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DESCRIPCION
Troponina T cardiaca modificada después de la traducciéon como biomarcador de un riesgo de insuficiencia cardiaca
Sector de la técnica

La presente invencion proporciona nuevos biomarcadores para la deteccién de remodelacion ventricular izquierda y
la gestion y la valoracién del riesgo de insuficiencia cardiaca. Por consiguiente, la invencion proporciona métodos y
kits de deteccion de remodelacién ventricular izquierda.

Estado de la técnica

La insuficiencia cardiaca es hoy un problema de salud grave que afecta a mas de cinco millones de personas en los
Estados Unidos y registra aproximadamente 500.000 nuevos casos cada afo y su prevalencia esta creciendo de
forma constante. Consiste en una afeccién en la que un problema con la estructura o funcién del corazén altera su
capacidad para suministrar flujo sanguineo suficiente para satisfacer las necesidades del organismo.

Esta patologia es causada por diferentes factores y es el resultado de varios mecanismos complejos. Para el
tratamiento clinico de este grave trastorno, el descubrimiento de nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas parece
tener una importancia creciente. Particularmente, para una monitorizacion mas facil, la investigacion se centra ahora
en biomarcadores séricos.

Un numero creciente de enzimas, hormonas, sustancias biolégicas y otros marcadores del sistema cardiaco se usan
como biomarcador de trastornos cardiacos tales como insuficiencia cardiaca. Actualmente, entre los biomarcadores
usados para el tratamiento de insuficiencia cardiaca después de infarto de miocardio aparecen troponina T sérica
(Newby LK et al, 1998; Latini R et al, 2007) y troponina |, péptido natriurético de tipo B (BNP) y proteina C reactiva
(CRP). Estos biomarcadores evaluan diferentes rutas que han estado implicadas en la patogenia de insuficiencia
cardiaca: el BNP es elevado en respuesta a sobrecarga ventricular izquierda; la CRP es un marcador de inflamacion;
y elevaciones de troponina indican lesion miocitica.

Sin embargo, sigue existiendo una necesidad de nuevos biomarcadores para el tratamiento de insuficiencia
cardiaca, para una deteccion o valoracién mas temprana del riesgo de dicho trastornos y ensayos mas faciles.

La remodelacion ventricular izquierda después de infarto de miocardio se observa en aproximadamente el 30% de
los pacientes a pesar de las modernas estrategias terapéuticas. Inicialmente, la remodelacién ventricular izquierda
puede considerarse un mecanismo protector que mantiene la funcién cardiaca de bombeo pero, en ultimo término,
conduce al deterioro de la funcién ventricular izquierda global y a insuficiencia cardiaca. Dado que el infarto de
miocardio es un suceso frecuente (120000 casos/afio en Francia), la remodelacion ventricular izquierda es un
importante contribuyente a la actual epidemia de insuficiencia cardiaca. El descubrimiento de marcadores circulantes
especificos de remodelacion permitiria el desarrollo de ensayos biolégicos que predicen el desarrollo de insuficiencia
cardiaca.

Objeto de lainvencidn

La presente invencion se refiere a un método in vitro para detectar una remodelacién ventricular izquierda posterior a
un infarto en un sujeto, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) medir el nivel de troponina T fosforilada en la mezcla de troponinas T en una muestra de sangre obtenida del
sujeto,

(ii) comparar dicho nivel con un control,

(iii) en el que un nivel reducido de troponina T fosforilada en la muestra de sangre es indicativo de una
remodelacion ventricular izquierda.

Descripcion detallada de lainvencién

Los inventores han demostrado que la troponina T modificada después de la traduccion y, mas particularmente, la
troponina T fosforilada, es un biomarcador de remodelacion ventricular izquierda, un proceso posterior a un infarto
que conduce a insuficiencia cardiaca. De hecho, el nivel de fosforilacion se reduce en el caso de remodelacion
ventricular izquierda. Ademas, el nivel de glucosilacion de troponina T también ha sido estudiado y se incrementa en
caso de remodelacion ventricular izquierda. Por consiguiente, la troponina T modificada después de la traduccion
puede usarse como biomarcador de riesgo de insuficiencia cardiaca en un sujeto que sufrié un infarto.

Los inventores también demostraron que la troponina T modificada después de la traduccién y, mas particularmente,
troponina T fosforilada, puede usarse como biomarcador de insuficiencia cardiaca en un sujeto que no sufrié ningun
infarto. Pero sorprendentemente, los inventores han demostrado que un incremento del nivel de fosforilacion y/o una
reduccion del nivel de glucosilaciéin estan correlacionados con un riesgo de insuficiencia cardiaca en un sujeto que
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no sufrié ningun infarto.

Por lo tanto, la troponina T modificada después de la traducciéon puede usarse como biomarcador de insuficiencia
cardiaca en sujetos que sufrieron o no un infarto, y como biomarcador de remodelaciéon ventricular izquierda
posterior a un infarto.

Definiciones

La expresion “Troponina T” (TnT) tiene su significado general en la técnica y se refiere a la forma cardiaca de
troponina T, una proteina miofibrilar ya usada como biomarcador de trastornos cardiacos. La expresion puede incluir
troponina T cardiaca y variantes y formas modificadas de la misma. La troponina T cardiaca puede ser de cualquier
fuente, pero tipicamente es una troponina T cardiaca de mamifero (por ejemplo, ser humano y primate no humano),
particularmente una troponina T cardiaca humana. Una secuencia de aminoacidos de troponina T cardiaca nativa
humana ejemplar se proporciona en P45359 (base de datos Swiss-Prot) y una secuencia de aminoacidos nativa de
rata ejemplar se proporciona en P50753 (base de datos Swiss-Prot).

De acuerdo con la invencion, la expresion “troponina T fosforilada” se refiere a una forma particular de la troponina T
que esta fosforilada en una serina. Concretamente, la proteina humana esta fosforilada en la serina 207 (véase la
posicion 207 de P45379 (aminoacidos 1-297)) y la proteina de rata esta fosforilada en la serina 208 (véase la
posicion 208 de P50753 (aminoacidos 1-298)), teniendo en cuenta la retirada del iniciador metionina
(UniProtKB/Swiss-Prot Comunicado 57.1 del 14 de abril de 2009: 412525 entradas).

De acuerdo con la invencién, la expresion “troponina T glucosilada” se refiere a una forma particular de troponina T
que esta glucosilada con un monosacarido, B-N-acetilglucosamina, que es un enlace O-glucosidico denominado O-
GlIcNAc.

De acuerdo con la invencion, la expresion “mezcla de troponinas T” se refiere a todas las formas de troponina T
contenidas en la muestra bioldgica obtenida del sujeto, que pueden estar modificadas después de la traduccién o no.
Por lo tanto, la mezcla incluye troponina T no modificada, troponina T fosforilada y troponina T glucosilada.

Los términos “biomarcador” y “marcador” se usan en el presente documento de forma intercambiable. Estos se
refieren a una sustancia que es un indicador caracteristico de un proceso bioldgico, suceso bioldgico y/o afeccion
patolégica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a un ser humano u otro mamifero (por
ejemplo, primate, perro, gato, cabra, caballo, cerdo, ratén, rata, conejo y similares), que puede estar aquejado de
insuficiencia cardiaca, pero puede o puede no tener la enfermedad. En una realizacién particular de la presente
invencion, el sujeto es un ser humano. En particular, el sujeto puede ser un paciente.

