser llevado a cabo en solucién, donde, se puede utilizar una segunda
sustancia de enlazamiento ya sea para precipitar o bien inmovilizar y separar los complejos primera sustancia de
enlazamiento-antigeno. Un ejemplo tipico de esto comprende:

(i) poner en contacto una muestra que contiene 0 que se sospecha que contiene los péptidos derivados de
prohormonas del péptido natriurético de tipo A y B que van a ser detectados con una primera sustancia de
enlazamiento que reconoce péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A y de tipo B o
el enlazamiento de los mismos de acuerdo con la invencién en presencia de una cantidad fija de un agente marcado
de la invencién;

(i) poner en contacto la mezcla resultante con una sustancia de enlazamiento secundaria inmovilizada que se
enlaza con la primera sustancia de enlazamiento;

(iii) separar el material inmovilizado del material no inmovilizado; y
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(iv) comparar las cantidades del agente marcado en el material inmovilizado o no inmovilizado con las cantidades
obtenidas utilizando calibradores con concentracién conocida del agente nuevo para determinar la concentracién
proporcionalmente acumulativa de péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como
de tipo B en la muestra que esté siendo analizada.

(h) También se prevé un andlisis inmunométrico que emplea el uso de un agente no marcado inmovilizado, un
ejemplo tipico del cual comprende:

(i) la inmovilizacion sobre un soporte sélido de un agente no marcado de la invencion;

(i) la adiciébn de una muestra que contiene o que se sospecha que contiene los péptidos objetivo derivados de
prohormonas del péptido natriurético tipo A y tipo B junto con una cantidad fija de sustancia de enlazamiento
marcada que reconoce péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B de
acuerdo con la invencion, de tal manera que los péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de
tipo A como de tipo B en la muestra estan libres para competir con el agente inmovilizado de la invencién por la
sustancia de enlazamiento marcada.

(iii) la separacion de la sustancia de enlazamiento marcada que reconoce péptidos derivados tanto de prohormonas
del péptido natriurético de tipo A como de tipo B que no esta enlazada al agente inmovilizado de la invencion;

(iv) la determinacion de la cantidad de sustancia de enlazamiento marcada enlazada al agente inmovilizado de la
invencion; y

(v) la comparacion de las cantidades de sustancia de enlazamiento marcada inmovilizada o no inmovilizada en las
mezclas de ensayo de muestras de prueba con la actividad obtenida utilizando calibradores con concentracion
conocida del agente de la invencion, con el propdésito de determinar la concentracion proporcionalmente acumulativa
de péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B en la muestra que esta
siendo analizada.

Por lo tanto la invencion provee métodos para la determinacion de la concentracién proporcionalmente acumulativa
de péptidos derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B en una muestra,
mostrando ya sea una activacion o una inactivacion tanto de los sistemas ANP como BNP.

La primera sustancia de enlazamiento

De acuerdo con el presente método, se analizan al mismo tiempo péptidos derivados tanto de proANP como de
proBNP al mismo tiempo en una muestra dada. Como anteriormente los péptidos derivados de proANP y proBNP
incluyen NT-proANP, ANP, NT-proBNP, BNP asi como proANP y proBNP. Una muestra puede contener otros
péptidos derivados también de las prohormonas por ejemplo por medio de protedlisis. Por ejemplo, otros péptidos
pueden incluir proANP1.30, proANP31.67 0 proANP7g.95. Por lo tanto en una modalidad, cualquier combinacion de
proANP, NT-proANP, ANP, proBNP, NT-proBNP y BNP, y opcionalmente otros péptidos derivados, pueden ser
analizados en el método.

Los presentes andlisis utilizan una primera sustancia de enlazamiento que reconoce o0 se enlaza con péptidos
derivados tanto de prohormonas del péptido natriurético de tipo A como de tipo B, tal como aquellos péptidos
descritos anteriormente. De este modo la sustancia es capaz de enlazarse tanto con proANP como con proBNP o
con variantes, incluidos fragmentos de ambas prohormonas. La primera sustancia de enlazamiento puede no
enlazar ambos juegos de péptidos con igual afinidad. La sustancia de enlazamiento se enlaza con proANP, ANP o
NT-proANP de origen natural y con proBNP, BNP, o NT-proBNP de origen natural. Por ejemplo puede enlazarse con
las SEQ ID Nos 1,2 6 3y las SEQ ID Nos 4, 5 6 6, o con variantes alélicas o especies homélogas de las mismas.
Alternativamente o adicionalmente, la sustancia puede enlazarse con uno o mas fragmentos de cualquiera de las
anteriores secuencias, por ejemplo fragmentos que incluyen un epitopo, fragmento antigénico, o un sitio de
enlazamiento. Tales fragmentos son discutidos mas detalladamente aqui.

La primera sustancia de enlazamiento es capaz de enlazarse tanto con:

@)

(i) proANP (SEQ ID NO. 1), ANP (SEQ ID NO. 2) o NT-proANP (SEQ ID NO. 3);
(i) una variante homologa de (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii);

como con

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO. 4), BNP (SEQ ID NO. 5) o NT-proBNP (SEQ ID NO. 6);

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2377122 T3

(i) una variante homologa de (i); o
(iii) un fragmento de (i) o (ii).
Las variantes y los fragmentos son como los definidos aqui.

La variante homologa (ii) tiene al menos 70% de identidad con (i), y/o el fragmento (iii) es de al menos 6
aminoacidos de longitud. En un aspecto la variante homéloga (ii) es una especie homéloga o una variante alélica de

0.

En una modalidad una sustancia de enlazamiento de acuerdo con la invencion es capaz de enlazarse con un
péptido que contiene o que consiste de los aminoacidos 7 a 23 del ANP y/o los amino&cidos 10 a 26 de BNP o
variantes de los mismos. Estas regiones del péptido forman una estructura conservada del anillo en las moléculas
nativas.

Una sustancia de enlazamiento puede enlazarse con un epitopo de proANP y/o proBNP. Por ejemplo, los epitopos
adecuados incluyen los aminoéacidos 5-13, 1-10, 15-25 y 27-32 de BNP y los aminoacidos 65-76 y 1-13 de NT-
proBNP o variantes de los mismos.

En una modalidad, una sustancia de enlazamiento es capaz de enlazarse con uno o mas péptidos seleccionados de
prOBNP1.37, proBNP15.24, pl’OBNPlo.zg, pI’OBNP77.92, pl’OBNPl.log, ProANP2g. gg, proANng.ge, proANP20-80, proANPso.
80, ProANP1.126 Y proANP112.126 0 Variantes de los mismos. Por ejemplo, una sustancia de enlazamiento puede ser
capaz de enlazarse tanto con proBNP15.24 como con proANPg;.g6, tanto con proBNP1.3; como con proANP2g.gg, tanto
con proBNP1g.29 como con proANP2g.gg, tanto con proBNP1g..9 como con proANPgo.go, tanto con proBNP 1108 cOMo
con proANP;.126 0 tanto con proBNP77.g2 como con proANP112.126. PoOr ejemplo, una sustancia de enlazamiento de
acuerdo con la invencion puede enlazarse con NT-proXNP1 (SEQ ID NO: 13), NT-proXNP2 (SEQ ID NO: 14), NT-
proXNP3 (SEQ ID NO: 15) NT-proXNP4 (SEQ ID NO: 17), NT-proXNP5 (SEQ ID NO: 18), proXNP6 (SEQ ID NO:
19) o XNP7 (SEQ ID NO: 20).

En aquellas modalidades de la presente invencién que utilizan un agente de enlazamiento de la invencion, la primera
sustancia de enlazamiento es también capaz de enlazarse con el agente de enlazamiento.

Los ensayos adecuados de enlazamiento para determinar el enlazamiento son conocidos en el arte. En general una
primera sustancia de enlazamiento es capaz de enlazar un péptido dado en una medida que puede ser utilizada en
un ensayo de enlazamiento y deteccién tal como aquellos descritos aqui. Por ejemplo, una sustancia de
enlazamiento adecuada puede enlazarse con al menos 50, 60, 70, 80, 90, 95 o 100% de la afinidad de enlazamiento
de un anticuerpo especifico con el péptido, o del receptor natriurético GC-A con el péptido, por ejemplo del receptor
GC-A con ANP o BNP.

La primera sustancia de enlazamiento como se la utiliza aqui puede ser una sola sustancia o una mezcla de
sustancias. Una sustancia de enlazamiento adecuada puede ser por ejemplo, un receptor o un anticuerpo, o
fragmentos o derivados de los mismos, con propiedades bi u oligoespecificas, o una mezcla de las mismas.

En un aspecto se utiliza una mezcla de sustancias de enlazamiento como una primera sustancia de enlazamiento en
modalidades donde se utiliza también un agente de la invencidon. Una mezcla puede incluir sustancias de
enlazamiento monoespecificas, biespecificas y/o oligoespecificas. Cualquier composicién adecuada de sustancias
de enlazamiento puede ser utilizada que permita la deteccion de péptidos derivados de proANP y proBNP de
acuerdo con los métodos presentes. Las sustancias de enlazamiento especificas del péptido derivado de pro-ANP y
las sustancias de enlazamiento especificas del péptido derivado de proBNP pueden estar presentes en cualquier
proporcion adecuada. Por ejemplo pueden estar presentes en iguales cantidades o capacidades de enlazamiento.
Alternativamente, cada una puede estar presente, por ejemplo, en 2, 3, 4, 5 hasta 10 veces la cantidad o capacidad
de enlazamiento de la otra. En una modalidad, se puede utilizar en un andlisis una mezcla 1:1 de sustancia de
enlazamiento especifica del péptido derivado de proANP por ejemplo anticuerpo y de sustancia de enlazamiento
especifica del péptido derivado de proBNP por ejemplo anticuerpo.

En modalidades donde el andlisis no incluye agente de la invencion se prefiere que la primera sustancia de
enlazamiento sea una sola sustancia de enlazamiento bi u oligoespecifica. Por lo tanto una primera sustancia de
enlazamiento para uso en tales modalidades puede ser una sola sustancia que sea de enlazamiento bi u
oligofuncional. Esa sola sustancia tiene la especificidad de enlazamiento de la primera sustancia de enlazamiento
como se expuso anteriormente. Puede por ejemplo, tener dos o mas sitios de enlazamiento para el ligando, o dos o
mas ligandos pueden enlazarse con un sitio en la sustancia con la misma o con diferentes afinidades. Por ejemplo
tal sustancia puede incluir un receptor o anticuerpo o fragmentos de cualquiera de ellos.

(a) Receptores

Un ejemplo de un receptor adecuado es el receptor natriurético GC-A. Una secuencia de GC-A humana puede ser
encontrada bajo el numero de acceso P 16066 (SEQ ID NO: 33). El receptor o un fragmento, extensiéon o derivado
del mismo puede ser producido por medio de métodos conocidos por aquellos capacitados en el arte (Misono et al.,
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1999). En resumen, el domino de enlazamiento del ligando extracelular del receptor (SEQ ID NO: 34) puede ser
producido por clonacién de la secuencia de ADN que codifica la secuencia de aminoacidos requerida para el
enlazamiento tanto de ANP como de BNP humano, dentro de un vector de expresion procariota 0 eucariota
adecuado, transfectando el vector dentro de una célula huésped apropiada, cultivando la célula huésped en un
medio de cultivo adecuado, y recolectando la proteina recombinante. La secuencia derivada del receptor puede ser
liberada por medio de digestién con la enzima, purificada con cromatografia de afinidad y HPLC en fase reversa e
identificada por medio del mapeo y secuenciacion del péptido.

El receptor de GC-B (nimero de acceso P20594, SEQ ID NO: 35) o ANPrecC o el receptor de despeje (nimero de
acceso P17342, SEQ ID NO: 36) pueden actuar también como una sustancia de enlazamiento.

Por lo tanto en una modalidad la primera sustancia de enlazamiento puede incluir:

(a) un receptor natriurético GC-A (SEQ ID NO: 33), GC-B (SEQ ID NO: 35) o GC-C (SEQ ID NO: 36);
(b) una variante homéloga de (a); o

(c) un fragmento de (a) o (b).

En un aspecto la primera sustancia de enlazamiento incluye un dominio de enlazamiento extracelular del receptor
natriurético GC-A (SEQ ID NO: 34) o una variante homologa de un fragmento del mismo.

Se puede utilizar una extension o derivado de cualquiera de las sustancias de enlazamiento anteriores. De este
modo, se puede modificar la estructura de la molécula, por ejemplo por medio de la adicion de un asa para facilitar la
union a un soporte sélido, manteniendo al mismo tiempo la capacidad de enlazamiento o las propiedades de la
molécula.

(b) Anticuerpos

La primera sustancia de enlazamiento puede incluir un anticuerpo o un fragmento o derivado de un anticuerpo. Por
lo tanto, en un aspecto la presente invencion se relaciona con un anticuerpo con la especificidad de enlazamiento
expuesta anteriormente.

Los anticuerpos pueden elevarse contra epitopos especificos de las secuencias dadas de péptidos. Un anticuerpo, u
otro compuesto, "se enlaza especificamente" con un polipéptido cuando este se enlaza con afinidad preferencial o
alta afinidad con la proteina o proteinas por lo cual es especifico pero no se enlaza especificamente Gnicamente con
baja afinidad con otros polipéptidos. Se conocen bien en el arte una variedad de protocolos para enlazamiento
competitivo 0 ensayos inmunométricos para determinar la capacidad especifica de enlazamiento de un anticuerpo
(ver por ejemplo Maddox et al, J. Exp. Med. 158, 1211 - 1226, 1993). Tales inmunoensayos involucran tipicamente la
formacion de complejos entre proteina especifica y anticuerpo y la medicion de la formaciéon de complejo.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencién puede incluir ya sea un anticuerpo completo o un fragmento del mismo y
tiene la especificidad de enlazamiento expuesta anteriormente. Los fragmentos incluyen a los fragmentos Fv, F(ab’)
y F(ab’)2, asi como anticuerpos de cadena sencilla. Un anticuerpo completo es tipicamente un anticuerpo que es
producido por cualquiera de los métodos para la produccién de un anticuerpo que se discuten aqui. Tipicamente el
anticuerpo es un anticuerpo de mamifero, tal como un anticuerpo de primate, humano, roedor (por ejemplo ratéon o
rata), conejo, ovino, porcino, equino, cabra o camello. El anticuerpo puede ser cualquier clase o isotipo de
anticuerpo, por ejemplo IgM, pero preferiblemente es IgG.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo biespecifico que sea capaz de enlazarse con dos antigenos diferentes, o un
anticuerpo oligoespecifico que se capaz de enlazarse con mas de dos antigenos diferentes. El anticuerpo puede
incluir un anticuerpo policlonal, monoclonal, oligoclonal, bifuncional o policlonal de reaccion cruzada como se explicé
anteriormente.

Un fragmento de anticuerpo completo que puede ser utilizado en el método incluye un sitio para enlazamiento del
antigeno, por ejemplo los fragmentos F(ab’) o F(ab)2. Tales fragmentos o anticuerpos pueden ser utilizados para
formar derivados de anticuerpo. Por ejemplo el anticuerpo completo o fragmento puede estar asociado con otras
fracciones, tales como enlazadores que pueden ser utilizados para unir dos 0 mas fragmentos o anticuerpos. Tales
enlazadores pueden ser enlazadores quimicos o pueden estar presentes en la forma de una proteina de fusién con
el fragmento o anticuerpo completo. Los enlazadores pueden ser utilizados por lo tanto para unir anticuerpos
completos o fragmentos que tengan las mismas o diferentes especificidades de enlazamiento, por ejemplo que
puedan enlazar los mismos o diferentes polimorfismos. El anticuerpo puede ser un "anticuerpo biespecifico" formado
por medio de la unién de dos dominios variables espalda con espalda. En una modalidad el anticuerpo es un
anticuerpo quimérico que contiene la secuencia de diferentes anticuerpo naturales, por ejemplo un anticuerpo
humanizado. Los anticuerpos bifuncionales pueden ser elaborados por medio de combinacion quimica de
fragmentos con las caracteristicas deseadas.
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Los anticuerpos de la invencion pueden ser producidos por medio de cualquier método adecuado. Por ejemplo,
anticuerpos, fragmentos o derivados de los mismos pueden ser producidos por seleccion de inmundgenos para
aumentar los anticuerpos, los anticuerpos que se acoplan quimicamente o fragmentos de anticuerpos, fusién
soméatica de hibridomas/esplenocitos monoclonales o técnicas recombinantes. Se pueden utilizar técnicas de
despliegue en fagos en la produccion de anticuerpos.

Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos son bien conocidos en el arte, ver por ejemplo Harlow y Lane
(1988) "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Por
ejemplo, se puede producir un anticuerpo elevando los anticuerpos en un animal huésped contra el polipéptido
completo o un fragmento del mismo, por ejemplo un epitopo antigénico del mismo, o "inmunégenao". El fragmento
puede ser cualquiera de los fragmentos mencionados aqui (tipicamente al menos 6 o al menos 10 6 15 aminoacidos
de longitud). Se puede utilizar un agente de la invencién para elevar los anticuerpos utilizando técnicas conocidas.

Un método para producir un anticuerpo policlonal comprende la inmunizacion de un animal huésped adecuado, por
ejemplo un animal experimental, con el inmundgeno y aislamiento de inmunoglobulinas del suero del animal. El
animal puede ser por lo tanto inoculado con el inmunégeno, se puede remover posteriormente sangre del animal y
purificar la fraccion de IgG.

Se producen anticuerpos monoclonales y policlonales por medio de la inmunizacion de un animal huésped adecuado
(por ejemplo un conejo, oveja, cabra, cerdo, pollo, conejillo de Indias, rata o ratén) con un inmunégeno. Por ejemplo,
el inmundgeno puede incluir un agente de acuerdo con la presente invencion. En una modalidad se administran uno
0 mas refuerzos de inmundgeno al animal. Por ejemplo, se pueden utilizar 1, 2, 3, 4 o mas refuerzos. Los métodos
de produccion de anticuerpos monoclonales o policlonales son bien conocidos por aquellos capacitados en el arte y
se puede utilizar cualquiera de estos métodos para preparar anticuerpos. Si se desea, se puede administrar el
inmundgeno como un conjugado, en el cual se acopla el inmundgeno, por ejemplo a través de una cadena lateral de
los residuos de aminoacido con un portador adecuado. La molécula portadora es tipicamente un portador
fisiologicamente aceptable.

Después de que el animal experimental ha producido anticuerpos policlonales se puede utilizar el suero diluido o se
pueden aislar las inmunoglobulinas deseadas del suero. En una modalidad el suero puede ser diluido antes de
usarlo. Las diluciones adecuadas pueden incluir por ejemplo, de 1:1000 a 1:500.000, por ejemplo de 1:20.000 a
1:80.000, 1:10.000 a 1:15.000 o de 1:50.000 a 1:60.000. En una modalidad la concentracion del anticuerpo utilizado
en un ensayo de la invencion es la misma que la concentracion de anticuerpo en tal dilucion de suero. El anticuerpo
obtenido puede ser aislado y, si se desea, purificado, por ejemplo hasta una pureza del 70% - 100%. Tipicamente el
animal se inocula con inmundgeno, se remueve la sangre y se purifica la fraccion de IgG.

Los métodos para producir anticuerpos monoclonales son también bien conocidos por aquellos capacitados en el
arte (Kdhler & Millstein 1975 Nature 256, 495 - 497). Tales métodos generalmente comprenden la inmortalizacién de
células lo que produce al anticuerpo reivindicado. Las células de hibridoma que producen anticuerpos monoclonales,
se producen por fusién de células de bazo de un animal inmunizado con células tumorales. Las células de hibridoma
resultantes se inmortalizan y las células producen al anticuerpo deseado. La célula inmortalizada que produce el
anticuerpo deseado puede ser seleccionada por medio de un procedimiento convencional. Los hibridomas pueden
ser cultivados en medio de cultivo o inyectados en forma intraperitoneal, por formacion de fluido de ascitis, o dentro
del torrente sanguineo de un huésped alogénico o inmunocomprometido.

Se pueden producir anticuerpos humanos por medio de inmunizacion in vitro de linfocitos humanos, seguido por
transformacion de los linfocitos con el virus de Epstein-Barr. Los anticuerpos monoclonales pueden ser producidos
también por medio de tecnologia de ADN recombinante como lo describen Skerra y Pluckthun (1988). También es
posible utilizar cualquiera de los derivados, como por ejemplo los fragmentos F(ab’), y F(ab’), tanto de anticuerpos
monoclonales y policlonales preparados por reaccién proteolitica de papaina y pepsina, respectivamente, sobre
anticuerpos sustancialmente intactos por métodos bien conocidos para una persona capacitada en el arte.

De este modo, se pueden elaborar los anticuerpos suministrados por la invencién (y aquellos son utilizados en el
método de la invencién) cultivando una célula que expresa al anticuerpo y opcionalmente purificando el anticuerpo
de la célula.

La célula utilizada en el proceso puede ser una que se obtiene por medio de la administracion de un péptido que
comprende cualquiera de los péptidos antigénicos relevantes a un mamifero, extrayendo células B del mamifero y
seleccion de una célula de estas con base en la capacidad para expresar un anticuerpo que enlaza los antigenos.
Opcionalmente las células B se inmortalizan después de la extraccion o seleccion, por ejemplo fusionandolas con
una célula inmortal (para formar un hibridoma) o por medio de infeccién con el virus EBV.

Las células que expresan el anticuerpo incluyen un polinucledtido que es capaz de expresar al anticuerpo, un
polinucledtido que codifica al anticuerpo.

Otro tipo de célula que puede ser utilizada para elaborar al anticuerpo es uno que es recombinante para un
polinucleétido que expresa al anticuerpo. Tal célula puede ser procariota o eucariota (por ejemplo de cualquiera de
los mamiferos mencionados aqui).
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El anticuerpo puede ser inmovilizado sobre un soporte sélido. Tipicamente el soporte sélido es la superficie del
contenedor en la cual se lleva a cabo el método, por ejemplo la superficie de una placa de microtitulacién. En otras
modalidades el soporte puede ser una particula, una lamina (por ejemplo una lamina de nitrocelulosa o de nylon) o
una perla (por ejemplo de Sefarosa o de latex). El anticuerpo puede estar presente sobre una placa de ELISA o en
una barra.

Los anticuerpos de la invencion son por ejemplo (tiles en métodos de purificacion, aislamiento o seleccion que
involucran técnicas de inmunoprecipitacion.

Se puede utilizar una barra para llevar a cabo el método de la invencion. La barra incluye un material poroso capaz
de transportar cromatograficamente un liquido y uno o mas de los anticuerpos mencionados aqui. Cuando se pone
en contacto la barra con la muestra retira el liquido desde la muestra hacia una regién de deteccion sobre la barra.
Los péptidos en la muestra que se derivan de proANP o proBNP se detectan por su enlazamiento con la region de
deteccion.

El liquido se retira a través de una regién en la barra que contiene los anticuerpos de la invencién. Estos anticuerpos
se enlazan con los péptidos relevantes formando un complejo anticuerpo/péptido. Este complejo se esparce hacia la
region de deteccion que contiene un agente (inmovilizado sobre la barra) que enlaza y por lo tanto inmoviliza al
complejo en la regién de deteccion. Este agente es tipicamente un agente de enlazamiento especifico (por ejemplo
un anticuerpo) que enlaza ya sea al anticuerpo o al péptido del complejo. El complejo anticuerpo/péptido es
tipicamente detectado en la region de deteccion por medio del uso de una etiqueta que se une al anticuerpo
especifico.

La proteina en la muestra puede ser marcada antes de ser retirada de la barra. La proteina marcada es luego
retirada de la barra (que ha sido puesta en contacto con la muestra) y se detecta por medio del enlazamiento del
anticuerpo especifico del polimorfismo (que esta enlazado a la regién de deteccion).

Tipicamente la etiqueta utilizada en los sistemas de barra descritos anteriormente es una etiqueta visualmente
detectable que puede ser detectada en forma visible (es decir que puede ser observada con a simple vista) cuando
se inmoviliza suficiente complejo anticuerpo/proteina en la regién de detecciéon. Una etiqueta adecuada es una
particula de oro (u otro metal coloidal) o un fluoréforo (por ejemplo fluoresceina).

La barra puede contener un agente desnaturalizante que provoca desnaturalizacion de la proteina que es retirada
de la barra. En una modalidad se expone la muestra a condicione de desnaturalizacion (por ejemplo en contacto con
un agente desnaturalizante) antes de ponerla en contacto con la barra.

Agentes de la invencion (proXNP, NT-proXNP, XNP)
(a) Agentes peptidicos

En una modalidad el presente método de analisis utiliza un agente (proXNP, XNP o NT-proXNP) que contiene una
secuencia de aminoacidos derivada 0 que se origina a partir tanto de proANP como de proBNP. El agente imita
péptidos derivados de proANP y de proBNP en la muestra que va ser analizada, en particular péptidos de origen
natural. El agente para uso en el presente método es reconocido también o enlazado por la primera sustancia de
enlazamiento que es utilizada en el método. De este modo el agente puede competir con los péptidos en una
muestra por el enlazamiento con la sustancia de enlazamiento en los andlisis de la invencion. Un agente puede ser
utilizado también como un calibrador o estandar en un analisis. Por lo tanto, los agentes son particularmente Utiles
para cuantificar péptidos derivados de proANP y proBNP en una muestra. Por ejemplo, en los presentes métodos de
andlisis, la medicion de péptidos en una muestra se puede expresar como una concentracion de agente. Ademas el
agente puede ser utilizado como un inmunégeno para producir anticuerpo adecuado para uso como una primera
sustancia de enlazamiento, de acuerdo con los métodos expuestos anteriormente.

El agente es un polipéptido. Por ejemplo, un agente puede contener o consistir de una proteina de fusién. Un agente
de acuerdo con la invenciéon generalmente contiene una secuencia caracteristica de proANP y una secuencia
caracteristica de proBNP. Por lo tanto, un agente tipicamente incluye al menos una secuencia del péptido derivada
de proANP y al menos una secuencia del péptido derivada de proBNP.

El agente incluye tanto:

@)

() las SEQID Nos 1,2 6 3;

(i) una secuencia homadloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o
(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 amino&cidos de longitud,;

como
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(b)

(i) las SEQ ID Nos 4, 5 6 6;

(i) una secuencia homadloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o
(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud.

En un aspecto un agente incluye los aminoacidos 7 a 23 de ANP y/o los aminoacidos 10 a 26 de BNP, o variantes
de los mismos. Estos péptidos forman una estructura anular conservada en ANP y BNP natural, que puede estar
conservado en el agente. En una modalidad, un agente incluye un epitopo de proANP y/o de proBNP. Por ejemplo,
los epitopos adecuados incluyen los aminoacidos 5 a 13, 1 a 10, 15 a 25 6 27 a 32 de BNP y los aminoacidos 65 a
76 6 1 a 13 de NT-proBNP. En una modalidad un agente incluye la secuencia de péptidos derivada tanto de (de
acuerdo con lo anterior) NT-proANP como de NT-proBNP (tal agente es denominado NT-proXNP), o tanto de ANP
como de BNP (siendo denominado el agente como XNP).

En una modalidad el agente puede contener la secuencia de péptidos seleccionada de uno o mas entre proBNP;.37,
proBNP15.24, prOBNPlo.zg, prOBNP77.92, prOBNPl.log, prOAszg.gg, prOANpsz.ge, prOAszo.so, prOANpao.so, proANPllz.
126 O variantes de las mismas. En un aspecto un agente incluye al menos una secuencia de proBNP y al menos una
de proANP selecciona de esta lista. Las combinaciones adecuadas son proBNPis.4 Y proANPg;.9s, proBNP1.37 Yy
pl’OANPzg.gg, prOBNPlo.zg Yy proANon.go, prOBNPlo.zg Yy prOANpeo.go, pl’OBNPl.log Yy pl’OANPl.lze (o] prOBNP77.92 Yy
proANP112.126. De este modo, un agente de acuerdo con la invencion puede incluir o consistir de NT-proXNP1 (SEQ
ID NO: 13), NTproXNP2 (SEQ ID NO: 14), NT-proXNP3 (SEQ ID NO: 15), NT-proXNP4 (SEQ ID NO: 17), NT-
proXNP5 (SEQ ID NO: 18), proXNP6 (SEQ ID NO: 19) o XNP7 (SEQ ID NO: 20).

Ademas de las secuencias de los péptidos derivadas de proANP y proBNP el agente puede incluir una secuencia
lineal, conectora o aducto de aminoéacidos de longitud o composicion variable. Se conocen enlazadores adecuados
en el estado del arte. La estructura del enlazador puede ser por ejemplo para permitir la unién de una o mas
etiquetas (por ejemplo grupos fluorescentes o enzimas) con el enlazador. Por ejemplo, los espaciadores y aductos
adecuados incluyen Gly-Lys-Tyr-Gly (GKYG) (SEQ ID NO: 16), Ser-Arg, Gly-Ser o un solo aminoacido por ejemplo
Tyr o Cys. El residuo de Tyr permite yodacion radioactiva y el residuo de Lys o Cys permite la unién de etiquetas que
requieren un grupo amino o un grupo sulfhidrilo.

Un agente puede ser inmovilizado sobre un soporte sélido, por ejemplo aquellos descritos para los anticuerpos.

Un agente de la invencién puede incluir una secuencia quimicamente modificada de aminoéacidos, por ejemplo
modificados después de la traduccion. Por ejemplo, puede ser glicosilada o incluir residuos modificados de
aminoacidos. Puede ser modificado por medio de la adicion de residuos de histidina para ayudar a la purificacion.
Puede ser deseable producir un péptido o proteina en una forma adecuada para unién a un soporte sélido. La
proteina o el péptido pueden ser por lo tanto modificados para mejorar su enlazamiento a un soporte sélido por
ejemplo por medio de la adicién de un residuo de cisteina.

(b) Agentes que codifican polinucleétidos

La invencion también se relaciona con polinucleétidos que codifican un agente de acuerdo con la invencion. Tales
polinucledtidos incluyen una secuencia que codifica los polipéptidos del agente como se definié anteriormente y/o
una secuencia que es complementaria a la secuencia de codificacion.

En particular un polinucleétido de la invencién puede incluir tanto:

@)

() las SEQID Nos 7,8 0 9;

(i) una secuencia complementaria a (i);

(iii) una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a (i) o (ii);

(iv) una secuencia que se degenerada como resultado del cédigo genético a (i), (ii) o (iii);

(v) una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con cualquiera de las secuencias en (i) hasta (iv); o
(vi) un fragmento hasta de 40 nucleétidos de longitud de cualquiera de las secuencias en (i) hasta (v);
y

(b)

() las SEQ ID Nos 10, 11 6 12;
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(i) una secuencia complementaria a (i);

(iii) una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a (i) o (ii);

(iv) una secuencia que se degenerada como resultado del cédigo genético a (i), (ii) o (iii);

(v) una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con cualquiera de las secuencia en (i) hasta (iv); o
(vi) un fragmento hasta de 40 nucleétidos de longitud de cualquiera de las secuencias en (i) hasta (v).

Un polinucleétido puede incluir también una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos del
enlazador o del espaciador en el agente. Un polinucleétido de la invencién tipicamente incluye 1000 pares de bases
0 menos, por ejemplo 500 pares de bases o menos. Un polinucleétido puede incluir hasta 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800 o0 900 pares de bases. Por ejemplo, un polinucleétido puede incluir hasta 50, 100, 150 o 175 nucleétidos.