La expresion “muestra biolégica” se usa en el presente documento en su sentido mas amplio. Una muestra biolégica
se obtiene generalmente de un sujeto. Una muestra puede ser de cualquier tejido o fluido biolégico con el que
puedan ensayarse biomarcadores de la presente invencion. Frecuentemente, una muestra sera una “muestra
clinica”, es decir, una muestra obtenida de un paciente. Dichas muestras incluyen, aunque sin limitarse a, fluidos
corporales que pueden contener o no células, por ejemplo, sangre (por ejemplo, sangre completa, suero o plasma).
La expresidn “muestra bioloégica” también abarca cualquier material obtenido procesando una muestra bioldgica. Los
materiales obtenidos incluyen, aunque sin limitarse a, células (o su progenie) aisladas de la muestra o proteinas
extraidas de la muestra. El procesamiento de una muestra biolégica puede implicar una o mas de: filtracién,
destilaciéon, extraccion, concentracion, inactivacion de componentes interferentes, adicion de reactivos y similares.

De acuerdo con la invencién, la muestra biolégica es una muestra de sangre (sangre completa, suero o plasma).

Los términos “normal” y “sano” se usan en el presente documento de forma intercambiable. Estos se refieren a un
sujeto que no ha mostrado ningun sintoma cardiovascular, y al que no se le ha diagnosticado insuficiencia cardiaca
u otra enfermedad cardiovascular. Preferentemente, un sujeto normal no esta tomando medicacién que afecta al
sistema cardiovascular y no se le ha diagnosticado ninguna otra enfermedad. En algunas realizaciones, los sujetos
normales tienen sexo, edad y/o indice de masa corporal similares en comparacién con el sujeto a partir del cual se
obtuvo la muestra bioldgica a ensayar. El término “normal” también se usa en el presente documento para calificar
una muestra obtenida de un sujeto sano.

En el contexto de la presente invencion, el término “control”, cuando se usa para caracterizar a un sujeto, se refiere a
un sujeto que esta sano o a un paciente al que se le ha diagnosticado una enfermedad especifica diferente de una
enfermedad cardiovascular. La expresion “muestra de control” se refiere a una o mas de una muestra, que se ha
obtenido de un sujeto sano o de un paciente al que se le ha diagnosticado una enfermedad diferente de un trastorno
cardiovascular.

En su significado mas amplio, el término “prevenir” o “prevencion” se refiere a prevenir que la enfermedad o
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trastorno se aparezca en un sujeto al que aun no se le ha diagnosticado que la tenga.

En su significado mas amplio, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a invertir, aliviar, inhibir el progreso del
trastorno o afeccién a la que dicho término se aplica, o uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccion.

La expresién “farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra inapropiada cuando son administradas a un
mamifero, especialmente un ser humano, segun sea apropiado. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable se refiere a una carga, diluyente, material encapsulante o auxiliar de formulacién sélido, semisdlido o
liquido no téxico de cualquier tipo.

Métodos predictivos de lainvencién

El objeto de la presente invenciéon se refiere a un método in vitro para detectar una remodelacién ventricular
izquierda posterior a un infarto en un sujeto, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) medir el nivel de troponina T fosforilada en la mezcla de troponinas T en una muestra de sangre obtenida del
sujeto,

(ii) comparar dicho nivel con un control,

(iii) en el que un nivel reducido de troponina T fosforilada en la muestra de sangre es indicativo de una
remodelacién ventricular izquierda.

En una realizacién particular, dicho método puede comprender ademas las etapas de:

(iv) medir el nivel de troponina T glucosilada en la mezcla de troponinas T en dicha muestra,

(v) comparar dicho nivel con un control,

(vi) en el que un nivel incrementado de troponina T glucosilada en dicha muestra es indicativo de una
remodelacion ventricular izquierda.

La remodelacién ventricular izquierda es un complejo proceso posterior a un infarto que se produce en
aproximadamente el 30% de los casos, que conduce a insuficiencia cardiaca a largo plazo.

De acuerdo con la invencién, el nivel de troponina T fosforilada corresponde a la razén de troponina T fosforilada con
respecto a troponina T total asi como el nivel de troponina T glucosilada corresponde a la razén de troponina T
glucosilada con respecto a troponina T total.

Tipicamente, un nivel reducido de troponina T fosforilada corresponde al 50% o menos del nivel medido en una
muestra de control.

De acuerdo con la invencién, la troponina T fosforilada se usa como biomarcador de una remodelacion ventricular
izquierda posterior a un infarto en un sujeto.

Ademas, la troponina T glucosilada también puede usarse como biomarcador de una remodelaciéon ventricular
izquierda posterior a un infarto en un sujeto.

Los biomarcadores de la invencion pueden detectarse mediante diferentes métodos bien conocidos en la técnica.

En una realizacion particular, los métodos de la invencién comprenden poner en contacto a la muestra biolégica con
un socio de unién capaz de interactuar selectivamente con los biomarcadores presentes en la muestra bioldgica.

Por consiguiente, un socio de union de troponina T fosforilada reconoce selectivamente la troponina T fosforilada, y
no la troponina T no fosforilada, asi como un socio de unién de troponina T glucosilada reconoce selectivamente la
troponina T glucosilada, y no la troponina T no glucosilada.

El socio de unién puede ser un anticuerpo que puede ser policlonal o monoclonal, preferentemente monoclonal. En
otra realizacion, el socio de union puede ser un aptamero.

Los anticuerpos policlonales de la invencion o un fragmento de los mismos pueden generarse de acuerdo con
métodos conocidos administrando el antigeno o epitopo apropiado a un animal huésped seleccionado, por ejemplo,
entre cerdos, vacas, caballos, conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Pueden usarse diversos adyuvantes
conocidos en la técnica para mejorar la produccion de anticuerpos. Aunque los anticuerpos Utiles para poner en
practica la invencion pueden ser policlonales, se prefieren los anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales de la invencion o un fragmento de los mismos pueden prepararse y aislarse usando
cualquier técnica que posibilite la produccion de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en
cultivo. Las técnicas para la produccion y el aislamiento incluyen, aunque sin limitarse a, la técnica de hibridoma
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descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica de hibridoma de células B (Cote et al., 1983); y la
técnica de EBV-hibridoma (Cole et al. 1985).