Tipicamente el polinucledtido es ADN. Sin embargo, la invencion puede incluir polinucleétidos de ARN. Los
polinucledtidos pueden ser mono o bicatenarios, y pueden incluir nucleétidos sintéticos o modificados.

Un polinucledtido de la invencion puede hibridar a la secuencia de codificacion o el complemento de la secuencia de
codificacion de la secuencia especificada (cualquiera de las SEQ ID Nos: 7 - 12) en un nivel significativamente por
encima del nivel de fondo. La hibridacion e fondo puede presentarse, por ejemplo, debido a los otros ADN presentes
en una biblioteca de ADN. El nivel de la sefial generado por la interaccion entre un polinucleétido de la invencion y la
secuencia de codificacion o el complemento de la secuencia de codificacion de la secuencia especifica es
tipicamente al menos 10 veces, preferiblemente al menos 100 veces, tan intensa como las interacciones entre otros
polinucledtidos y la secuencia de codificacion de la secuencia especifica. La intensidad de la interaccion puede ser
medida, por ejemplo, por medio de marcacion radioactiva de la sonda, por ejemplo con ¥p_ La hibridacién selectiva
tipicamente se puede lograr utilizando condiciones de rigurosidad media a alta. Sin embargo, tal hibridacion puede
ser llevada a cabo bajo cualquiera de las condiciones adecuadas conocidas en el arte (ver Sambrook et al, 1989)
Por ejemplo, si se requiere alta rigurosidad las condiciones adecuadas incluyen de 0,1 a 0,2 x SSC a 60 °C hasta 65
°C. Si se requiere baja rigurosidad las condiciones adecuadas incluyen 2 x SSC a 60 °C.

La secuencia de codificacion de cualquiera de las SEQ ID Nos: 7 - 12 puede ser modificada por medio de
sustituciones de nucledtidos, por ejemplo de 1, 2 6 3 hasta 10, 25 6 50 sustituciones. El polinucle6tido de cualquiera
de las SEQ ID Nos: 7 - 12 puede ser modificado alternativa o adicionalmente por una o méas inserciones y/o
supresiones y/o por medio de una extension en uno cualquiera o en ambos extremos. También se pueden incluir
secuencias adicionales por ejemplo secuencias de sefializacion. Pueden hacerse sustituciones degeneradas y/o
pueden hacerse sustituciones que darian como resultado una sustitucion conservadora de aminoacidos cuando se
traduce la secuencia modificada, por ejemplo como se muestra en la Tabla incluida en la seccion de Variantes mas
arriba.

Una secuencia de nucleétidos que es capaz de hibridar selectivamente con el complemento de la secuencia de
codificacion de ADN de cualquiera de las SEQ ID Nos: 7 - 12 tendrd generalmente al menos 70%, al menos 80%, al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia especifica
de codificacién sobre una regién de al menos 20, por ejemplo al menos 30, por ejemplo al menos 40, al menos 60,
80, 100 por ejemplo 100 6 200 o mas nucledtidos o lo mas preferible sobre la longitud completa de la secuencia
especifica de codificacion.

Por ejemplo el Pagquete UWGCG provee el programa BESTFIT que puede sr utilizado para calcular la homologia
(por ejemplo utilizado sobre sus ajustes predeterminados) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12,
paginas 387 - 395). Se pueden utilizar los algoritmos PILEUP y BLAST para calcular homologia o alineacion de
secuencias (tipicamente sobre sus ajustes predeterminados), por ejemplo como se describe en Altschul (1993) J.
Mol. Evol. 36: 290 - 300; Altschul et al (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 - 10.

El programa para llevar a cabo andlisis por BLAST se encuentra publicamente disponible a través del National
Centre for Biotechnology Information (http://www.nchi.nim.nih.gov/). Este algoritmo involucra primero la identificacién
de pares de secuencias de alta puntuacién (HSP) por medio de la identificacion de palabras cortas de longitud W en
la secuencia de consulta que o bien coincide o satisface alguna puntuacion de umbral de valor positivo T cuando se
alinea con una palabra de la misma longitud en una base de datos de secuencia. T se conoce como el umbral de
puntuacién por palabra de los alrededores (Altschul et al, 1990). Estos aciertos iniciales por palabra de los
alrededores actlian como semillas para iniciar las busquedas para hallar los HSP que los contienen. Los aciertos de
palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia para poder incrementar la puntuacion
acumulativa por alineacién. Las extensiones para los aciertos de palabra en cada direccién se interrumpen cuando:
la puntuacién acumulativa por alineacion cae en una cantidad X desde su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulativa baja hasta cero o por debajo de cero, debido a la acumulacién de uno o mas alineaciones de residuos
de puntuacién negativa; o se alcanza el final de la secuencia. Los parametros del algoritmo de BLAST W, T y X
determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineacion. El programa BLAST utiliza como predeterminadas una
longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién de BLOSUMG62 (ver Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 89: 10915 - 10919) alineaciones (B) de 50, expectativas (E) de 10, M =5, N = 4, y una comparacion
de ambas cadenas.

El algoritmo de BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; ver por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873 - 5877. Una medicion de la similitud suministrada por el
algoritmo de BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacién de la
probabilidad por medio de la cual ocurriria una coincidencia entre dos nucledtidos o secuencias de aminoéacidos por
casualidad. Por ejemplo, se considera que una secuencia es similar a otra secuencia si la probabilidad de suma mas
pequefia en la comparacion de la primera secuencia con la segunda secuencia es aproximadamente menor a 1,
preferiblemente aproximadamente menor a 0,1, méas preferiblemente aproximadamente menor a 0,01, y lo més
preferible aproximadamente menor a 0,001.

Cualquier combinacién de los grados de identidad de secuencia anteriormente mencionados y tamafios minimos
pueden ser utilizados para definir polinucleétidos de la invencion, siendo preferidas las combinaciones mas rigurosas
(es decir mayor identidad de secuencia sobre longitudes mayores). De este modo, por ejemplo un polinucleétido que
tiene al menos 90% de identidad de secuencia sobre 25, preferiblemente sobre 30 nucledtidos forma un aspecto de
la invencién, al igual que un polinucledtido que tenga al menos 95% de identidad de secuencia sobre 40 nucle6tidos.

Los fragmentos de polinucleétidos son hasta de 40, y pueden ser, por ejemplo, hasta de 30 nucle6tidos de longitud.
Preferiblemente la longitud es hasta de 5, 10, 15, 20 6 25 nucleétidos.

En una modalidad, un polinucleétido que codifica un agente de la invencién puede incluir cualquiera de las SEQ ID
NOS: 21 a 27. Por lo tanto un polinucleétido puede codificar NT-proXNP1, NT-proXNP2, NT-proXNP3, NT-proXNP4,
NT-proXNP5, proXNP6 o XNP7. Un polinucleétido puede incluir:

(a) las SEQ ID NO 21, 22, 23, 24, 25, 26 6 27;

(b) una secuencia complementaria a (a);

(c) una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a (a) o (b);

(d) una secuencia que se degenera como resultado del cédigo genético a (a), (b) o (c);

(e) una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con cualquiera de las secuencias en (a) hasta (d); o
(f) un fragmento de cualquiera de las secuencia en (a) hasta (e).

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencidon pueden ser producidos en forma recombinante, sintética, o por
medio de cualquier medio disponible para aquellos capacitados en el arte. También pueden ser clonados por medio
de técnicas estandar. Los polinuclettidos son tipicamente suministrados en forma aislada y/o purificada.

En general, los iniciadores seran producidos por medios sintéticos, lo que involucra una fabricacion por etapas de la
secuencia deseada de acido nucleico, un nucleétido a la vez. Las técnicas para lograr esto utilizando técnicas
automatizadas se encuentran facilmente disponibles en el estado del arte.

Aunque en general las técnicas mencionadas aqui son bien conocidas en el arte, puede hacerse referencia en forma
particular a Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencién tiene utilidad en la produccion de los agentes polipeptidicos de
acuerdo con la invencion, que puede tener lugar in vitro, in vivo 0 ex vivo. Los polinucleétidos pueden ser utilizados
en la sintesis de proteinas recombinantes. Los métodos de expresion de proteina recombinante son bien conocidos
en el arte y se discuten adicionalmente mas adelante.

Los polinucleétidos o iniciadores de la invencidon pueden portar una etiqueta de revelado. Las etiquetas adecuadas
incluyen radioisétopos por ejemplo *?°l, 3P o **S, etiquetas enzimaticas, u otras etiquetas de proteina por ejemplo
biotina. Tales etiquetas pueden ser afiadidas a polinucledtidos o iniciadores de la invencion y pueden ser detectadas
utilizando técnicas ya conocidas.

(c) Vectores, células huésped y Expresion de agentes peptidicos

Los polinucleétidos de la invencion pueden ser incorporados en un vector recombinante replicable. El vector puede
ser utilizado para replicar al acido nucleico en una célula huésped compatible. Por lo tanto, los polinucleétidos de la
invencion pueden ser elaborados por medio de la introduccién de un polinucledtido de la invencién en un vector
replicable, introduciendo el vector en una célula huésped compatible y cultivando la célula huésped bajo condiciones
gue producen la replicacion del vector.

En un aspecto el vector es un vector de expresion que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica un
agente polipeptidico de la invencidon. Tales vectores de expresion se construyen rutinariamente en el arte de la
bilogia molecular y pueden, por ejemplo, involucrar el uso de ADN plasmidico e iniciadores apropiados, promotores,
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reforzadores y otros elementos, que pueden ser necesariamente, y que se posicionan en la orientacion correcta, con
el propdsito de permitir la expresion de proteina. Otros vectores adecuados serian evidentes para las personas
capacitadas en el arte. A modo de ejemplo adicional en este sentido se hace referencia a Sambrook et al. 1989.

En una modalidad, un polinucleétido de la invencion o para uso en la invencién en un vector esta operativamente
enlazado a una secuencia de control que es capaz de proveer la expresion de la secuencia de codificacion por la
célula huésped, es decir el vector es un vector de expresion. El término "operativamente enlazado" se refiere a una
yuxtaposicion donde los componentes descritos estan en una relacién que les permite actuar en su forma prevista.
Una secuencia reguladora, por ejemplo un promotor, "operativamente enlazado" a una secuencia de codificacion
esta ubicada de tal manera que la expresion de la secuencia de codificacién se logra bajo condiciones compatibles
con la secuencia reguladora.

Los vectores pueden ser por ejemplo, vectores plasmidos, virus o fagos provistos con un origen de replicacion,
opcionalmente un promotor para la expresion de dicho polinucleétido y opcionalmente un regulador del promotor.
Los vectores pueden contener uno o méas genes marcadores seleccionables, por ejemplo un gen de resistencia a la
ampicilina en el caso de un plasmido bacteriano o un gen de resistencia para un vector de hongos.

Los promotores y otras sefiales de regulacion de la expresion pueden ser seleccionados para que sean compatibles
con la célula huésped para la cual se disefia la expresiéon. Por ejemplo, los promotores de levadura incluyen S.
cerevisiae GAL4 y promotores ADH, S. pombe nmtl y el promotor adh. Los promotores de mamifero incluyen al
promotor de metalotioneina que puede ser inducido en respuesta a metales pesados por ejemplo cadmio. También
se pueden utilizar promotores virales por ejemplo el promotor de antigeno T grande del SV40 o promotores
adenovirus. Todos estos promotores se encuentran disponibles en el arte.

Se pueden utilizar promotores de mamifero, por ejemplo promotores de B-actina. Se pueden utilizar promotores
especificos del tejido. También se pueden utilizar promotores virales, por ejemplo la repeticion del terminal largo del
virus e la leucemia de murido de Moloney (MMLV LTR), el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV), el
promotor del SV40, el promotor IE de citomegalovirus humano (CMV), adenovirus, promotores del HSV (por ejemplo
los promotores IE del HSV), o promotores del HPV, particularmente la region reguladora secuencia arriba del HPV
(URR). Los promotores virales se encuentran disponibles en el arte.

Los vectores pueden ser utilizados in vitro, por ejemplo para la produccion de ADN o ARN o utilizados para
transfectar o transformar una célula huésped, por ejemplo, una célula huésped de mamifero.

Los vectores de expresion pueden ser transformados en una célula huésped adecuada para permitir la expresion de
un agente polipeptidico de la invencién o un componente peptidico del agente de acuerdo con la invencion. La célula
huésped, transformada o transfectada con un vector de expresion como se describié anteriormente, se cultiva bajo
condiciones que permitan la expresion del polipéptido o fragmento, y se recupera el producto de la expresion. El
polipéptido puede ser aislado y purificado utilizando métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, se pueden utilizar
técnicas de despliegue en fagos. Las células huésped se escogen para ser compatibles con el vector y serén
preferiblemente bacterianas. Las células huésped pueden ser también células de un animal no humano, o una planta
transformada con un polinucleétido de la invencién.

General

Cualquiera de los agentes, polipéptidos, polinucleétidos, vectores, células o anticuerpos de la invencion pueden
estar presentes en forma sustancialmente aislada. Pueden ser mezclados con portadores o diluyentes que no
interferiran con su uso pretendido y aun ser considerados como sustancialmente aislados. También pueden estar en
forma sustancialmente purificada, en cuyo caso generalmente incluirdn al menos 90%, por ejemplo al menos 95%,
98% 0 99% de las proteinas, polinucleétidos, células 0 masa seca de la preparacion.

Cualquiera de los agentes, o anticuerpos de la invencion pueden ser marcados, generalmente con una etiqueta
detectable adecuada. Por ejemplo, las etiquetas adecuadas incluyen etiquetas radioactivas, etiquetas de enzimas
(por ejemplo fosfatasa alcalina y peroxidasa por ejemplo HRP), etiquetas quimicas por ejemplo biotina (que puede
ser detectada por avidina o estreptavidina conjugada con peroxidasa), lantanidos por ejemplo europio y etiquetas
fluorescentes (por ejemplo fluoresceina y rodamina), y etiquetas luminiscentes o quimioluminiscentes (por ejemplo
éster de acridinio, luminol), oro (u otro metal coloidal), un colorante o una particula. Las etiquetas de enzimas
pueden ser detectadas utilizando un sistema con base en quimioluminiscencia o cromogénico.

Tratamiento de diagndstico y monitoreo

Los presentes métodos son Utiles para evaluar la salud cardiaca en un individuo. En particular, se pueden utilizar los
métodos para detectar y evaluar insuficiencia cardiaca. Un ejemplo particular de una enfermedad cardiaca que
puede ser manejada utilizando los presentes métodos es la insuficiencia cardiaca congestiva.

La insuficiencia cardiaca es una condicion clinica caracterizada por la inhabilidad del corazén para generar un gasto
cardiaco suficiente para satisfacer las demandas del organismo lo cual resulta en una activacion de los sistemas
hormonales ANP y BNP. La activacion del sistema ANP esta inicialmente asociada principalmente con una
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sobrecarga atrial mientras que la activacién del sistema BNP es ante todo sugerente de sobrecarga ventricular. La
inactivacion de los sistemas es un resultado de cualquiera de los sistemas reguladores propios del paciente o el uso
de farmacos terapéuticos para el tratamiento de insuficiencia cardiaca.

Como anteriormente, los presentes métodos, pueden ser utilizados por medio de la determinacion de los niveles
combinados de los péptidos derivados de proANP y proBNP en una muestra con relacién a un nivel de un péptido de
referencia, para determinar la activacion o inactivacion tanto del sistema hormonal ANP como del BNP en un
individuo. Por lo tanto, los presentes métodos pueden ser utilizados para evaluar el funcionamiento de los sistemas
cardiacos. Los métodos de la invencion son Utiles para seleccionar y descartar, evaluar la severidad, evaluar el
prondstico, hacer seguimiento al tratamiento y dirigir el tratamiento de una enfermedad cardiaca por ejemplo
insuficiencia cardiaca en pacientes con sobrecarga de volumen o de presion cardiaca.