Como alternativa, técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena sencilla (véase por ejemplo la
Patente de Estados Unidos N° 4.946.778) pueden adaptarse para producir anticuerpos de cadena sencilla dirigidos
contra biomarcadores de la invencion. Los anticuerpos Utiles para poner en practica la presente invenciéon también
incluyen fragmentos antibiomarcadores que incluyen, aunque sin limitarse a, fragmentos F(ab')2, que pueden
generarse mediante digestion con pepsina de una molécula de anticuerpo intacta, y fragmentos Fab, que pueden
generarse reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab')2. Como alternativa, pueden construirse
bibliotecas de expresion de Fab y/o scFv para permitir la rapida identificacion de fragmentos que tienen la
especificidad deseada por biomarcadores de la invencion. Por ejemplo, puede usarse presentacion en fagos de
anticuerpos. En dicho método, fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv) o Fab se expresan en la superficie de un
bacteriéfago adecuado, por ejemplo, M13. En resumen, células esplénicas de un huésped adecuado, por ejemplo,
raton, que ha sido inmunizado con una proteina son extirpadas. Las regiones codificantes de las cadenas VL y VH
se obtienen de aquellas células que estan produciendo el anticuerpo deseado contra la proteina. Estas regiones
codificantes se fusionan a continuacién con un extremo de una secuencia del fago. Una vez que el fago se ha
insertado en un portador adecuado, por ejemplo, bacterias, el fago presenta el fragmento de anticuerpo. La
presentacion en fagos de anticuerpos también puede proporcionarse mediante métodos combinatorios conocidos
por los expertos en la materia. Los fragmentos de anticuerpo presentados por un fago pueden usarse a continuacion
como parte de un inmunoensayo.

Los ejemplos de anticuerpos monoclonales para troponina T disponibles en el mercado incluyen aquellos obtenidos
de Abcam (clon 1A11, 2F3 y 1F11) y Santa Cruz (clon 2G3). Los ejemplos de anticuerpos policlonales para
troponina T disponibles en el mercado incluyen aquellos obtenidos de HyTest Ltd (ref: 4T19_2). Estos se usan para
medir la razén entre la cantidad de biomarcador y la cantidad de troponina T total.

En otra realizacién, el socio de unidén puede ser un aptamero. Los aptameros son una clase de molécula que
representa una alternativa a anticuerpos en términos de reconocimiento molecular. Lo aptameros son secuencias de
oligonucledtidos u oligopéptidos con la capacidad de reconocer virtualmente cualquier clase de moléculas diana con
afinidad y especificidad elevadas. Dichos ligandos pueden aislarse a través de Evolucién sistematica de ligandos
mediante enriquecimiento exponencial (SELEX por sus siglas en inglés) de una biblioteca de secuencias aleatorias,
tal como se describe en Tuerk C. 1997. La biblioteca de secuencias aleatorias puede obtenerse mediante sintesis
quimica combinatoria de ADN. En esta biblioteca, cada miembro es un oligémero lineal, eventualmente modificado
quimicamente, de una Unica secuencia. Posibles modificaciones, usos y ventajas de esta clase de moléculas han
sido revisados en Jayasena S.D., 1999. Los aptameros peptidicos estan constituidos por regiones variables de
anticuerpos limitadas desde el punto de vista conformacional presentadas por una proteina plataforma, tales como
Tiorredoxina A de E. coli, que se seleccionan entre bibliotecas combinatorias mediante dos métodos hibridos (Colas
et al., 1996).

Los socios de union de la invencion tales como anticuerpos o aptdmeros pueden marcarse con una molécula o
sustancia detectable, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualesquiera otras marcas
conocidas en la técnica. En la técnica se conocen marcas que generalmente proporcionan (directa o indirectamente)
una sefal.

Tal como se usa en el presente documento, el término “marcado”, con respecto al anticuerpo, pretende abarcar
marcado directo del anticuerpo o aptamero acoplando (es decir, enlazando fisicamente) una sustancia detectable, tal
como un agente radiactivo o un fluoréforo (por ejemplo isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) o
Indocianina (Cy5)) al anticuerpo o aptametro, asi como marcado indirecto de la sonda o anticuerpo mediante
reactividad con una sustancia detectable. Un anticuerpo o aptdmetro de la invencién puede estar marcado con una
molécula radiactiva mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo las moléculas radiactivas
incluyen, aunque sin limitarse a, un atomo radiactivo para estudios gammagraficos tales como 1123, 1124, In111,
Re186, Re188.

Los ensayos mencionados anteriormente pueden implicar la unién del socio de union (es decir, anticuerpo o
aptamero) a un soporte soélido. Los soportes sélidos que pueden usarse en la puesta en practica de la invencion
incluyen sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en forma de membrana o pocillo de microvaloracion);
cloruro de polivinilo (por ejemplo, laminas o pocillos de microvaloracion); latex de poliestireno (por ejemplo,
microesferas o placas de microvaloracion); fluoruro de polivinilidina; papel diazotizado; nylon membranas;
microesferas activadas, microesferas magnéticamente sensibles y similares.

Los biomarcadores de la invencién pueden detectarse usando técnicas de inmunodiagndstico convencionales,
incluyendo inmunoensayos tales como ensayos de competencia, reaccién directa o de tipo sandwich. Dichos
ensayos incluyen, aunque sin limitarse a, ensayos de aglutinacién; inmunoensayos marcados y mediados por
enzimas, tales como ELISA; ensayos de tipo biotina/avidina; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis;
inmunoprecipitacion.

Mas particularmente, puede usarse un método ELISA, en el que los pocillos de una placa de microvaloracion estan
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revestidos con un conjunto de anticuerpos dirigidos contra biomarcadores de la invencion. Una muestra bioldgica
que contiene o de la que se sospecha que contiene dicho biomarcador o biomarcadores se afiade a continuacion a
los pocillos revestidos. Después de un periodo de incubacion suficiente para permitir la formacion de complejos
anticuerpo-antigeno, la placa o placas pueden lavarse para retirar restos no unidos y afiadirse una molécula de
union secundaria marcada de forma detectable. A la molécula de unién secundaria se le permite reaccionar con
cualquier proteina marcadora de muestra capturada, la placa se lava y la presencia de la molécula de unién
secundaria se detecta usando métodos bien conocidos en la muestra.

Detectar el biomarcador o biomarcadores (con o sin métodos basados en inmunoensayo) también puede incluir la
separacion de los compuestos: centrifugado basado en el peso molecular del compuesto; electroforesis basada en la
masa y la carga; HPLC basada en la hidrofobia; cromatografia de exclusién molecular basada en el tamafo; y
afinidad por fase sélida basada en la afinidad del compuesto por la fase sélida particular que se usa. Una vez
separados, los biomarcadores de la invencion pueden identificarse en base al “perfil de separacién” conocido por
ejemplo, tiempo de retencion, para ese compuesto y medirse usando técnicas convencionales.

Como alternativa, los compuestos separados pueden detectarse y medirse mediante, por ejemplo, un espectrémetro
de masas.

El nivel de troponina T total puede medirse mediante dichos métodos, usando un socio de unién que reconoce todas
las formas de troponina T, incluyendo troponina T fosforilada y glucosilada.

Kits de la invencién

Se desvelan kits que comprenden materiales Utiles para llevar a cabo métodos de prediccién de acuerdo con la
presente invencion. Los procedimientos de diagnostico/prediccidon proporcionados en el presente documento pueden
ser realizados por laboratorios de diagnoéstico, laboratorios experimentales o facultativos. La invencion proporciona
kits que pueden usarse en estos diferentes entornos.

Material y reactivos para detectar biomarcadores especificos de la invencién en una muestra bioldgica para detectar
una remodelacién ventricular izquierda o predecir un riesgo de insuficiencia cardiaca en un sujeto pueden reunirse
conjuntamente en un kit.

En una realizacion, un kit comprende al menos un anticuerpo u otro socio de unién de troponina T fosforilada y un
anticuerpo u otro socio de unién de troponina T, siendo capaz dicho anticuerpo o socio de union de troponina T de
unirse a todas las formas de troponina T.

En otra realizacion, un kit comprende al menos un anticuerpo u otro socio de unién de troponina T fosforilada y un
anticuerpo u otro socio de unién de troponina T glucosilada. El kit también puede contener un socio de unién de
todas las formas de troponina T.

El socio de union puede estar marcado para una deteccion mas facil. Puede estar o no inmovilizado sobre la
superficie de un sustrato (por ejemplo, microesferas, matriz y similares). Por ejemplo, un kit de la invencién puede
incluir una matriz para predecir el riesgo de insuficiencia cardiaca tal como se proporciona en el presente
documento. Como alternativa, la superficie de un sustrato (por ejemplo membrana) puede estar incluida en un kit de
la invencion para inmovilizacién del socio de unién (por ejemplo, mediante electroforesis en gel y transferencia a
membrana).

Ademas, un kit generalmente también comprende al menos un reactivo para la deteccién de un complejo entre el
socio de union incluido en el kit y el biomarcador de la invencion.

Dependiendo del procedimiento, el kit puede comprender ademas uno o mas de: tampon y/o reactivos de extraccion,
tampodn y/o reactivos de transferencia de Western, y medios de deteccion. Los protocolos para usar estos tampones
y reactivos para realizar diferentes etapas del procedimiento pueden estar incluidos en el kit.

Los diferentes reactivos incluidos en un kit de la invencién pueden suministrarse en forma sélida (por ejemplo
liofilizada) o liquida. Los kits pueden comprender opcionalmente diferentes recipientes (por ejemplo, vial, ampolla,
tubo de ensayo, matraz o frasco) para cada tampodn y/o reactivo individual. Cada componente serd generalmente
adecuado dividido en alicuotas en su recipiente respectivo o proporcionado en una forma concentrada. También
pueden proporcionarse otros recipientes adecuados para realizar ciertas etapas de los métodos desvelados. Los
recipientes individuales del kit se mantienen preferentemente encerrados para venta comercial.

En algunas realizaciones, un kit comprende instrucciones para usar sus componentes para la prediccién de un
riesgo de insuficiencia cardiaca en un sujeto de acuerdo con un método de la invencion. Las instrucciones para usar
el kit de acuerdo con métodos de la invencion pueden comprender instrucciones para procesar la muestra bioldgica
obtenida del sujeto y/o para llevar a cabo el ensayo, o instrucciones para interpretar los resultados. Un kit también
puede comprender un folleto en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, el uso o
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la venta de productos farmacéuticos o biolégicos.

Figura 1: Reduccion de TnT fosforilada en Ser?” humana en plasma de pacientes con remodelaciéon VI
después de IM. Analisis de transferencia de Western con anticuerpos contra TnT humana total (figura 1A) y contra
la TnT fosforilada en Ser®®” humana (figura 1B) en plasma (1 pl) de pacientes. La figura 1C muestra el analisis de la
razon entre TnT humana total y TnT fosforilada en Ser® humana. Las posiciones de Pm se indican a la derecha. La
TnT humana total y la TnT fosforilada en Ser®”” se cuantificaron en 2 poblaciones independientes (llamadas
poblacion 1 y poblacion 2). Cada poblacion se dividié en terciles de acuerdo con el porcentaje de remodelacion VI,
medido tal como se indica en materiales y métodos. El tercil 1 incluye pacientes con baja remodelacién (recuadro
blanco), el tercil 2 representa pacientes con remodelaciéon intermedia (recuadro gris) y el tercil 3 representa
pacientes con un alto grado de remodelacion (recuadro negro). Los datos se expresan como medias de una unidad
arbitraria (U.A.)  error estandar de la media. + p < 0,001, £ p < 0,0001.

Ejemplos

Estudios para pacientes con insuficiencia cardiaca gue sufrieron un infarto de miocardio

Materiales y métodos

Animales. Todos los experimentes llevados a cabo en este estudio se ajustaban a la guia para el cuidado y el uso
de animales de laboratorio publicada por los National Institutes of Health (Institutos Nacionales de Salud)
estadounidenses (publicacion NIH No. 85-23, revisada en 1996) y a la ley francesa. El infarto de miocardio (IM) se
indujo en ratas Wistar macho de 10 semanas de edad (n = 32) (Charles River, Francia) mediante ligamiento de la
arteria coronaria izquierda de acuerdo con los métodos descritos por Pfeffer et al y modificados por Mulder et al.
Esto comprendia el grupo de IC (insuficiencia cardiaca). Otras 29 ratas se sometieron al mismo protocolo excepto
que el asa no se atd, éste era el grupo con operacion simulada o de control. A todas las ratas se les permiti6 comer
pienso para ratas convencional y beber agua ad libitum y se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12-h/12-h.

Siete dias o dos meses después de la cirugia, cada animal se sometié a mediciones hemodinamicas y estudios
ecocardiograficos (control e IC) antes del sacrificio y la extirpacion del corazon, tal como se describié recientemente
en Cieniewski-Bernard, C. et al, 2008. En resumen, el corazén se extirpd y se incubd en tampon de Krebs-Henseleit
enfriado con hielo para retirar la sangre. Cada compartimento cardiaco se diseccion6 a continuacion
cuidadosamente para extirpar todas las zonas necroticas. El VI se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se
mantuvo a -80°C hasta el analisis. Las proteinas del VI se extrajeron mediante homogeneizacion de Dounce-Potter
en hielo en 40 mmol/l de Tris-HCI, pH 9,5 que contenia antiproteasas (un comprimido para 20 ml de tampén,
Complete™ sin EDTA, Roche Applied Science) y antifosfatasas (1/100, cdoctel inhibidor de fosfatasa 1 y 2, Sigma-
Aldrich) y PUGNAc (50 umol/l, CarboGen). La fraccion soluble se transfirio a tubos Eppendorf de 1,5 ml y las
concentraciones de proteinas se determinaron con el ensayo de Bradford.