Por ejemplo, los métodos pueden ser utilizados para diagnostico de una enfermedad cardiaca. Los métodos pueden
ser utilizados para seleccionar individuos, para evaluar la severidad de una condicion cardiaca, para evaluar el
prondstico o para estimar la susceptibilidad, por ejemplo a un fallo cardiaco. Los presentes métodos pueden ser
empleados también como un seguimiento al tratamiento para una enfermedad cardiaca y para evaluar, monitorear y
dirigir el tratamiento de una enfermedad cardiaca. Por medio del monitoreo de la activaciéon o inactivacion de los
sistemas ANP y BNP de acuerdo con los presentes métodos, es posible evaluar los efectos del tratamiento en
pacientes que padecen una enfermedad cardiaca, por ejemplo terapia farmacoldgica. Por lo tanto los presentes
métodos pueden ser utilizados para evaluar la sensibilidad del paciente a una terapia particular y para mejorar el
tratamiento que se administra.

Los presentes métodos pueden ser utilizados para evaluar la susceptibilidad a una enfermedad cardiaca. Los
individuos pueden ser entonces aconsejados sobre cambios en el estilo de vida que pueden ser requeridos para
disminuir la probabilidad de desarrollar o disminuir la severidad de los sintomas asociados con una enfermedad
cardiaca por ejemplo insuficiencia cardiaca. Los individuos pueden ser tratados profilacticamente para el mismo
propdsito.

Kits de diagndstico

La invencion también provee un kit de diagnéstico de acuerdo a la reivindicacion 35. El kit es adecuado para uso en
los presentes métodos y es en general (til para el diagndstico y evaluaciéon de la condiciéon cardiaca como se
describid anteriormente.

Los contenidos del kit seran adecuados para el formato de andlisis para el cual esta disefiado el kit. Tipicamente el
kit incluye una primera sustancia de enlazamiento como se define en la reivindicacion 1 (I), y opcionalmente medios
para detectar complejos de enlazamiento formados por la primera sustancia de enlazamiento, también como se
describe aqui. Un kit puede incluir adicionalmente un agente de acuerdo con la invencién, siendo el agente capaz de
enlazarse con la primera sustancia de enlazamiento en el kit como se define en la reivindicacion 1 (ll). La primera
sustancia de enlazamiento y/o el agente pueden estar marcados.

En general un kit puede incluir otros reactivos o componentes para uso en el ensayo particular, por ejemplo
amortiguadores, precipitadores, medios de etiquetado y/o de deteccion. El kit puede incluir instrucciones, por
ejemplo un inserto dentro del empaque que instruye al usuario del kit sobre el contenido del mismo y el formato de
andlisis.

Por lo tanto, un kit para un ensayo competitivo puede incluir:
(a) una primera sustancia de enlazamiento;

(b) un agente etiquetado (NT-proXNP, proANP o XNP);

(c) un estandar (NT-proXNP, proXNP o XNP); y

(d) otros materiales usuales de acuerdo con el sistema de deteccion, por ejemplo precipitadores, amortiguadores
etc.

Un kit para un ensayo tipo sdndwich puede contener:
(a) una primera sustancia de enlazamiento;

(b) una segunda sustancia de enlazamiento marcada;
(c) un estandar (NT-proXNP, proXNP, XNP);

(c) otros materiales usuales de acuerdo con el sistema de deteccion.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2377122 T3

Ejemplos

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién. A menos que se indique otra cosa, los métodos utilizados son técnicas
estandar de bioquimica y de biologia molecular. Los ejemplos de libros de texto adecuados de metodologia general
incluyen Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989) y Ausubel et al, Current Protocols in
Molecular Biology (1995) John Wiley y Sons Inc.

Ejemplo |
Expresion y purificacién de NT-proXNP recombinante

Los nucledtidos que codifican los aminodcidos 1 - 37 de NT-proBNP humano y aquellos que codifican los
aminoécidos 29 - 98 de NT-proANP humano se amplifican por medio de PCR de transcripcion inversa de ARN atrial
humano utilizando iniciadores oligonucleétidos. El iniciador 5’ para amplificacion de NT-proBNP contiene el sitio de
escisién para la enzima de restriccion BamHI (5-GCGGATCCCACCCGCTGGGCAGCCCCG-3' SEQ ID NO: 28) y el
iniciador 3’ para Xbal (5'-GCTCTAGAGGATGTCTGCTCCACC-3' SEQ ID NO: 29). El iniciador 5’ para amplificacion
de NT-proANP tiene enlazador Xbal (5-GCTCTAGAGAAGATGAGGTCGTGC-3' SEQ ID NO: 30) y el iniciador 3’
tiene al enlazador EcoRI (5'-GCGAATTCTCACCGAGGGGCAGTGAGC-3' SEQ ID NO: 31). Ademas, el amplicon de
NT-proANP contiene un codén de terminacion en el marco (TGA) en su extremo 3’ precediendo al sitio de escision
de EcoRl. La otra version del amplicon de NT-proBNP contiene un coddn en el marco para Tyr en su terminal 5’
después de la secuencia enlazadora de BamHI (5-GCGGATCCTACCACCCGCTGGGCAG-3' SEQ ID NO: 32). Los
productos de la RT-PCR se purifican por medio de electroforesis en agarosa, se escinden con Xbal y BamHI o
EcoRI y se subclonan de extremo a extremo (NT-proBNP -> NT-proANP) en el sitio BamHI/EcoRI del vector pGEX-
4T-1 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Las secuencias de nucle6tidos y los marcos de lectura de
las construcciones se confirman por medio de secuenciacion.

La expresion y purificacion por afinidad de las proteinas de GST se lleva a cabo de acuerdo con el siguiente
procedimiento. Un cultivo durante la noche de E. coli, transformado con un plasmido recombinante, se diluye 1:100
en 2xYTA y se cultiva a 37°C hasta que la OD a 660 nm alcanza 0,6. Se afiade isopropil-1-tio-D-galactopirandsido
(IPTG) hasta una concentracion final de 0,1 mM y se incuba adicionalmente el cultivo durante 1 - 2 h. Las células
bacterianas se recolectan por medio de centrifugacién (7000 g durante 10 min a +4°C), se resuspende en PBS (50
pli/ml del cultivo) y se sonica. El lisado celular se clarifica a 7000 g durante 15 min. Se aplica el sobrenadante a una
columna de agarosa glutationa (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) y se lava tres veces con PBS. La proteina de fusion
se eluye con glutationa 10 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y se almacena en alicuotas a 20°C. Las muestras se
separan por SDS-PAGE (acrilamida al 12%). Se pueden utilizar tanto vectores de expresion procariotas como
eucariotas. Por lo tanto, se puede producir el péptido completo o al menos una porcién de dicho péptido o proteina
en células procariotas o eucariotas.

Los péptidos recombinantes se liberan del compafiero de fusion por medio de tratamiento con trombina (Amersham
Pharmacia Biotech) a temperatura ambiente durante 1 h (1U /100 pg de proteina). Se purifican los péptidos por
medio de HPLC en fase reversa utilizando una columna C4 Vydac de 4,6 x 150 mm. Se eluye la columna con un
gradiente lineal de 20 - 48 % de acetonitrilo durante 40 min en acido trifluoroacético acuoso. La tasa de elucion es de
1 ml/min y se mide la absorbancia a 200 - 280 nm durante la HPLC para monitorear la pureza de los productos.

Un ejemplo del perfil de HPLC del producto purificado que consiste de (desde el terminal NH; hasta el terminal
COzH) proBNP1.37 humano, un espaciador corto, serina y arginina, y proANP2g.9s humano, se presenta en la Figura
1. Dos aminoacidos adicionales, glicina y serina, originados a partir de GST se dejen en el terminal N del péptido
como un aducto.

Ejemplo 2
Sintesis quimica de NT-proXNP

Se ensambld la combinacion epitopo NT-proXNP5 que incluye las secuencias (desde el terminal NH, hasta el
terminal CO2H) proBNPig.29 humanas, espaciador Cys y proANPgo.so humana con un Sintetizador de Péptidos
utilizando quimica Fmoc. Alternativamente se ensambl6 la combinacion epitopo péptido NT-proXNP1 que incluye
(desde el terminal NH; hasta el terminal CO,H) las secuencias proBNP1s..4 humana, espaciador Gly-Lys-Tyr-Gly y
proANPs,.9s humana. Se escindié el producto a partir de la resina HMP con 95 % de &cido trifluoroacético/2,5 % de
H.0, 2,5 % de tri-isopropilsilano, precipitado con dietil éter, se seca y desaliniza sobre Sefadex G-15 en acido
aceético al 30 %. Se purificd el péptido por medio de HPLC en fase reversa en un preparado. Un cartucho C18 RCM
NovaPak (2,5 x 10 cm) con un gradiente lineal de acetonitrilo en acido trifluoroacético acuoso al 0,1 %. Se determind
la pureza por medio de HPLC en fase reversa en condiciones de elucion con diferente selectividad. Se confirmoé la
identidad del péptido por medio del analisis de aminoacidos o espectrometria de masas MALDI-TOF y mapeo de
péptidos.
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Ejemplo 3
Inmunoensayo de NT-proXNP

Se preparé la sustancia de enlazamiento a partir de anticuerpos de cabra obtenidos utilizando como inmundgeno
proteina de fusion purificada por afinidad de GST/NT-proANP2o.s0 Y NT-proBNP10.2e-TBG 0 proteina de fusion GST
de NT-pro-BNP1.37 y NTproANP2g.05. El Ultimo de los antigenos peptidicos fue preparado con los métodos descritos
en el Ejemplo 1 y contiene proBNPi.3; humano, espaciador Ser-Arg, proANP2.9s humano y aducto Gly-Ser.
Alternativamente, se preparé otro antigeno peptidico con los métodos descritos en el Ejemplo 2 que contiene (desde
el terminal NH; hasta el terminal CO2H) las secuencias de proBNP10.29 humano, espaciador de cisteina a partir del
cual fue acoplado a la tiroglobulina bovina (TBG) antes de la inmunizacion y proANPgo.go humano. Las cabras fueron
inyectadas en multiples sitios en el lomo con 1 - 1,5 mg de inmundgeno en 1 ml de NaCl al 0,9 % emulsionado en un
volumen igual de adyuvante completo de Freund. Se suministraron refuerzos de 0,5 mg en adyuvante incompleto de
Freund 2 - 4 veces en intervalos de 2 - 3 semanas y se retira sangre 14 dias después de las Ultimas inyecciones. Se
escogieron los antisueros de acuerdo con el titulo del enlazamiento del péptido o agente proteico marcado con yodo
radiactivo de la invencion (ver mas adelante), asi como la sensibilidad y especificidad con relacién a péptidos
relacionados y al péptido o agente proteico de la invencién. Cualquier modificaciéon del péptido o agente proteico de
la invencién o cualquier fragmento o derivado del mismo puede ser utilizado también con propésitos de inmunizacion
para producir ya sea anticuerpos monoclonales o policlonales.

NT-proBNP1.37/NT-proANP29.9s recombinante (1,5 pg), producido como se describe en el Ejemplo 1, fue marcado
con yodo radioactivo utilizando 0,5 mCi de Na'®®l en presencia de 10 ug de cloramina-T en amortiguador de fosfato
0,5 M, pH 7,5 durante 60 s, seguido por la adicién de 10 ug de disulfito de sodio. La mezcla fue desalinizada por
medio de filtracion en gel de Sefadex G-25 y purificada por HPLC en fase reversa en una columna C18 Symmetry y
un gradiente lineal de 20 % a 50 % de acetonitrilo durante 30 min en &cido trifluoroacético acuoso con una velocidad
de flujo de 1 ml/min. Se recolectaron fracciones de 1 ml y se monitoreé la radioactividad en un contador Multi-
Gamma (Wallac, Turku, Finlandia).

NT-proBNP1.37/NT-proANP2g.9s recombinante, producido como se describe en el Ejemplo 1, fue utilizado también
como el calibrador del ensayo en el inmunoensayo de NT-proXNP. El amortiguador del ensayo utilizado para todas
las diluciones consiste de fosfato acido de sodio 0,04 M, fosfato dihidrégeno de sodio 0,01 M, NaCl 0,1 M, gelatina al
0,1 %, Triton X-100 al 0,05 %, pH 7,4). Se incubaron muestras de suero o plasma en duplicados de 25 ul con 100 pl
de antisuero y 100 pl de solucidn trazadora (que contiene aproximadamente 8 000 cpm de péptido yodado) durante
16 - 24 h a +4°C. Se realiz6 la calibracién por medio de incubacion de los calibradores (0,08 - 8 nmol I’l) con la
misma cantidad y concentracion de antisuero, trazador y anti-antisuero durante el mismo periodo de tiempo anterior.
Se determiné la cantidad de antisuero analizada para enlazar 40 - 50% del trazador cuando no habia competidor
presente, con el propdsito de garantizar suficiente competicién en el enlazamiento.

La Figura 2b muestra el desarrollo de titulos de anticuerpo en la inmunizacién de una cabra utilizando la proteina de
fusion GST de NTproBNP1.37/NT-proANP2g.05 (que contiene la SEQ ID NO: 14) como inmundgeno, titulos después
del ler, 3ero y 4to refuerzo en RIA de NT-proANP1.9s y NT- proBNP1.76. La Figura 2b muestra que, por ejemplo, una
sustancia de enlazamiento preparada en una cabra, obtenida por medio del uso de proteina de fusiébn GSTde NT-
proBNP1.37/NT-proANP2g.4s (que contiene la SEQ ID NO: 14) como inmundgeno, tipicamente en dilucion de
1:50.000-1:60.000 fue adecuado para 40 - 50% del enlazamiento y enlazamiento simultaneo de NT-proANP (SEQ ID
NO: 3) y NT-proBNP (SEQ ID NO: 6) demostrado también en radioinmunoensayos separados de NT-proANP1.gg ¥
NTproBNP176. Se produjo una sustancia similar de enlazamiento en la inmunizacién de una cabra utilizando
conjugado de TBG de NTproBNP10-2o/NT-proANPgo.g0, (que contiene la SEQ ID NO: 18) como inmunégeno. Una
dilucion tipica en un ensayo competitivo de NT-proXNP estaba en el rango de 1:10.000 a 1:15.000.

Se separé NT-proXNP enlazado y libre por medio de precipitacion con IgG anticabra de asno en 0,5 ml de polietilén
glicol 6000 al 8%, que contenia como portador suero normal de cabra (1 pl). Después de centrifugacion, se midio la
radioactividad del precipitado. Un ejemplo de una curva de referencia obtenida por medio de este tipo de analisis se
presenta en la Figura 2a.

La Figura 2a muestra una curva de enlazamiento competitivo para un inmunoensayo de NT-proXNP. El ensayo
utiliza NT-proBNP1.37/NT-proANP2g.9s recombinante como calibrador y trazador y sustancia de enlazamiento con
base en anticuerpo policlonal de cabra para reconocer NT-proXNP, NT-proANP y NT-proBNP simultaneamente. El
eje X describe la cantidad de calibrador afiadida y el eje Y Enlazado/Enlazado sin calibrador afiadido.

El inmunoensayo de NT-proXNP descrito en el Ejemplo 3 fue utilizado para determinar los niveles en suero de NT-
proXNP en 700 pacientes con trastornos cardiacos. Los resultados se muestran en la Figure 3. Los niveles de NT-
proXNP se correlacionan de manera altamente significativa con los niveles de NT-proANP y NT-proBNP medidos a
partir de las mismas muestras por medio de radioinmunoensayos internos separados de NT-proANPi.gs ¥ NT-
proBNP1.76.

Los métodos del Ejemplo 3 fueron utilizados para el andlisis de los niveles en suero de NT-proXNP, en 500
pacientes cardiacos clasificados de acuerdo con la escala de la New York Heart Association (NYHA). Los resultados
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se muestran en la Figura 4. Los niveles en suero de NT-proANP y NT-proBNP medidos por medio de
radioinmunoensayos internos separados a partir de las mismas muestras se muestran como referencia como una
medida de activacion de los sistemas ANP y BNP.