Pacientes. La remodelacion VI se analizé en dos poblaciones independientes de pacientes incluidos durante 2002-
2004 (poblacién 1) y 2006-2007 (poblacion 2) (Tabla 2). Para ambas series de pacientes, los criterios de inclusion
eran hospitalizacién por un IM con onda Q anterior con al menos 3 segmentos del VI de la zona de infarto acinéticos
en la ecocardiografia previa al alta. Los criterios de exclusion eran: calidad de la imagen ecografica inadecuada,
enfermedad no cardiaca que limita la calidad vida, enfermedad valvular significativa, o IM con onda Q anterior. Se
llevaron a cabo estudios ecograficos secuenciales inmediatamente antes del alta hospitalaria y 1 afio después del
IM. Los datos ecograficos se obtuvieron con sistemas de imaginologia de segundo armodnico disponibles en el
mercado, y las imagenes se registraron en discos épticos. Se usé un protocolo de imaginologia convencional en
base a vistas apicales de 4 y 2 camaras; Se registraron ecocardiogramas en 2D del eje corto del VI a partir de la
region paraesternal izquierda a 3 niveles: valvula mitral, nivel del musculo papilar medio, y cuspide. Todos los
ecocardiogramas se analizaron en el Laboratorio Lille Core Echo (Lille, Francia), tal como se ha descrito
anteriormente en Savoye C et al, 2006°. Los volimenes y la fraccion de expulsion del VI se calcularon de acuerdo
con una regla de Simpson modificada. El VI se dividi6 en un modelo de 16 segmentos para evaluar la funcion
sistolica regional. La remodelaciéon VI se expresé como el cambio porcentual en volumen diastélico final del VI
(LVEDV) desde el inicial (previo al alta) hasta 1 afio después: (LVEDV1a4i0-LVEDVinicial) / LVEDViniciar X 100. Se
obtuvieron muestras de sangre en tubos de EDTA para todos los pacientes en el momento de la inclusién durante la
hospitalizacion inicial. El plasma se procesé y se almacené a - 80°C en un plazo de 2 horas.

Electroforesis en gel bidimensional (2-D), cuantificacion de proteinas fosforiladas y andlisis por
espectrometria de masas. Se llevd a cabo electroforesis en gel bidimensional tal como se ha descrito
anteriormente en Cieniewski-Bernard, C. et al, 2008. Proteinas del VI (500 mg) de ratas de control (n =4) y con IC (n
= 4) a los 2 meses después de la cirugia se analizaron, se mezclaron en una tira seca de 24 cm con un gradiente
lineal de pH de 3-10 (Immobilin DryStrip, GE Healthcare). La etapa de rehidratacion pasiva se llevé a cabo después
de 9 h a 20°C sin corriente alguna. El enfoque se llevé a cabo a 20°C a 50 V durante 9 h (etapa de rehidratacion
activa), 200 V durante 1 h (progresion lineal), 1000 V durante 1 h (progresién lineal), 10.000 V durante 6 h
(progresion lineal) y 10.000 V durante 4,5 h (progresion rapida). Los geles con tiras de IPG equilibradas se aplicaron
a continuacion a la parte superior de un gel Duracryl™ al 12% (Digilab® Genomic solutions). Se aplicaron cuadrados
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de dos mm de papel de filtro que contenia 4 ul de patrones de peso molecular de fosfoproteina PeppermintStick™
(Molecular Probes™) a la parte izquierda del gel. La electroforesis se llevd a cabo a 10°C con el gran sistema
vertical Ettan Dalt®™ (GE Healthcare) en tampon de desplazamiento (25 mmol/l de Tris, 192 mmol/l de glicina, SDS al
0,1% (p/v), APS al 0,37% (p/v) y TEMED al 0,04% (v/v)) a 70 V durante una noche.

La tincion fluorescente de electroforesis 2-D con el colorante Pro-Q®Diamond Phosphoprotein Gel Stain se llevo a
cabo fijando los geles en metanol al 30% (v/v) acido acético al 5% (v/v) durante 2 h, lavando con H,O 18 MQ,
incubando con el colorante Pro-Q®Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Molecular Probes™) durante 90 minutos y
destifiendo lavando 3 veces con acetonitrilo al 20%. (ACN), (v/v) acetato sddico al 5% 1 mol/l, pH 4 (p/v) durante 30
minutos y mediante un lavado final con H,O 18 MQ durante 1 h. Se adquirieron imagenes de geles tefiidos con Pro-
Q-®Diamond con un aparato Ettan Dige Imager (GE Healthcare) a una longitud de onda de excitacion de 540 nm y
una longitud de onda de emision de 595 nm. Los geles se tifieron a continuacion para proteinas totales con colorante
Sypro®Ruby Protein Gel Stain (Molecular Probes™) durante una noche y se destifieron lavando una vez con H,O 18
MQ durante 10 minutos, dos veces con metanol al 10% (v/v), acido acético al 7% (v/v) durante 10 minutos y dos
veces mas con HyO 18 MQ durante 10 minutos. Las imagenes de geles tefiildos con Sypro®Ruby se adquirieron con
el aparato Ettan Dige Imager a una longitud de onda de excitacién de 480 nm y una longitud de onda de emisién de
530 nm.

Las imagenes de los geles tenidos con Pro-Q®Diamond y Sypro®Ruby se exportaron a formato TIF y se importaron
al software de analisis de imagenes en gel ImageMaster 2D Platinum®6.0 (GE Healthcare). Se detectaron manchas
automaticamente de acuerdo con tres parametros (uniforme, 10; area, 5; prominencia, 2). El fondo se eliminé de
cada gel y las imagenes se editaron de forma manual, por ejemplo, afiadiendo, dividiendo o eliminando manchas. El
gel tefiido con Pro-Q®Diamond se seleccion6 como el gel de referencia o maestro y se usé para emparejamiento
automatico de manchas en el gel tefiido con Sypro®Ruby correspondiente. Analisis de datos compardé los geles para
las ratas de control (n = 4) y para las ratas con IC (n = 4). Después de que la edicidon de forma manual y el
emparejamiento confirmaban las imagenes, el software analizé las diferencias en el volumen de la mancha de
proteina. El volumen total de la mancha se calculé para cada imagen, y a cada mancha se le asigné un volumen de
mancha normalizado como una proporcion del volumen total de todas las manchas. Se evalué la razéon del
porcentaje de volumen normalizado de una mancha detectada mediante Pro-Q®Diamond y aquel para la misma
mancha detectada mediante Sypro®Ruby y a continuacién se seleccionaron las manchas polipeptidicas para las
cuales esta razon diferia significativamente (p < 0,05) entre ratas de control y con IC.

Tal como se ha descrito recientemente en detalle en Cieniewski-Bernard, C. et al, 2008 y Pottiez G et al, 2009, las
fosfoproteinas del VI (800 pg) se identificaron mediante un método de digestion en gel después de tefir con el
colorante Coomassie Brillant Blue G-250, y las proteinas se identificaron con un espectrémetro de masas MALDI-
TOF Voyager DE-STR PRO (PerSeptive Biosystems) y, para las manchas no identificadas en MALDI, con el flujo de
trabajo de Proteineer™ de Bruker Daltonics (Bremen, Alemania).

Las masas de péptidos monoisotdpicos se buscaron en las bases de datos de proteinas NCBI y Swiss-Prot con tres
programas de  software  diferentes: Protein Prospector  (http://prospector.ucsf.edu./), ProFound
(http://prowl.rockefeller.edu/) y Mascot (http://www.matrixscience.com/). Las busquedas en las bases de datos
usaban diferentes caracteristicas, es decir especie de rata, una escision ausente, modificaciones quimicas parciales
(oxidacion de metionina y carbamidometilacion de cisteina) y un ajuste de tolerancia de masa de 50 ppm. Los
criterios usados para aceptar las identificaciones incluian el valor de probabilidad, el numero de péptidos
emparejados (minimo de 4 péptidos), el grado de cobertura de secuencia (>20%) y el peso molecular y el punto
isoeléctrico de las proteinas identificadas.

Inmunoprecipitacion y analisis por transferencia de Western. La inmunoprecipitacion se llevé a cabo con 25 6
50 pg de proteinas del VI o 1 pl de plasma mezclado con 1 pg de anticuerpo diluido en tampoén RIPA (10 mmol/l de
Tris HCL, 150 mol/l de NaCl, IGEPAL® CA-630 al 10% (Sigma-Aldrich) (v/v), desoxicolato sodico al 0,5% (p/v), SDS
al 10% (p/v), y ortovanadato sodico al 10% (p/v)). Después de la incubacién a 4°C durante una noche en un
dispositivo giratorio, los complejos inmunes precipitaron a 4°C durante 1 h en un dispositivo giratorio con nProtein A
Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare). Los inmunoprecipitados se lavaron en primer lugar con tampén RIPA, a
continuacion con tampon RIPA al 90% (v/v), NaCl a 0,5 mol/l, a continuacion con tampén RIPA al 50% (v/v), tampon
TNE al 50% (v/v) (10 mmol/l de Tris HCI, 150 mmol/l de NaCl, 1 mmol/l EDTA) y finalmente con tampdén TNE antes
de la extraccion en tampén Laemmli para analisis por transferencia de Western.

Las proteinas (de 25 a 50 pug de VI o 1 ul de plasma) del VI se separaron mediante SDS-PAGE (gel de acrilamida al
12%) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond™ de 0,45 um (GE Healthcare). La verificaciéon de
las cargas proteicas totales se confirmé visualmente mediante tincién con rojo Ponceau de la membrana. Las
transferencias se lavaron a continuacién en TBS-Tween, se saturaron en leche deshidratada desnatada o BSA al 5%
(p/v) en TBS-Tween y se sometieron a inmunotransferencia durante una noche en solucion de bloqueo con
anticuerpos contra proteinas especificas. Los anticuerpos primarios eran contra residuos de fosfoserina (anticuerpo
para p-serina monoclonal, clon PSR-45, P5747, Sigma-Aldrich, antes o después de la inmunoprecipitacion), residuos
de fosfotreonina (anticuerpo para p-treonina monoclonal, clon H-2, sc-5267, Santa Cruz Biotechnology@, antes o
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después de la inmunoprecipitacién), proteina quinasa C alfa (anticuerpo para PKCa policlonal, AHO0702,
Invitrogen™, 50 ug proteinas/pista, 1/250), proteina quinasa C delta (anticuerpo para PKC8 monoclonal, clon ZP012,
41-0300, Invitrogen™, 50 pg, 1/250), proteina quinasa C épsilon (anticuerpo para PKCe policlonal, AHO0743
Invitrogen™, 50 pg, 1/1000), troponina | (anticuerpo para troponina | policlonal, #4002, Cell Signaling Technology®,
25 pg, 1/1000), troponina | fosforilada en S23/24 (anticuerpo para fosfotroponina 1 policlonal, #4004, Cell Signaling
technology®, 25 ug, 1/500), troponina T (anticuerpo para troponina T-C monoclonal, clon 2G3, sc-33721, Santa Cruz
Biotechnology®. 50 pg antes o después de la inmunoprecipitacion, 1/100) y restos de O-GIcNAc (Covance, 50 pg o
después de IP, 1/1000).Las transferencias se lavaron a continuacion cinco veces en TBS-Tween durante 10 minutos
cada una y a continuacion se incubaron con anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de rabano picante
durante 1 h en solucion de bloqueo. Los anticuerpos secundarios eran anticuerpo completo de burros ECL™
enlazado a peroxidasa de rabano picante anti-IgG de conejo (NA934V, GE Healthcare) y anticuerpo completo de
oveja ECL™ enlazado a peroxidasa de rabano picante anti-IgG de ratén (NA93 1V, GE Healthcare). Las membranas
se lavaron cinco veces en TBS-Tween durante 10 minutos cada una. Las transferencias se incubaron a continuacion
con reactivos de deteccion de transferencia de Western de electroquimioluminiscencia mejorados (ECL™) (GE
Healthcare). Se uso6 el aparato Ettan DIGE Imager (GE Healthcare) para la deteccién, con una longitud de onda de
excitacion de 480 nm y una longitud de onda de emision de 530 nm. La intensidad de las bandas se cuantificé con el
software Quantity One@ Image analyzer (Bio-Rad).

Anticuerpos especificos de troponina T y fosfotroponina T. Se desarrollaron anticuerpos policlonales anti-
péptido contra la secuencia conservada 202-215 de troponina T de rata, especificos para TnT o TnT fosforilada en
Ser2°8, de acuerdo con un protocolo convencional (inmunizacion de 3 meses, P.A.R.I.S society, Francia). Los
anticuerpos policlonales se purificaron contra los péptidos de TnT fosforilada en Ser?®® y no fosforilada para ensayar
el reconocimiento de cada forma de troponina T. Los anticuerpos policlonales se purificaron para todos los
experimentos. Para ensayar la especificidad de los anticuerpos, 50 ng de proteinas del VI se trataron con 50 y 100
unidades de fosfatasa alcalina (M0290S, New England Biolabs) durante 18 horas a 37°C. Las proteinas se
separaron a continuacion mediante SDS-PAGE (gel de acrilamida al 12%), se transfirieron a membranas de PVDF y
se sometieron a inmunotransferencia durante una noche en solucién de bloqueo con anticuerpos contra TnT
fosforilada en Ser®® o TnT (1/1000) preincubada con péptidos fosforilados o no fosforilados en Se 08 (aminoacidos
202-215) a una concentracion final de 10 ug/ml. Se llevaron a cabo analisis de transferencia de Western con los
anticuerpos policlonales purificados, tal como se ha descrito anteriormente, con 50 pg de proteinas del VI o 1 ul de
plasma de rata o humano.

Anélisis estadistico. Las variables continuas se expresan como media * error estandar a menos que se indique
otra cosa. Las diferencias de LVED (1 afio frente a inicial) se evaluaron mediante el test t de Student emparejado.
Las diferencias entre los grupos se compararon mediante un test t de Student bilateral no emparejado o mediante
ANOVA seguido por un procedimiento F de Scheffe para comparaciones a posteriori. Un valor de p < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo.

Resultados

Analisis fosfoproteémico diferencial del ventriculo izquierdo en ratas modelo de control y con insuficiencia
cardiaca a los 2 meses después de la cirugia. Este estudio investigaba cambios en el fosfoproteoma cardiaco en
remodelacion VI y disfuncion en un modelo experimental de IM inducido mediante ligamiento de la arteria coronaria
izquierda en ratas con IC y ratas operadas de forma simulada (control). Se midieron pardmetros ecocardiograficos,
hemodinamicas e histomorfométricos detallados en ratas anestesiadas 7 dias y 2 meses después de la cirugia.