Los métodos del Ejemplo 3 fueron utilizados para analizar los niveles en plasma de NT-proXNP en pacientes que
sufren de insuficiencia cardiaca y estos fueron correlacionados con efecto positivo de terapia farmacoldgica en los
pacientes. Los resultados se muestran en la Figura 5. Los niveles en suero de NT-proANP y NT-proBNP medidos a
partir de las mismas muestras por medio de radioinmunoensayos internos separados se muestran como referencia.
Pacientes (n = 11) que sufren de insuficiencia cardiaca (clase II-1ll estable de la NYHA) fueron tratados por medio de
infusién intravenosa de un inodilatador durante 24 horas. Se midi6 el gasto cardiaco (CO) como ml/min con
ecocardiografia. Los niveles de NT-proANP, NT-proBNP y NT-proXNP fueron analizados antes y a las 24 horas del
inicio de la administracion del farmaco. La sensibilidad relativa para detectar la respuesta al tratamiento se determiné
en los niveles limite de un incremento del 10 % en CO, como se determin6 con ecocardiografia y disminuy6 un 20 %
en NT-ProANP y NT-ProBNP y NT-proXNP como una medicion de la inactivacion de sistemas ANP y BNP. NT-
proXNP excedid el limite en todos los 11 casos, mientras que NT-proANP y NT-proBNP y CO excluyeron el limite en
9 de 11 casos.
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<210> 1

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Asn Pro Met Tyr Asn
1 5
Asn Leu Leu Asp His

20
Val Pro Pro Gln Val
35
Leu Ser Pro Leu Pro
50
Ala Gln Arg Asp Gly
65
Asp Arg Ser Ala Leu
85
Pro Arg Ser Leu Arg
100

Ile Gly Ala Gln Ser
115

<210> 2

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ala
Leu
Leu
Glu
Gly
70

Leu

Arg

Gly
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Val
Glu
Ser
Val
55

Ala
Lys

Ser

Leu

Ser
Glu
Glu

40
Pro

Ser
Ser

Gly
120

Asn
Lys
25

Pro
Pro
Gly
Lys
Cys

105
Cys

25

Ala
10

Met
Asn
Trp
Arg
Leu
90

Phe

Asn

Asp
Pro
Glu
Thr
Gly

75
Arg

Ser

Leu
Leu
Glu
Gly
60

Pro
Ala
Gly

Phe

Met
Glu
Ala
45

Glu
Trp
Leu

Arg

Arg
125

Asp

Phe

"~ 15

Asp
30

Gly
Val
Asp
Leu
Met

110
Tyr

Glu
Ala
Ser
Ser
Thr

95
Asp

Lys
vVal
Ala
Pro
Ser
80

Ala

Arg
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Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly

1

5

10

Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr

<210> 3

<211> 98

<212> PRT

20

<213> Homo sapiens

<400> 3

Asn Pro
1
Asn Leu

val Pro

Leu Ser

S50
Ala Gln
65

Asp Arg

Pro Arg

<210>4
<211>108

<212> PRT

Met Tyr

Leu Asp
20
Pro Gln
35

Pro Leu

Arg Asp

Ser Ala

<213> Homo sapiens

<400> 4

His Pro
1
Leu Gln

Val Glu

Val
50
Lys

Gly

Arg
65
Val Gln

Ser Ser

Leu Gly
Gln
20

Thr

Glu

Gln
35

Trp Lys

Met Val
Gly Ser

Gly Leu

100

Asn
His
Val
Pro
Gly

Leu
85

Ser
Arg
Ser
Ser
Leu
Gly

Gly

Ala
Leu
Leu
Glu
Gly

70
Leu

Pro
Asn
Leu
Arg
Tyr
70

Cys

Cys

val
Glu
Ser
Val
55

Ala

Lys

Gly
His
Glu
Glu
55

Thr

Phe

Lys

Ser
Glu
Glu
40

Pro

Leu

Ser

Ser
Leu
Pro
40

Val
Leu

Gly

Val

25

Asn
Lys
25

Pro
Pro

Gly

Lys

Ala
Gln
25

Leu
Ala
Arg
Arg

Leu
105

26

Ala
10

Met
Asn
Trp
Arg

Leu
90

Ser
10

Gly
Gln
Thr
Ala
Lys

90
Arg

Asp
Pro
Glu
Thr
Gly

73
Arg

Asp
Lys
Glu
Glu
Pro
75

Met

Arg

Leu
Leu
Glu
Gly
Pro

Ala

Leu
Leu
Ser
Gly
60

Arg
Asp

His

Met
Glu
Ala
45

Glu
Trp

Leu

Glu
Ser
Pro
45

Ile

Ser

Arg

Asp
Asp
Gly
Val
Asp

Leu

Thr
Glu
30
Arg
Arg

Pro

Ile

15

Phe
15

Glu
Ala
Ser

Ser

Thr
95

Ser
15

Leu
Pro
Gly
Lys

Ser
95

Lys
Val
Ala
Pro
Ser

80
Ala

Gly
Gln
Thr
His
Met

80
Ser
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<210>5

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
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Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp

1

5

10

15

Arg Ile Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Val Leu Arg Arg His

<210> 6

<211>76

<212> PRT

20

<213> Homo sapiens

<400> 6

His Pro
1

Leu Gln Glu Gln

Val Glu Gln Thr

Leu Gly Ser

5

Arg
20
Ser

35

Gly Val

<210>7
<211> 378

<212> ADN

Trp Lys

Met Val

Ser

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 7

aatcccatgt
catttggaag
ccgaatgaag
gaagtcagcc
gatcgatctg
cggagatcca
tgtaacagct

<210> 8

acaatgcegt
aaaagatgcc
aagcgggggc
cagcccagag
ccctectaaa
gctgcttcgg
tcecggtac

Pro Gly

Asn His

Glu

Ser

Leu

Pro

25

Ala

25

40

Glu
55

Arg

Tyr Thr

70

gtccaacgca
tttagaagat
tgctctcage
agatggaggt
aagcaagctg
gggcaggatg

Val

Leu

Ala

Arg

gacctgatgg
gaggtcgtgce
cccctecctg
gccctcggge
agggcgctge
gacaggattg

27

Ser Asp
10

Gln Gly Lys
Leu Gln Glu

Thr Glu

Ala Pro

Leu

Leu
Ser

Gly
60

Arg
75

atttcaagaa
ccccacaagt
aggtgcctcce
ggggccccetg
tcactgcccce
gagcccagag

30

Glu Thr Ser Gly

15

Ser Glu Leu Gln

30

Pro Arg Pro Thr

45

Ile Arg Gly His

tttgctggac
gctcagtgag
ctggaccggyg
ggactcctct
tcggagcctg
cggactgggc

120
180
240
300
360
378
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<211> 84

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
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agcctgcgga gatccagctg cttcgggggc aggatggaca ggattggagc ccagagcgga
ctgggctgta acagcttccg gtac

<210>9

<211> 294

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

aatcccatgt
catttggaag
ccgaatgaag
gaagtcagcc
gatcgatctg

<210> 10
<211> 324

<212> ADN

acaatgccgt
aaaagatgcc
aagcgggggc
cagcccagag
ccctecctaaa

<213> Homo sapiens

<400> 10

cacccgctgg
cgcaaccatt

ctccaggaga
atccgtgggce

gtgcaagggt
ggctgcaaag

<210> 11
<211> 96

<212> ADN

gcagccccgg
tgcagggcaa

gccececgtec
accgcaaaat
ctggctgcett

tgctgaggeg

<213> Homo sapiens

<400> 11

gtccaacgca
tttagaagat
tgctctcage
agatggaggt
aagcaagctg

ttcagcctcg
actgtcggag

cacaggtgtc
ggtcctctac
tgggaggaag
gcat

gacctgatgg
gaggtcgtgce
cccectcecctg
gcceteggge

agggcegcetge

gacttggaaa
ctgcaggtgg

tggaagtccc
accctgcggg
atggaccgga

atttcaagaa
ccccacaagt
aggtgcctce

ggggccectg
tcactgccce

cgtcecgggtt
agcagacatc

gggaggtagce
caccacgaag
tcagctcctce

tttgctggac
gctcagqtgag
ctggaccggg
ggactcctct
tcgg

acaggagcag
cctggagece

caccgaggge
ccccaagatyg
cagtggcctg

agccccaaga tggtgcaagg gtctggctgce tttgggagga agatggaccg gatcagctce
tccagtggcc tgggctgcaa agtgctgagg cggceat

28

60

60
120
180
240
294

60
120

180
240
300
324

60
96
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<210> 12

<211> 228

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

caccegetgg gcagcccegg ttcagectcg gacttggaaa cgtccgggtt acaggagcag
cgcaaccatt tgcagggcaa actgtcggag ctgcaggtgg agcagacatc cctggagccc
ctccaggaga gccccecgtee cacaggtgte tggaagtccc gggaggtagc caccgagggc
atccgtgggec accgcaaaat ggtcctctac accctgcggg caccacga

<210> 13

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP1

<400> 13

60
120
180
228

Ser Gly Leu Gln Glu Gln Arg Asn His Leu Arg Ser Ala Leu Leu Lys

1 ] 10 15
Ser Lys Leu Arg Ala Leu Leu Thr Ala
20 25
<210> 14
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP2

<400> 14

His Pro Leu Gly Ser Pro Gly Ser Ala Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly

1 5 10 15

Leu Gln Glu Gln Arg Asn His Leu Gln Gly Lys Leu Ser Glu Leu Gln

20 25 30

Val Glu Gln Thr Ser Glu Asp Glu Val Val Pro Pro Gln Val Leu Ser
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35 40

45

Glu Pro Asn Glu Glu Ala Gly Ala Ala Leu Ser Pro Leu Pro Glu Val

S50 55 60
Pro Pro Trp Thr Gly Glu Val Ser Pro Ala Gln Arg Asp Gly Gly Ala
65 70 15 80
Leu Gly Arg Gly Pro Trp Asp Ser Ser Asp Arg Ser Ala Leu Leu Lys
85 %0 95
Ser Lys Leu Arg Ala Leu Leu Thr Ala Pro Arg
100 105
<210> 15
<211>81
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP3
<400> 15
Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gln Glu Gln Arg Asn His Leu Gln
1 5 10 ‘15
Gly Lys Leu Ser Asp His Leu Glu Glu Lys Met Pro Leu Glu Asp Glu
20 25 - 30
Val Val Pro Pro Gln Val Leu Ser Glu Pro Asn Glu Glu Ala Gly Ala
35 40 435
Ala Leu Ser Pro Leu Pro Glu Val Pro Pro Trp Thr Gly Glu Val Ser
50 55 60
Pro Ala Gln Arg Asp Gly Gly Ala Leu Gly Arg Gly Pro Trp Asp Ser
65 70 75 80
Ser
<210> 16
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos del espaciador
<400> 16

Gly Lys Tyr Gly
1

<210> 17

30



10

15

<211> 174

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2377122 T3

<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP4

<400> 17

His
1

Pro

Leu Gln

Val
Gly
Arg
65

Asn
His
val
Pro
Gly

145
Leu

Glu
val
50

Lys
Ala
Leu
Leu
Glu
130
Gly

Leu

<210> 18

<211> 41

<212> PRT

Leu

Glu

Gln
35

Met
Val
Glu
Ser
115
val

Ala

Lys

Gly

Gln
20

Thr
Lys
val
Ser
Glu
100
Glu
Pro

Leu

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Arg

Ser
Ser
Leu
Asn
85

Lys

Pro

Pro

Lys
165

Pro

Asn

Leu
Arg
Tyr
70

Ala
Met
Asn
Trp
Arg

150
Leu

Gly

His

Glu
Glu
55

Thr
Asp
Pro
Glu
Thr
135
Gly

Arg

Ser Ala Ser Asp

Leu Gln
25

Pro Leu
40
Val Ala

Leu Arg
Leu Met
Leu Glu
105
Glu Ala
120
Gly Glu
Pro Trp

Ala Leu

10

Gly
Gln
Thr
Ala
Asp
90

Asp
Gly
val
Asp

Leu
170

Lys

Glu
Glu
Pro
75

Phe
Glu
Ala
Ser
Ser

155
Thr

Leu

Leu

Ser
Gly
60

Arg
Lys
val
Ala
Pro
140

Ser

Ala

Glu
Ser
Pro
45

Ile
Asn
Asn
vVal
Leu
125
Ala

Asp

Pro

<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP5

<400> 18

31

Thr

Glu
30

Arg
Arg
Pro
Leu
Pro
110
Ser
Gln

Arg

Arg

Ser
15
Leu

Pro

Met
Leu
95

Pro
Pro

Arg

Ser

Gly

Gln

Thr
His
Tyr
80

Asp
Gln
Leu

Asp

Ala
160



10

ES 2377122 T3

Ser Asp Leu Glu Thr Ser Gly Leu Gln Glu Gln Arg Asn His Leu Gln

5

10

15

Gly Lys Leu Ser Gly Glu Val Ser Pro Ala Gln Arg Asp Gly Gly Ala

20

25

Leu Gly Arg Gly Pro Trp Asp Ser Ser

<210> 19

<211> 234

<212> PRT

35

<213> Secuencia artificial

<220>

40

<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP6

<400> 19

His Pro
Leu Gln
Val Glu

Gly val
50

Arqg Lys

65

Val Gln

Ser Ser

Asn Ala

His Leu
130

Val Leu

145

Pro Glu

Gly Gly
Leu Leu
Arg Arg

210

Ser Gly
225

<210> 20

Leu
Glu
Gln
35

Trp
Met
Gly

Gly

val
115
Glu
Ser
Val
Ala
Lys
195

Ser

Leu

Gly
Gln
20

Thr
Lys
val

Ser

Leu
100

Ser
Glu
Glu
Pro
Leu
180
Ser

Ser

Gly

Ser
Arg
Ser

Ser

Leu

Gly

Gly

Asn
Lys
Pro
Pro
165
Gly
Lys
Cys

Cys

Pro
Asn
Leu
Arg
Tyr
70

Cys

Cys

Ala
Met
Asn
150
Trp
Arg
Leu

Phe

Asn
230

Gly
His
Glu
Glu
55

Thr
Phe

Lys

Asp
Pro
135
Glu
Thr
Gly
Arg
Gly

215
Ser

Ser
Leu
Pro
40

Val
Leu

Gly

Val

Leu
120
Leu

Glu
Gly
Pro
Ala
200
Gly

Phe

Ala
Gln
25

Leu
Ala
Arg
Arg

Leu
105

Met
Glu
Ala
Glu
Trp
185
Leu

Arg

Arg

32

Ser
Gly
Gln
Thr
Ala
Lys

90
Arg

Asp
Asp
Gly
Val
170
Asp
Leu

Met

Tyr

Asp
Lys
Glu
Glu
Pro
75

Met

Arg

Phe
Glu
Ala
155
Ser
Ser

Thr

Asp

Leu
Leu
Ser
Gly
60

Arg
Asp
His
Lys
Val
140
Ala
Pro
Ser

Ala

Arg
220

Glu
Ser
Pro
45

Ile
Ser

Arg

Asn

Asn
125
Val
Leu
Ala
Asp
Pro

205
Ile

30

Thr
Glu
30

Arq
Arg
Pro

Ile

Pro
110

Leu
Pro
Ser
Gln
Arg
190
Arg

Gly

Ser
15

Leu
Pro
Gly
Lys
Ser

95
Met

Leu
Pro
Pro
Arg
175
Ser

Ser

Ala

Gly
Gln
Thr
His
Met
80

Ser

Tyr

Asp
Gln
Leu
160
Asp
Ala

Leu

Gln



10

15

20

25

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2377122 T3

<223> secuencia de aminoacidos de un agente de acuerdo con la invencion NT-proXNP7