A los dos 2 meses, el analisis protedmico revel6 diferentes patrones de fosfoproteoma del VI entre los grupos, con
32 + 5y 52 + 8 manchas fosforiladas detectadas (p = 0,013) en ratas de control y con IC, respectivamente, aunque
sus patrones de proteoma del VI eran similares (309 £ 49 y 284 + 29 manchas). Usando el gel 2D que contenia mas
manchas, se seleccionaron 69 manchas fosforiladas de forma diferencial entre los grupos; 53 de ellas podian
identificarse mediante espectrometria de masas. Estas proteinas se clasificaron en 8 categorias de acuerdo con su
importancia funcional: chaperonas moleculares, proteinas de estrés oxidativo, enzimas metabdlicas, proteinas de la
cadena respiratoria, proteinas implicadas en la sintesis de ATP o en la ruta de cinina o en la regulacion de la tension
arterial osmotica coloidal, y finalmente varios componentes de miofilamentos.

En la ultima categoria, el descubrimiento de que la fosforilacion de troponina T (TnT) se modificé era especialmente
interesante. La propia TnT es un biomarcador bien establecido en enfermedades cardiovasculares, y niveles
elevados de TnT sérica estan asociados con resultados clinicos alterados en afecciones que incluyen IM (Newby, LK
et al, 1998) e IC (Latini R et al, 2007). Por lo tanto, se exploré el proceso de fosforilacién de TnT reducida en IC con
mayor profundidad.

Fosforilacién de troponina T reducida en el VI de ratas con IC. Para verificar la observacion de fosforilacion de
TnT reducida en experimentos en electroforesis en gel 2D, a continuacién se determiné el sitio del aminoacido
especifico de fosforilacion de la proteina y el grado al cual la fosforilacién de TnT estaba modulada durante el curso
de IC en los dos 2 meses después del IM.
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Mediante inmunoprecipitacion con un anticuerpo especifico contra TnT seguida por analisis por transferencia de
Western con anticuerpos contra fosfoserina (Ser), fosfotreonina (Thr) o fosfotirosina (Tyr), se determiné que TnT
estaba fosforilada en residuos Ser y Thr. El grado de fosforilacién en residuos Ser de TnT en el VI de ratas con IC
después de 2 meses se reducia significativamente, aunque no se observé ninguna modulacion significativa de
fosforilacion en residuos de Thr de TnT. Ademas, la expresion de TnT total no diferia entre ratas de control y con IC.
Se observaron resultados similares en ratas con IC 7 dias después del IM: la fosforilacion en residuos de Ser de TnT
se redujo significativamente.

Para confirmar que la modulacién de la fosforilacion era especifica de TnT, se realizaron analisis por transferencia
de Western de las mismas muestras, usando anticuerpos especificos contra troponina 1 (Tnl) o Tn1 fosforilada en
Ser®? en vista de la sugerencia de que la fosforilacion de Ser®?* de Tnl reducida podria explicar la diferencia
funcional entre troponina de un corazén con insuficiencia y sin insuficiencia (Messer AE et al, 2007). En el modelo,
no se observé ninguna variacion en la expresion de Tnl o Tnl fosforilada en Ser®®?* en ratas con IC o ratas de
control, 7 dias o 2 meses después de la cirugia.

A continuacion se investigaron las proteinas de sefalizacion asociadas con la modulacién de la fosforilacion en Ser
de TnT. Los analisis bioinformaticas (NetPhos 2.0 Server, PhosphoSitePlus™ y Scansite) sugerian que solamente
serina en la posicién 208 (en la secuencia de TnT de rata) podia fosforilarse, y que los aminoacidos que rodean a
Ser?®® eran sitios de consenso para proteina quinasa C (PKC) y para proteina fosfatasa 2A (PP2A).

Reduccién de troponina T fosforilada en Ser®® en el VI y el plasma de ratas con IC, evaluada con anticuerpos
especificos. Se sintetiz6 el fosfop 'J)tifdo, incluyendo residuos de aminoacidos 202-215 de la secuencia de TnT de
rata (aminoacidos 1-298), con Ser’® fosforilada. Esta secuencia de aminoacidos esta altamente conservada entre
las especies humana (Ser2°7), ratén (Serm), conejo (Serm) y vaca (Ser194). Se generaron anticuerpos policlonales
contra la secuencia peptidica y se purificaron contra los péptidos de TnT tanto fosforilada como no fosforilada, y se
estudiaron sus especificidades. Ambos anticuerpos detectaban TnT del VI de rata a 34 kDa. Se caracterizé la
especificidad del anticuerpo por la forma fosforilada en Ser?® de TnT con los péptidos tanto fosforilado en Ser?®®
como no fosforilado. La unién del anticuerpo se suprimié solamente con el péptido fosforilado en Ser’®. En
contraste, la unién del anticuerpo purificado contra el péptido no fosforilado se suprimié mediante incubacién con
ambos péptidos; esto indica que este anticuerpo reconocia la TnT total y no solamente su forma no fosforilada. Para
confirmacion adicional de la especificidad del anticuerpo por TnT fosforilada en Ser’®, se trataron proteinas del VI
con fosfatasa alcalina para eliminar todos los restos fosfato. De nuevo, se suprimid la unién del anticuerpo.

A continuacion, se examind la reactividad cruzada del anticuerpo con otras troponinas para TnT fosforilada en
Ser®®. La secuencia de Tnl correspondiente tenia 5/14 aminoacidos en comun con TnT de rata y 0/14 con humana,
y los residuos de serina estaban ausentes en ambas especies. También se usaron anticuerpos especificos para
inmunoprecipitacion de Tnl total o fosforilada en Ser®? a partir de proteinas del VI. El andlisis por transferencia de
Western con anticuerpos para TnT fosforilada en Ser®® y total no produjo ninguna sefial y, por lo tanto, demostro
una falta de reactividad cruzada con Tnl.

A continuacion, se usaron estos anticuerpos especificos para TnT fosforilada en Se?%® y para TnT total, para
cuantificar de forma precisa el grado de fosforilacion en Ser’® de TnT en ratas con IC, y para confirmar los datos
obtenidos mediante métodos indirectos. Usando el anticuerpo contra TnT total, no se descubrid ninguna
modificacién de la expresién de TnT en el VI de ratas con IC a los 2 meses X se confirmé el nivel reducido de la
forma fosforilada en Ser®de TnT en su VI. La razén de TnT fosforilada en Ser’®® con respecto a TnT total era, por lo
tanto, significativamente mas baja en estas ratas. Los resultados fueron similares para ratas con IC a los 7 dias.

A continuacién se investigd si la modulacion de fosforilacién en Ser’® de TnT también podia detectarse y
cuantificarse en el plasma de ratas con IC. La TnT total se incrementé modestamente (en un factor de 1,7) pero
significativamente en el plasma de las ratas con IC a los 2 meses, y como en el VI, se observd una reduccion
significativa de TnT fosforilada en Ser’® en su plasma. Los resultados eran similares para las ratas con IC a los 7
dias. En ambos puntos temporales, la razén de TnT fosforilada en Ser®® con respecto a TnT total cuantificada en
plasma era significativamente mas baja en ratas con IC que en ratas de control.

Reduccién de troponina T fosforilada en Ser®”’

humana en plasma de pacientes con remodelacion VI.