<400> 20

Ser Pro Lys Met

Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr

<210> 21

<211>75

<212> ADN

5

20

<213> Secuencia artificial

<220>

10

25

<223> secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP1

<400> 21

15

30

tccgggttac aggagcagcecg caaccatttg cgatctgcce tcctaaaaag caagctgagg
gcgctgctca ctgcec

<210> 22

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP2

<400> 22

caccecgcetgg
cgcaaccatt
gtcgtgeccce
ctccctgagg

ctcgggcggg
gcgetgctca

<210> 23

<211> 241

gcageccccgg
tgcagggcaa
cacaagtgct
tgccteccectg
gcccctggga
ctgcececteg

ttcagcctcg
actgtcggag
cagtgagccg
gaccggggaa
ctcctctgat

g

gacttggaaa
ctgcaggtgg
aatgaagaag
gtcagcccag
cgatctgccc

33

cgtccgggtt
agcagacatc
cgggggctge
cccagagaga
tcctaaaaag

acaggagcag
cgaagatgag
tctcagcece
tggaggtgcc
caagctgagg

Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp

60
75

60
120
180
240
300
321
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15

20

ES 2377122 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP3

<400> 23

tcggacttgg aaacgtccgg gttacaggag cagcgcaacc
ccatttggaa gaaaagatgc ctttagaaga tgaggtcgtg
gccgaatgaa gaagcggggg ctgctctcag ccccctecct
ggaagtcagc ccagcccaga gagatggagg tgccctceggg

t

<210> 24

<211> 522

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de nucleétidos que codifica NT-proXNP4

<400> 24

cacccgetgg
cgcaaccatt
ctccaggaga
atcegtgggce
aatgccgtgt
aagatgcctt
gcgggggctg
gcccagagag
ctcctaaaaa

<210> 25

<211> 123

<212> ADN

gcagccccgg
tgcagggcaa
gcccccgtcece
accgcaaaat
ccaacgcaga
tagaagatga
ctctecagcece
atggaggtge
gcaagctgag

<213> Secuencia artificial

<220>

ttcagcctcg
actgtcggag
cacaggtgtc
ggtcctctac
cctgatggat
ggtcgtgccc
cctecectgag
cctcgggegg
ggcgctgctc

gacttggaaa
ctgcaggtgg
tggaagtccc
accctgcggg
ttcaagaatt
ccacaagtgc
gtgccteect

ggcccctggg
actgcccctce

<223> secuencia de nucleétidos que codifica NT-proNXP5

<400> 25

tcggacttgqg aaacgtccegg gttacaggag cagcgcaacce atttgcaggg caaactgtceg
ggggaagtca gcccagccca gagagatgga ggtgccctcg ggcggggccce ctgggactcce

tct

<210> 26

34

atttgcaggg
ccecccacaag
gaggtgcctc
cggggccect

cgtcegggtt
agcagacatc
gggaggtage
caccacgaaa
tgctggacca
tcagtgagcc
ggaccgggga
actcctctga

g9

caaactgtga
tgctcagtga
cctggaccgg
gggactcctce

acaggagcag
cctggagccc
caccgagggc
tcccatgtac
tttggaagaa
gaatgaagaa

agtcagccca

tcgatctgcce

123

60
120
180
240
241

60
120
180
240
300
360
420
480
522

60
120



10

15

20

<211> 702

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2377122 T3

<223> secuencia de nucleétidos que codifica proXNP6

<400> 26

caccecgetgg
cgcaaccatt
ctccaggaga
atccgtgggc
gtgcaagggt
ggctgcaaag
atggatttca
gtgccccecac
cctgaggtgce
gggcggggcc
ctgctcactg
attggagccc

<210> 27

<211>93

<212> ADN

gcagcceccgg
tgcagggcaa
gccececegtcee
accgcaaaat
ctggctgctt
tgctgaggcg
agaatttgct
aagtgctcag
ctcectggac
cctgggactc
ccecctcggag
agagcggact

<213> Secuencia artificial

<220>

ttcagcctcg
actgtcggag
cacaggtgtc
ggtcctctac
tgggaggaag
gcataatccc.
ggaccatttg
tgagccgaat
cggggaagtc
ctctgatcga
cctgecggaga
gggctgtaac

<223> secuencia de nucleétidos que codifica XNP7

<400> 27

agccccaaga tggtgcaagg gtctggctgc tttgggagga agatggacag gattggagcc

gacttggaaa
ctgcaggtgg
tggaagtcce
accctgcggg
atggaccgga
atgtacaatg
gaagaaaaga
gaagaagcgg
agcccagcce
tctgccctece
tccagctgcet
agcttcecggt

cagagcggac tgggctgtaa cagcttccgg tac

<210> 28

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia del iniciador

<400> 28

gcggatceca ccecgetggge agececg

<210> 29

27

35

cgtccgggtt
agcagacatce
gggaggtagce
caccacgaag
tcagctccte
ccgtgtccaa
tgcctttaga
gggctgctct
agagagatgg
taaaaagcaa
tcgggggcag
ac

acaggagcag
cctggagceec
caccgagggc
ccccaagatg
cagtggcctg
cgcagacctg
agatgaggtc
cagccccctc
aggtgccctce
gctgagggcyg
gatggacagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

702

60

93



10

15

20

25

30

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia del iniciador
<400> 29

gctctagagg atgtctgctc cacc
<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia del iniciador
<400> 30

gctctagaga agatgaggtc gtgc
<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia del iniciador
<400> 31

gcgaattctc accgaggggc agtgage
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia del iniciador
<400> 32

gcggatccta ccaccegetg ggcag

ES 2377122 T3

24

24

27

25

36



<210> 33

<211> 1061

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met Pro
1
Leu Leu

Gly Asn

Pro Trp
50

Gln Val

65

Val Leu

Ala Pro
Phe Leu

Thr Ala
130

Gly Phe

145

Ser Tyr

Glu Glu

Asp Arg
210
Leu Ser

Gly
Leu
Leu
35

Ser
Lys
Gly
Leu
Gly
115
His
Gly
Ala
Glu
His
195

Leu

His

Pro
Leu
20

Thr
Trp
Ala
Ser
Ala
100
Pro
Trp
val
Lys
Arg
180
Cys

Asn

Tyr

Arg
Pro
vVal
Ala
Arg
Ser
85

Ala
Gly
Arg
Lys
Leu
165
Gln
Phe
Ile

Thr

Arg
Pro
Ala
Arg
Pro
70

Glu

Val

Val
Asp
150
Gly
Ala
Phe
Thr

Arg

ES 2377122 T3

Pro
Leu
Val
val
55

Asp
Asn
Asp
Val
Pro
135
Glu
Asp
Leu
Leu
val

215
Leu

Ala

Leu

Val
40

Gly

Leu
Ala
Leu
Tyr
120
Leu
Tyx
Phe
Met
Val
200
Asp

Leu

Gly
Leu
25

Leu

Pro

Leu
Lys
105
Ala
Leu
Ala
Val
Leu
185
Glu
His

Arg

37

Ser
10

Leu
Pro
Ala
Pro
Gly
90

Trp
Ala
Thr
Leu
Ala
170
Tyr
Gly

Leu

Thr

Arg
Leu
Leu
val
Gly
75

val
Glu
Ala
Ala
Thr
155
Ala
Ala
Leu

Glu

Met

Leu
Arg
Ala
Glu
60

Trp
Cys
His
Pro
Gly
140
Thr
Leu
Tyr
Phe
Phe

220
Pro

Gly
Asn
45

Leu
Thr
Ser
Asn
Val
125
Ala
Arg
His
Arg
Met
205
Ala

Arg

Leu
Ser
30

Thr
Ala
Val
Asp
Pro
110
Gly
Pro
Ala
Arg
Pro
190
Arg
Glu

Lys

Leu
1%

His
Ser
Leu
Arg
Thr
95

Ala
Arg

Ala

Arg
175
Gly
val
Asp

Gly

Leu

Ala

Ala
Thr
80

Ala
val
Phe
Leu
Pro
160
Leu
Asp
Arg
Asp

Arg



225
Val

Leu
Leu
Arg
Ala
305
Glu
Phe
Phe
Ala
Trp
385
Ser
Asn
Leu
Pro
Asn
465

Leu

Met

Glu
Ser
Thr
545
Gly
Thr
Glu
Cys
Glu
625
Asn
Ser

vVal

Pro

Ile
Ala
Asp
Arg
290
Phe
Tyr
Asn
His
His
370
Asn
Gly
Gly
val
Pro
450
Gln

Ser

Gln

Tyr
Leu
Ile
275
Pro
Gln
Leu
Phe
Asp
355
Gly
Arg
Asp
Ala
Ala
435
Asp
Asp

Leu

Leu

500

Asp
Arg
530
Thr
Asn
Arg
His
Ile
610
Asn
Asp
His
Leu

Glu
690

Val
515
Leu
Glu
Leu
Lys
Leu
595
Leu
Glu
Ile
Gly
Lys

675
Gln

Ile
Glu
260
Phe
Trp
Ala
Glu
Thr
340
Gly
Gly
Ser
Arg
Phe
420
Val
Ile
His
Leu

Glu

Glu
Thr
Gly
val
Val
580
Thr
Thr
Ser
vVal
Asn
660
Ile

Gly

Cys
245
Ala

Gly
Glu
Ala
Phe
325
Met
Leu
Thr
Phe
Glu
405
Arg
Ser
Pro
Leu
Gly
485
Lys
Pro
Leu
Gln
Ala
565
Leu
Arg
Glu
1le
Lys
645
Leu

Thr

His

230
Ser

Gly
Gln
Arg
Lys
310
Leu
Glu
Leu
val
Gln
390
Thr
val
Gly
Lys
Ser
470
Ile

Glu

Ser
Ser
Phe
550
Val
Phe
Phe
Tyr
Thr
630
Gly
Lys
Asp

Thr

ES 2377122 T3

Ser
Leu
Ser
Gly
295
Ile
Lys
Asp
Leu
Thr
375
Gly
Asp
Vval
Arg
Cys
455
Thr

Leu

Pro
Cys
Leu
280
Asp
Ile
Gln
Gly
Tyr
360
Asp
val
Phe
Leu
Lys
440
Gly
Leu

Ile

Ala

505

Ser
Gly
535
Gln
Lys
Glu
val
Cys
615
Leu
Met
Ser

Tyr

Val
695

Leu
520
Arg
Val
Arg
Leu
Gly
600
Pro
Asp
Leu
Ser
Gly

680
Tyr

Asp
Gly
265
Gln
Gly
Thr
Leu
Leu
345
Ile
Gly
Thr
Ser
Asn
425
Leu
Phe
Glu
vVal

Ser

Glu
Gly
Phe
vVal
Lys
585
Ala
Arg
Trp
Phe
Asn
665

Leu

Ala

38

Ala
250
Glu
Gly
Gln
Tyr
Lys
330
vVal
Gln
Glu
Gly
Leu
410
Tyr
Asn
Asp
val
Ser
490
Glu
Arg
Ser
Ala
Asn
570
His
Cys
Gly
Met
Leu
650
Cys
Glu

Lys

235
Phe

Asp
Gly
Asp
Lys
315
His
Asn
Ala
Asn
Tyr
395
Trp
Asn
Trp
Asn
Leu
475
Phe

Leu

His
Asn
Lys
555
Arg
Met
Thr
Ser
Phe
635
His
val
Sér

Lys

Arg
Tyr
Gln
Val
300
Asp
Leu
Thr
vVal
Ile
380
Leu
Asp
Gly
Pro
Glu
460
Ala
Phe

Trp

Leu
Tyr
540
Thr
Lys
Arg
Asp
Leu
620
Arg
Asn
Val
Phe

Leu
700

Thr
Val
Gly
285
Ser
Pro
Ala
Ile
Thr
365
Thr
Lys
Met
Thr
Leu
445
Asp
Leu
Ile
Arg
Arg
525
Gly
Ala
Arg
Asp
Pro
605
Gln
Tyr
Gly
Asp
Arg

685
Trp

Leu
Phe
270
Pro
Ala
Asp
Tyr
Pro
350
Glu
Gln
Ile
Asp
Ser
430
Gly
Pro
Val
Tyr
val

510
Ser

Ser
Tyr
Ile
vVal
590
Pro
Asp
Ser
Ala
Gly
670
Asp

Thr

Met
255
Phe
Ala
Arg
Asn
Glu
335
Ala

Thr

Asp
Pro
415
Gln
Tyr
Ala
Gly
Arg
495
Arg
Ala
Leu
Tyr
Glu
575
Gln
Asn
Ile
Leu
Ile
655
Arg
Leu

Ala

240
Leu

His
Pro
Gln
Pro
320
Gln
Ser
Leu
Met
Ser
400
Glu
Glu
Pro
Cys
Ser
480
Lys

Trp

Gly
Leu
Lys
560
Leu
Asn
Ile
Leu
Thr
640
Cys
Phe
Asp

Pro



Glu
705
Asp
Gly
Glu
Leu
Ala
785
Leu
Leu
Glu
Leu
Glu
865
Asp
val
Asp
Val
val
945
Ile
Thr

Cys
Gly

Glu

1025

Lys

Ser

Leu Leu

vVal Tyr

val Phe

Val
755
Ser

Arg

Gln
770
Glu Asp

Arg Lys

Ser Arg
Thr
835
Gln

Arg

Tyr
850
Thr Val

Ile Val

Val Thr

Phe
915
Ser

Asn

Val
930
Ala Arg

Arg His

Gly Pro
Phe
995
Glu Ala
1010

Glu Phe

Leu

Gly Lys

Ser Thr

Arg Met
Phe
725
val

Ser

His
740
Thr Arg
His

Pro Gln
Asn
805
Glu

Phe

Met
820
Gln Ala

Ile Leu

Gln Ala

Phe
885
Leu

Gly

Leu
900
Asp Val

Gly Leu

Met Ala

Arg Pro
965
Val Cys
980
Gly Asp

Leu Lys

Gly

Gly
1045
Arg Gly

1060

Ala
710
Gly
Glu
Gly
Glu
Glu
790
Arg
Gln
Tyr
Pro
Glu
870
Thr
Asn
Tyr
Pro
Leu
950
Gln
Ala
Thr

Ile

ES 2377122 T3

Ser
Ile
Gly
Glu
Glu
775
Arg
Glu
Tyr
Leu
His
855
Ala
Ala
Asp
Lys
val
935
Ala

Glu

Gly
Val

His

Pro
Ile
Leu
Gln
760
Leu
Pro
Asn
Ala
Glu
840
Ser
Phe
Leu
Leu
Val
920
Arg

Leu

Gln

Val

Asn

1000

Leu

1015
Phe Glu Leu Glu Leu
1030

Pro Val

Gln
730
Leu

Leu

Asp
745
Pro Pro

Gly Leu

Pro Phe

Ser
810
Asn

Ser

Asn
825
Glu Lys

Val Ala

Asp Ser
Ala
890
Thr

Ser

Tyr
905
Glu Thr

Asn Gly

Leu Asp
Leu Arg
970
vVal Gly

985
Thr Ala

Ser Ser

Lys Val Arg Thr Tyr Trp
. 1050

39

Arg
715
Glu
Ser
Phe
Leu
Gln
795
Asn
Leu
Arg
Glu
val
875
Glu
Cys
Ile
Arg
Ala
955
Leu
Leu
Ser

Glu

Arg

1035
Leu Leu Gly Glu

Gly
Ile
Pro
Arg
Met
780
Gln
Ile
Glu
Lys
Gln
860
Thr
Ser
Phe
Gly
Leu
9240

Val

Arg

Lys

Arg

Ser
Ala
Lys
Pro
765
Gln
Ile
Leu
Glu
Ala
845
Leu
Ile
Thr
Asp
Asp
925
His
Arg

Ile

Met

Met

1005
Thr Lys Ala
1020

Gly Asp Val

Gln Ala

Leu Arg
735
Glu Ile
750
Ser Leu

Arg Cys

Arg Leu

Asn
815
Val

Asp

Leu
830
Glu Ala

Lys Arg

Tyr Phe
Met
895
Val

Pro

Ala
910

Ala Tyr

Ala Cys
Ser Phe
Gly Ile
975

Pro Arg
990

Glu Ser
Val
Glu

Arg

1055

Gly
720
Ser
Ile
Ala
Trp
Thr
800
Leu
Glu
Leu
Gly
Ser
880
Gln
Ile
Met
Glu
Arg
960
His
Tyr
Asn
Leu
Met

1040
Gly



ES 2377122 T3

<210> 34

<211> 430

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gly Asn Leu Thr Val Ala Val Val Leu Pro Leu Ala Asn Thr Ser Tyr

1 5 10 15

Pro Trp Ser Trp Ala Arg Val Gly Pro Ala Val Glu Leu Ala Leu Ala
20 25 30

Gln Val Lys Ala Arg Pro Asp Leu Leu Pro Gly Trp Thr Val Arg Thr

40



Val
Ala
65

Phe

Thr

Ser
Gly
145
Glu
Asp
Leu
Val
Leu
225
Leu
Arg
Ala
Glu
Phe
305
Phe
Ala
Trp
Ser
Asn
385
Leu

Pro

Leu
S0

Pro
Leu
Ala
Phe
Tyr
130
Trp
Glu
Arg
Ser
Ile
210
Ala
Asp
Arg
Phe

Tyr
290

Asn
His
His
Asn
Gly
370
Gly

val

Pro

35
Gly

Leu
Gly
His
Gly
115
Ala
Glu
His
Leu
His
195
Tyr
Leu
Ile
Pro
Gln
275
Leu
Phe
Asp
Gly
Arg
355
Asp
Ala
Ala

Asp

Ser
Ala
Pro
Trp
100
Val
Lys
Arg
Cys
Asn
180
Tyr
Ile
Glu
Phe
Trp
260
Ala

Glu

Thr
Gly
Gly
340
Ser
Arg
Phe

val

Ile
420

Ser
Ala
Gly
BS

Arg
Lys
Leu
Gln
Phe
165
Ile
Thr
Cys
Ala
Gly
245
Glu
Ala

Phe

Met
Leu
325
Thr
Phe
Glu
Arg
Ser

405
Pro

Glu
Val
70

Cys
Val
Asp
Gly
Ala
150
Phe
Thr
Arg
Ser
Gly
230
Gln
Arg
Lys
Leu
Glu
310
Leu
vVal
Gln
Thr
val
390
Gly

Lys

ES 2377122 T3

Asn
55

Asp
Val
Pro
Glu
A_sp
135
Leu
Leu
Val
Leu
Ser
215
Leu
Ser
Gly
Ile

Lys
295

Asp
Leu
Thr
Gly
Asp
375
val

Arg

Cys

40
Ala

Leu
Tyr
Leu
Tyr
120
Phe
Met
Val
Asp
Leu
200

Pro

Cys

Asp
Ile
280
Gln
Gly
Tyr
Asp
val
360
Phe
Leu

Lys

Gly

Leu
Lys
Ala
Leu
105
Ala
Val
Leu
Glu
His
185
Arg

Asp

Gln
Gly
265
Thr

Leu

Leu
Ile
Gly
345
Thr
Ser
Asn

Leu

Phe
425

41

Gly

‘Trp

Ala
90

Thr
Leu
Ala
Tyr
Gly
170
Leu
Thr
Ala
Glu
Gly
250
Gln
Tyr

Lys

val
Gln
330
Glu
Gly
Leu
Tyr
Asn

410
Asp

Val
Glu
75

Ala
Ala
Thr
Ala
Ala
155
Leu
Glu
Met
Phe
Asp
235
Gly
Asp
Lys
His
Asn
315
Ala
Asn
Tyr
TIp
Asn
395
Trp

Asn

Cys
60

His
Pro
Gly
Thr
Leu
140
Tyr
Phe
Phe
Pro
Arg
220
Tyr
Gln
Val
Asp

Leu
300

Thr
val
Ile
Leu
Asp
380
Gly

Pro

Glu

45
Ser

Asn
Val
Ala
Arg
125
His
Arg
Met
Ala
Arg
205
Thr
vVal
Gly
Ser
Pro
285
Ala
Ile
Thr
Thr
Lys
365
Met
Thr

Leu

Asp

Asp

Pro

Pro
110
Ala
Arg
Pro
Arg
Glu
190
Lys
Leu
Phe
Pro
Ala
270
Asp

Tyr

Pro
Glu
Gln
350
Ile
Asp
Ser

Gly

Pro
430

Thr
Ala
Arg

95
Ala

Met
Phe
Ala
255
Arg

Asn

Glu

Ala
Thr
335
Arg
Asp
Pro

Gln

Tyr
415

Ala
vVal
80

Phe
Leu
Pro
Leu
Asp
160
Arg
Asp
Arg
Leu
His
240
Pro
Gln
Pro
Gln
Ser
320
Leu
Met
Ser
Glu
Glu

400
Pro
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<210> 35

<211> 1047

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met Ala Leu Pro Ser Leu Leu Leu Leu Val Ala Ala Leu Ala Gly Gly
1 S 10 15
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Val
Glu
vVal
Arg
65

Pro
Leu
Ser
Phe
Ser
145
Asn
Asp
Gly
Gly
Tyr
225
Gln
Val
Pro
Ala
Glu
305
Phe
Phe
Gln
Gln
Asn
385
Asp
Gln
Pro
Asp
Ile

465
Leu

Arg
His
Ala
50

Phe
Leu
Gly
His
Ser
130
Ala
Trp
Arg
Ser
Pro
210
Ile
Arg
Phe

Trp

Pro
Asn
35

Leu
Val

Ser

Pro

Trp
115
Ala
Pro
Thr
Pro
Asn
195
Glu
Cys

Glu

Gln

275

Phe
290
Tyr
Gly
Tyr
Glu
Gly
370
Asn
Ser
Ile
Ser
Lys
450
Thr

Met

Gln
Gln
Val
Asp
Gly
355
Arg
Asp
Gly
Trp
Asp
435
Thr
Phe

Leu

Pro
20
Leu
Ala
Ser
Ala
Gly
100
Arg
Lys
Lys
Ala
His
180
Leu
Gln
Gly
Asn
Glu
260
Asp
Thr
Glu
Glu
Gly
340
Gly
Arg
Arg
Asp
Trp
420
Asn
Pro
Ile

Glu

Gly
Ser
val
Ser
val
85

Cys
Leu
Asn
Leu
Arg
165
Tyr
Ser
Ala
Pro
Leu
245

Ser

Asn

vVal
Phe
Leu
325
Ile
Thr
Tyr
Glu
Phe
405
Thr
Pro
Leu

Met

Lys

Ala
Tyr
Glu
Glu
70

Asp
Val
Pro
Asp
Gly
150
Ala
Phe
val
Thr
Leu
230
Thr

Leu

Arg

Leu
Gln
310
Gly
Leu
Arg
His
Thr
390
Gln
Gly
Pro
Ser
Phe

470
Glu
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Arg
Ala
Ala
55

Leu
Leu
Tyr
Leu
His
135
Glu
Ala
Thr
Gln
His
215
Glu
Asn

Arg

‘Thr

Asn

Trp
40

Leu
Glu
Lys
Pro
Leu
120
Tyr
Phe
Leu
Ile
His
200
Phe
Met
Gly
Ala

Arg

280

Val
295
Asn
Pro
Leu
Glu
Gly
375
Asp
Pro
Arg
Cys
Thr
455
Gly

Leu

Ile
Arg
Ser
Tyr
Asp
360
Val
Phe
Ala
Pro
Ala
440
Leu

Val

Ala

Leu
25

Ala
Gly
Gly
Leu
Ala
105
Thr
Arg
Val
Leu
Glu
185
Gln
Ile
Leu
Asp
Gly
265
Glu
Thr
Leu
Leu
Ala
345
Gly
Thr
Val
Ala
Ile
425
Phe
Ala

Ser

Ser

43

Thr
Trp
Arg
Ala
Tyr
90

Ala
Ala
Thr
val
Tyr
170
Gly
val
Arg
His
Tyr
250

Pro

Gln

Tyr
Leu
Met
330
Glu
Leu
Gly
Leu
His
410
Pro
Asp
Ile

Ser

Met

Leu
Pro
Ala
Cys
15

His
Ser
Gly
Leu
Thr
155
Leu
Val
Tyr
Ala
Glu
235
val

Thr

Ala

Arg
Ile
315
Asn
Val
Arg
Leu
Trp
395
Tyr
Trp
Leu
val
Phe

475
Leu

Ala
Arg
Leu
60

Ser
Asp
vVal
Ala
Val
140
Leu
Asp
Phe
Ala
Asn
220
Ile
Phe
Arg

Gln

Val
Val
45

Pro
Glu
Pro
Ala
Val
125
Arg
His
Ala
Glu
Arg
205
Gly
Leu
Phe

Ala

Ala

285

Glu
300
Arg
Leu
Leu
Ile
Val
380
Ala
Ser
val
Asp
Ala
460

Leu

Trp

Pro
Ala
Ile
Asn
Val
365
Val
Met
Gly
Lys
Asp
445

Leu

Ile

Arg

Val
30
Gly

Val
Tyr
Asp
Arg
110
Ala
Thr
Gly
Arq
Ala
190
Glu
Arg
Leu_
Tyr
Thr
270
Leu
Pro
Arg
Ala
Glu
350
Glu
Met
Gly
Ala
Gly
430
Pro
Gly
Phe

Ile

Leu
Pro
Asp
Leu
Leu
95

Phe
Ser
Gly
His
Thr
175
Leu
Pro
Ile
Gln
Leu
255
Gly

Arg

Asn
Glu
Gly
335
Thr
Lys
Asp
Asp
Glu
415
Ala
Ser
Thr
Arg

Arg

Pro
Ala
Leu
Ala
80

Leu
Ala
Gly
Pro
Phe
160
Asp
Gln
Gly
Val
Ala
240
Asp
Arg

Glu

Pro
Asp
320
Cys
Ile
Met
Lys
Leu
400
Lys
Pro
Cys
Gly
Lys

480
Trp



Glu
Ser
Thr
Gly
545
Thr
Asn
Cys
Glu
Asn
625
Ser
Val
Glu
Pro
Ala
705

Ser

val

Asp
Trp
Phe
785
Leu
Glu
Leu
Gly
Ser
865
Gln
Ile
Met
Glu

Arg
945

Glu
Arg
Ala

530
Asn

Arg
His
Ile
Asn
610
Asp
His
Leu
Pro
Glu
690
Asp
Gly

Gln

Arg
Ala
770
Ile
Leu
Glu

Leu

Glu
850
Asp

Val
Asp
val
Ile

930
Ile

Leu
Leu
515
His
Val
Gln
Leu
val
595
Asp
Leu
Gly
Lys
Asp
675
Leu
val
Pro
Lys
740
Thr
155
Gln
Arg
Leu
Arg
Tyx
835
Thr
Ile
Val
Asn
val
915
Ala

Arg

Gln
500
Thr

Gly
val
val
Thr
580
Thr
Ser
val
Ser
Ile
660
Asp
Leu
Tyr
Phe

val

Gln
Asp
Arg
Arg
Thr
820
Gln
Val
Val
Thr
Phe
800
Ser

Arg

His

485
Phe

Leu
Lys
Ala
Leu
565
Arg
Glu
Ile
Lys
Leu
645
Thr
Ser
Ser
Ser
Tyr
725
Arg
Leu
Pro
Phe
Met
805
Gln
Ile
Gln
Gly
Leu
885
Asp
Gly

Met

Arg

Gly
Ser
Tyr
Ile
550
Phe
Phe
Tyr
Asn
Gly
630
Lys
Asp
His
Gly
Phe
710

Leu

Asn

Asn
Ala
Asn
790
Glu
Ala
Leu
Ala
Phe
870
Leu
val
Leu

Ala

Pro

.950
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Asn
Leu
Gln
535
Lys
Glu
Ile
Cys
Leu
615
Met
Ser
Tyr
Ala

Asn

" 695

Gly
Glu

Gly

Glu
Glu
7175
Lys
Gln
Tyr
Pro
Glu
855
Thr
Asn
Tyr
Pro
Leu

935
His

Ser
Arg
520
Ile
His
Leu
Gly
Pro
600
Asp
Ala
Ser
Gly
Leu
680
Pro

Ile

Gly

Gln

745
Glu
760
Arg
Glu
Tyr
Leu
His
840
Ala
Ala
Asp
Lys
Gly
920
Ala

Asp

Glu
505
Gly

Phe
val
Lys
Ala

585
Arg

Trp
Phe
Asn
Leu
665
Tyr
Leu
Ile

Leu

Arg

Leu
Pro
Gly
Ala
Glu
825
Ser
Phe
Leu
Leu
val
905
Arg

Leu

Gln

44

490
Arg

Ser
Ala
Asn
His
570
Cys
Gly
Met
Leu
Cys
650
Ala
Ala
Pro
Leu
Asp
730
Pro
Val
Asp
Gly
Asn
810
Glu
Val
Asp
Ser
Tyr
890
Glu
Asn

Leu

Leu

Tyr
Ser
Asn
Lys
555
Met
Ile
Ser
Phe
His
635
Val
Ser
Lys
Thr
Gln
715

Leu

Tyr

Leu
Phe
Thr
785
Asn
Lys
Ala
Ser
Ala
875
Thr
Thr
Gly
Asp

Arg
855

His
Tyr
Thr
540
Lys
Arg
Asp
Leu
Arg
620
Asn
val
Phe
Lys
Thr
700
Glu

Ser

Phe

Leu
Gly
780
Ser
Leu
Arg
Glu
Val
860
Glu
Cys
Ile
Gln
Ala

940
Leu

Lys
Gly
525
Gly
Arg
Asp
Pro
Gln
605
Tyr
Ser
Asp
Arg
Leu
685
Gly
Ile
Pro
Arg
750
Met
765
Gln
Ile
Glu
Lys
Gln
845
Thr

Ser

‘Phe

Gly
Arg
225
Val

Arg

Gly
510
Ser
His
Ile
val
Pro
590
Asp
Ser
Ile
Ser
Ser
670
Trp

Met

Ala

Lys

Pro

Glu
Ile
Leu
Lys
Ala
B30
Leu
Ile
Thr
Asp
Asp
910
His

Ser

Ile

495
Ala

Leu
Phe
Glu
Gln
575
Asn
Ile
Leu
Ile
Arg
655
Thr
Thr
Gln
Leu
Glu
735
Ser
Arg
Lys
Asp
Leu
815
Glu
Lys
Tyr
Pro
Ala
895
Ala
Ala

Ser

Gly

Gly
Met
Lys
Leu
560
Phe
Ile
Leu
Ile
Ser
640
Phe
Ala
Ala

Lys
Arg
720
Ile

Ile

Cys
Gly
Asn
800
Val
Ala
Arg
Phe
Met
880
Ile
Tyr
Pro

Phe

val
960



His Thr Gly
Tyr Cys Leu

Asn Gly Gln
995
Leu Asp Glu
1010
Met Lys Gly
1025
Lys Gly Pro

<210> 36

<211>541

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 36

Pro

Phe
980

‘Ala

Leu
Lys

Pro

val
965
Gly
Leu
Gly
Gly

Gly
1045

ES 2377122 T3

Cys Ala Gly Val

Asp Thr Val Asn
985
Lys Ile His Val
1000
Cys Phe Gln Leu
1015
Lys Met Arg Thr
1030
Leu Leu

45

Val Gly
970
Thr Ala

Ser Ser

Glu Leu

Tyr Trp
1035

Leu Lys Met

Ser Arg Met
990
Thr Thr Lys
1005
Arg Gly Asp
1020
Leu Leu Gly

Pro
975
Glu
Asp
Val

Glu

Arg
Ser
Ala
Glu

Arg
1040



Met
Trp
Gly
Pro
Tyr

65
Arg

Thr

Asp
Arg
145
Ala
Val
Arg
Leu
Gln
225
Asp
Val
vVal
Ile

Gly

Pro

Ala

Pro
50
Leu

Ser

Arg
Phe
Leu
130
Leu
Ala
Ala
His
Glu
210
Glu
Leu
Val
Ala
Glu

290
Asp

Ser
Leu
Gly
Gln
Phe

Val

Phe
Ser
115
Ile

Ala

Pro
His
195
Arg
Glu
Asp
Ile
His
275

Leu

Lys

Leu
Leu
20
Ala
Lys
Ser
Glu
85
Gln
100
Leu
Leu
Ser
Phe
Ala
180
His

Asn

Leu
Met
260
Arg
Phe

His

Leu

Ala

Ile

Leu

vVal
vVal
Gly
His
Gln
165
Tyr
Trp
Cys
Leu
Glu
245
Cys
His

Asn

Asp

Val
Gly
Ile
Glu
Thr
70

Asn
Ala
Asp
Pro
Trp
150
His
Ala
Ser
Tyr
His
230
Asp

Ala

Ser

Phe
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Leu

Gly

val
55
Arg

Tyr
Arg
Val
135
Asp
Lys
Lys
Arg
Phe
215
Thr
Ile
Ser
Met
Ser

295
Glu

Thr
Thr
Gly

Leu

vVal.

Thr

Glu
val
120
Cys
Leu
Asp
Met
Ala
200
Thr
Ser
val
Ser
Thr
280

Ser

Ala

Phe
Gly
25

Gly
val

Arg

90
Asp
105
Ala
Glu
Pro
Ser
Gly
185
Ala
Leu
Ile
Arg
Asp
265
Ser

Tyr

Lys

46

Ser
10

Gly
Arg
Leu

Pro

Arg

Ser
Ala
Tyr
Met
Glu
170
Glu
Leu
Glu
Tyr
Asn
250
Thr
Gly
Gly

Gln

Pro
Gly
Gln
Leu
Ala
75

Arg
Asp
Ala
Ala
Leu
155
Tyr
Met
vVal
Gly
Ser
235
Ile
Ile
Asp
Asp

Ala

Cys
Gly
Glu
Pro
60

Ile

Leu

Cys
Arg
Ala
140
Ser
Ser
Met
Tyr
Val
220
Phe
Gln
Arg
Tyr
Gly

300
Tyr

Val
val
Arg
45

Gln
Glu

Leu

Gly
Gly
125
Ala
Ala
His
Leu
Ser
205
His
Asp
Ala
Ser
Ala
285

Ser

Ser

Leu

Gly
30
Glu

Asp

Tyr
Pro

95
Asn
110
Ala
Pro
Gly
Leu
Ala
190
Asp
Glu
Glu
Ser
Ile
270
Phe
Trp

Ser

Leu
15

Gly
Ala
Asp
Ala

Pro

Arg
Lys
val
Ala
Thr
175
Leu
Asp
Val
Thr
Glu
255
Met
Phe
Lys

Leu

Gly
Leu
Ser
Leu
80

Gly
Ala
Pro
Ala
Leu
160
Arg
Phe
Lys
Phe
Lys
240
Arg
Leu
Asn

Arg

Gln



305
Thr

Met

val

Gly
385
Ala

Ser

Lys

Val
465
Glu

Leu

Glu

Val
Glu
vVal
Leu

370
Gly

Val
Asp
Tyr
450
Glu
Ser
Leu

Arg

Arg
530

Thr
vVal
Asn

355
Ala

Gln
Ile
Tyr
435
Pro
His
Ala
Met
Arg

515
Glu

Leu
Lys
340
Met
Leu
Ile
Val
Ala
420
Phe
Trp
Thr
val
Ala
500
Thr

Asp

Leu
325
Ser
Phe
His
Ile
Ser
405
Met
Gly
Gly
Asn
Thr
485
Phe
Gln

Ser

310
Arg

Ser
Val
Glu
Gln
390
Ile
Thr
Lys
Pro
Ser
470
Gly
Tyr

Gln

Ile

ES 2377122 T3

Thr
vVal
Glu
Val
375
Gln
Asp
Asp
Glu
Leu
455
Ser
Ile
Phe
Glu

Arg
535%

Val
Glu
Gly
360
Leu
Thr
Ala
val
Gly
440
Lys
Pro
Val
Phe
Glu

520
Ser

Lys
Lys
345
Phe
Arg
Trp
Asn
Glu
425
Arg
Leu
Cys
Val
Arg
505

Ser

His

47

Pro
330
Gln
His
Ala
Asn
Gly
410
Ala
Phe
Arg
Lys
Gly
490
Lys

Asn

Phe

315
Glu

Gly
Asp
Gly
Arg
395
Asp
Gly
Glu
Ile
Ser
475
Ala
Lys

Leu

Ser

Phe
Leu
Ala
Tyr
380
Thr
Arg
Thrx
Met
Asp
460
Ser
Leu
Tyr
Gly

Val
540

Glu
Asn
Ile
365
Ser
Phe
Tyr
Gln
Arg
445
Glu
Gly
Leu
Arg
Lys

525
Ala

Lys
Met

350
Leu

Lys

Glu

Glu
430
Pro

Asn

Gly

Ile
510
His

Phe
335
Glu
Leu
Lys
Gly
Asp
415
Val
Asn
Arg
Leu
Ala
495
Thr

Arg

320
Ser

Asp
Tyr
Asp
Ile
400
Phe
Ile
vVal
Ile
Glu
480
Gly
Ile

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar la activacién o inactivaciéon del sistema hormonal del péptido natriurético atrial
(ANP) y del péptido natriurético cerebral (BNP), comprendiendo el método detectar en forma simultadnea en una sola
lectura o resultado la presencia o la cantidad de prohormonas del péptido natriurético atrial y cerebral (proANP y
proBNP) o fragmentos de las mismas en una muestra, dicho método comprendiendo:

(I) poner en contacto la muestra con una primera sustancia de enlazamiento bi u oligo-especifica que es capaz de
enlazarse tanto con:

@)

(i) proANP (SEQ ID NO: 1), ANP (SEQ ID NO: 2) o NT-proANP (SEQ ID NO: 3);
(i) una secuencia homdloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (i) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud,;

y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO: 4), BNP (SEQ ID NO: 5) 0 NT-proBNP (SEQ ID NO: 6);
(il) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud; o

(I) poner en contacto la muestra con

- un agente que contiene:

@

(i) proANP (SEQ ID NO: 1), ANP (SEQ ID NO: 2) o NT-proANP (SEQ ID NO: 3);
(i) una secuencia homdloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud,;

y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO: 4), BNP (SEQ ID NO: 5) 0 NT-proBNP (SEQ ID NO: 6);
(ii) una secuencia homadloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud,;

y

- una primera sustancia de enlazamiento que es capaz de enlazarse con:

@)

(i) proANP (SEQ ID NO: 1), ANP (SEQ ID NO: 2) o NT-proANP (SEQ ID NO: 3);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud;

y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO: 4), BNP (SEQ ID NO. 5) o NT-proBNP (SEQ ID NO: 6);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud;
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y

(c) el agente.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacionl (1) donde la primera sustancia de enlazamiento comprende:
(a) una sustancia de enlazamiento bi u oligo-especifica; o

(b) una mezcla de sustancias de enlazamiento mono-especificas.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2 donde la primera sustancia de enlazamiento comprende:
(a) receptor natriurético GC-A (SEQ ID NO: 33);

(b) secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (a); o

(c) un fragmento de (a) o (b) que tiene al menos 400 aminoé&cidos de longitud.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3 donde la primera sustancia de enlazamiento comprende un dominio
de enlazamiento extracelular del receptor natriurético GC-A (SEQ ID NO: 34).

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2 donde la primera sustancia de enlazamiento comprende un
anticuerpo o un fragmento o derivado del mismo.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 5 donde el anticuerpo comprende un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo oligoclonal, un anticuerpo bifuncional o un anticuerpo policlonal de reaccion
cruzada.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1(ll) o cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 que depende de la
reivindicacion 1(Il) donde en el agente, (a)(i) es la SEQ ID NO: 3y (b)(i) es la SEQ ID NO: 6 o (a)(i) es la SEQ ID
NO: 2y (b)(i) es la SEQ ID NO: 5.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1(ll) o cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 que depende de la
reivindicacion 1(11) donde el agente comprende o consiste de:

(a) proBNP15.24 y proANPg2.96;
(b) proBNP1.37 Y proANP2g.9s;
(c) proBNP10.29 Y proANP2.g0;
(d) proBNP1.76 y proANP1.gs;

(e) proBNP10.29 Y proANPgo.g0;
(f) proBNP1.108 Y proANP41.126; O
(9) proBNP77.92 y proANP112-126.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1(Il) o cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8 que depende de la
reivindicacion 1(1l) donde el agente es un polipéptido.

10. A método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la primera sustancia de
enlazamiento y/o el agente estan:

(a) marcados con una etiqueta detectable; y/o
(b) inmovilizados.

11. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes que adicionalmente comprende poner
en contacto la muestra con una segunda sustancia de enlazamiento que es capaz de enlazarse con la primera
sustancia de enlazamiento.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11 donde la segunda sustancia de enlazamiento estéa:
(a) marcada con una etiqueta detectable; y/o
(b) inmovilizada.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacién 11 donde la segunda sustancia de enlazamiento provoca la
precipitacion de la primera sustancia de enlazamiento y de cualquier péptido que esté enlazado a ella.
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14. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende un inmunoensayo.

15. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes que permite diagnosticar insuficiencia
cardiaca o monitorear el tratamiento de una condicion cardiaca.

16. Un agente que es un polipéptido que comprende:

G

(i) proANP (SEQ ID NO: 1), ANP (SEQ ID NO: 2) o NT-proANP (SEQ ID NO: 3);
(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(ii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 amino&cidos de longitud,;

y

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO: 4), BNP (SEQ ID NO: 5), NT-proBNP (SEQ ID NO: 6);
(i) una secuencia homdloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud.

17. Un agente de acuerdo con la reivindicacion 16 que comprende o consiste de:
(a) proBNP15.24 Y proANPg2.96;

(b) proBNP1.37 Y proANP2g.9s;

(c) proBNP10.29 Y proANP2.g0;

(d) proBNP1.76 y proANP1.gs;

(e) proBNP19.29 Yy proANPso-go;

(f) proBNP1.108 Y proANP41.126; O

(9) proBNP77.92 Y proANP112-126.

18. Un agente de acuerdo con reivindicacion 17 que comprende cualquiera de las SEQ ID Nos: 13, 14, 15, 17, 18,
19 6 20.

19. Un agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 que esta marcado con una etiqueta
detectable.

20. A polinucledtido que comprende la secuencia que codifica un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19 o una secuencia que es complementaria a la secuencia de codificacion.

21. Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 20 que comprende:

@

() las SEQID Nos 7,80 9;

(i) una secuencia complementaria a (i);

(iii) una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a (i) o (ii);

(iv) una secuencia que se degenerada como resultado del codigo genético a (i), (i) o (iii);

(v) una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con cualquiera de las secuencias en (i) hasta (iv); o
(vi) un fragmento hasta de 40 nucleétidos de longitud de cualquiera de las secuencias en (i) hasta (v);
y

(b)

() las SEQ ID Nos 10, 11 6 12;
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(i) una secuencia complementaria a (i);

(iii) una secuencia que hibrida bajo condiciones rigurosas a (i) o (ii);

(iv) una secuencia que se degenerada como resultado del cédigo genético a (i), (ii) o (iii);

(v) una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con cualquiera de las secuencia en (i) hasta (iv); o
(vi) un fragmento hasta de 40 nucleétidos de longitud de cualquiera de las secuencias en (i) hasta (v).

22. Un vector de expresion que contiene un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 20 6 21.

23. Una célula huésped que comprende un polinucleétido de acuerdo con reivindicacion 20 é 21 o un vector de
expresion de acuerdo con la reivindicacion 22.

24. Un proceso para producir un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 cuyo proceso
comprende:

(a) cultivar una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 23 bajo condiciones que permitan la expresion del
polipéptido; y opcionalmente

(b) recuperar el polipéptido expresado.

25. Un proceso para producir un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 que
comprende sintesis quimica.

26. Un anticuerpo bi u oligo-especifico, fragmento o derivado del mismo que es capaz de enlazarse tanto con:
@)

(i) proANP SEQ ID NO: 1), ANP (SEQ ID NO: 2) o NT-proANP (SEQ ID NO: 3);

(i) una secuencia homadloga que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(iii) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 aminoacidos de longitud;

como con

(b)

(i) pro-BNP (SEQ ID NO: 4), BNP (SEQ ID NO: 5) 0 NT-proBNP (SEQ ID NO: 6);

(i) una secuencia homologa que tiene al menos 70% de identidad con (i); o

(i) un fragmento de (i) o (ii) que tiene al menos 6 amino&cidos de longitud.

27. Un anticuerpo, fragmento o derivado de acuerdo con la reivindicacion 26 que est4 marcado con una etiqueta
detectable.

28. Un proceso para elaborar un anticuerpo como se define en la reivindicacion 26 6 27 que comprende el cultivo de
una célula que expresa al anticuerpo y opcionalmente purificar el anticuerpo de la célula.

29. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 28 en el cual la célula es una que puede ser obtenida por medio de
la administracion de un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 a un mamifero, la
extraccion de células B del mamifero y seleccionar una célula de estas con base en la habilidad para expresar un
anticuerpo con la especificidad del anticuerpo de la reivindicacion 26.

30. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 28 en el cual la célula es recombinante para un polinucledtido que
expresa al anticuerpo.

31. Un soporte sélido que comprende un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 26 6 27 o un agente de
acuerdo con la reivindicacién 16 6 17.

32. Un soporte solido de acuerdo con la reivindicacion 31, que es una particula, barra, lamina o placa de
microtitulacion.

33. Un agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, un polinucleétido de acuerdo con la
reivindicaciéon 20 6 21 o un anticuerpo, fragmento o derivado del mismo de acuerdo con la reivindicacién 26 6 27
para uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal por medio del diagnéstico de insuficiencia
cardiaca o el monitoreo del tratamiento de insuficiencia cardiaca.
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34. El uso de una primera sustancia de enlazamiento como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, un
agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién
20 6 21 o un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 26 & 27 para la fabricacién de un reactivo para el
diagndstico de insuficiencia cardiaca y/o el monitoreo del tratamiento de insuficiencia cardiaca.

35. un kit de diagnoéstico que comprende:

(a) una primera sustancia de enlazamiento como se define en la reivindicacion 1 (I); o

(b) una primera sustancia de enlazamiento y un agente como se define en la reivindicacion 1(11);
donde opcionalmente la sustancia de enlazamiento y/o el agente est4 etiquetado.

36. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 35 donde la primera sustancia de enlazamiento es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, y/o esta presente sobre un soporte sélido de acuerdo con la reivindicacion
316 32.

37. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 35 6 36 donde el agente es como se define en las reivindicaciones 16 a
19.

38. El uso de una primera sustancia de enlazamiento como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, un
agente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion
20 6 21, un anticuerpo, fragmento o derivado de acuerdo con la reivindicacion 26 6 27, un soporte sélido de acuerdo
con la reivindicacion 31 6 32 o un kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37 en un método in vitro
para el diagnéstico de insuficiencia cardiaca y/o el monitoreo del tratamiento de insuficiencia cardiaca.

39. El uso de acuerdo con la reivindicacién 38 que comprende un método como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.
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Figura 2b
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Figura 3.
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Figura 5
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EchoCO% NIHPoAN NT-ProBNPS
Cambio de Cambio de Cambio de Cambio de
Echo CO NT-ProANP NT-ProBNP NT-ProXNP
Limite > +10% >20% >-20% >-20%
Positivo 9 9 9 k1
Negativo 2 2 2 0
Sensibilidad 81.8 81.8 81.8 100.0
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