El descubrimiento de una reduccion especifica de TnT fosforilada en Ser*®en el plasma de ratas con IC después de
IM sugeria que la TnT fosforilada circulante podria ser un biomarcador de remodelacién VI en pacientes con IM.
Dado que los anticuerpos policlonales también reconocian especificamente la secuencia de TnT fosforilada en
Ser®®” humana, se cuantifico la TnT fosforilada circulante en 2 poblaciones diferentes de pacientes con IM anterior.
El seguimiento ecocardiografico completo se obtuvo para la mayoria de los pacientes durante todo el primer afio
después del IM. En ambas poblaciones, un incremento progresivo del volumen del VI desde el inicial hasta 1 afio
indicaba remodelacién VI. El proceso de remodelacién se producia a pesar del uso casi sistematico de
medicamentos antirremodelacién incluyendo inhibidores de la enzima de conversion de angiotensina y
betabloqueantes.
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Se obtuvieron muestras de sangre para analisis de TnT a los 7 + 3 dias después del IM en la poblacién 1, yalos 5 +
1 dias después del IM en la poblacién 2. Los pacientes se dividieron en terciles de remodelacion VI de acuerdo con
sus volumenes diastdlicos finales del VI, medidos un afio después del IM; el primer tercil comprendia los pacientes
con la menor remodelacion, el segundo tercil aquellos con remodelacion intermedia y el tercer tercil, aquellos con la
mayor remodelacién. El uso de medicamentos antirremodelacion era similar entre los 3 grupos. Tal como muestra la
figura 1, la expresién de TnT total en la poblacion 1 no diferia en los terciles de remodelacién VI, mientras que, en la
poblacion 2, se observé un incremento moderado aunque no significativo de la expresion de TnT total en pacientes
con remodelacién intermedia y elevada. La TnT fosforilada en Ser”” se redujo significativamente en ambas
poblaciones y la razén TnT fosforilada en Ser™’/TnT total se redujo de forma muy significativa en pacientes con
remodelacion intermedia o elevada. Este descubrimiento era similar en las 2 poblaciones de pacientes
independientes.

La relacidon entre la troponina T fosforilada/TnT total y el cambio porcentual de volumen diastélico final
(EDV).

Las variables continuas se expresan como media + error estandar o como mediana con los percentiles 25° y 75° a
menos que se indique otra cosa. Las variables que no seguian una distribucion normal se transformaron
logaritmicamente antes del ensayo estadistico. Las diferencias de EDV (1 afio frente al inicial) se evaluaron
mediante el test t de Student emparejado. Las diferencias entre los grupos se compararon mediante un test t de
Student bilateral no emparejado o mediante ANOVA seguida por procedimiento F de Scheffe para comparaciones a
posteriori. Los datos categoéricos se ensayaron mediante el test de Chi cuadrado o el test exacto de Fischer, segun
fuera apropiado. La relacion entre el cambio porcentual de EDV y la razén de TnT fosforilada en Ser®™ con respecto
a TnT total se ensayé mediante regresion lineal. Se identificaron correlaciones independientes de cambio de EDV
mediante regresion lineal multiple. Las variables con un valor p < 0,05 en analisis univariado se introdujeron en el
modelo. La colinealidad se excluyé por medio de una matriz de correlacion entre variables predictivas candidatas.
Un valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo. Los andlisis se llevaron a cabo con el software SAS
(versidn 9.1, SAS Institute Inc., Cary, Carolina del Norte, Estados Unidos).

Se obtuvieron muestras de sangre para analisis bioldgicos a 7 + 3 dias después del IM. La expresion de TnT total en
la poblacion no diferia en los terciles de RVI. La TnT fosforilada en Ser® y su razon con respecto a la TnT total se
redujeron de forma muy significativa en pacientes con remodelacion intermedia o elevada.

La relacion entre esta razén y el cambio porcentual de EDV entre inicial y 1 afio (expresada como una variable
continua) se analizé mediante regresion lineal y se descubrié que era estadisticamente significativa (p = 0,0003).
Andlisis multivariable para determinar la correlacién independiente de RVI descubrieron tres variables asociadas
independientemente con el cambio de EDV: la razén de TnT fosforilada en Ser” con respecto a TnT total (p =
0,002), el indice sistélico de movimiento de la pared (p = 0,002) e hipertension (p = 0,045).

Coeficiente B estandarizado Valor P

Razon de TnT fosforilada en Ser™ -con respecto a TnT total -0,308 0,002
indice sistélico de movimiento de la pared 0,292 0,002
Hipertension 0,194 0,045
Diabetes mellitus 0,005 0,955

Incremento de troponina T con O-GIcNAcilacién en el VI y el plasma de ratas con IC. Mediante
inmunoprecipitacion con un anticuerpo especifico contra TnT seguida por un analisis por transferencia de Western
con anticuerpo para restos de O-GIcNAc, se observo un incremento significativo de O-GLcNAc-TnT en el ventriculo
izquierdo de ratas con IC después de 7 dias (p = 0,0023) y 2 meses (p = 0,0000004).

A continuacion se investigdé si la modulacion de O-GLcNAc-TnT también podia detectarse y cuantificarse en el
plasma de ratas con IC. También se observé un incremento significativo de O-GLcNAc-TNnT en el plasma de ratas
con IC después de 7 dias (p = 0,012) y 2 meses (p = 0,0004).

Puede formularse la hipétesis de una interaccion entre la O-GIcNAcilacion y la fosforilacion de Troponina T en ratas
con IC.

Il. Estudios para pacientes con insuficiencia cardiaca gue no sufrieron infarto

El protocolo PTHF. El ProTeomic Heart Failure (PTHF) es un estudio clinico que incluye 30 pacientes que padecen
insuficiencia cardiaca grave debido a disfuncién sistolica (fraccion de expulsion ventricular izquierda <35%)
derivados al departamento de cardiologia para una evaluacion de prondstico de una cardiomiopatia dilatada no
isquémica. El grupo de control se compone de 30 controles seleccionados por el CIC-CRB del CHRU de Lille a partir
de una base de voluntarios sanos. Estos controles de la misma edad y sexo que el grupo de pacientes que padecen
insuficiencia cardiaca se sometieron a un examen cardiaco y escaner ultrasonico por parte de un investigador de
cardiologia.
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Usando los anticuerpos policlonales especificos g analisis por transferencia de Western, se cuantifico el nivel de
troponina T total, troponina T fosforilada en Ser®’ y se calculé la razén de troponina T fosforilada en Ser™® con
respecto a troponina T total. Los datos obtenidos de los pacientes de control y de caso se muestran a continuacion.

Control (n=30) Caso (n=30)
Troponina T total ] 2556 + 223 2583 + 237
Troponina T fosforilada en Ser®”’ 10286 + 485 9547 + 502

Estos resultados muestran que la troponina T fosforilada puede usarse como biomarcador de remodelacion
ventricular izquierda pero también de insuficiencia cardiaca (en caso o no de infarto). La troponina T glucosilada
también parece ser indicativa de dichos mecanismos y puede usarse para precisar y confirmar los resultados
obtenidos con fosforilacion de troponina T.

Los niveles en plasma de troponina T-OGIcNAc se incrementan en pacientes de caso del estudio PTHF.

Se llevé a cabo inmunoprecipitacion con 1 ul de plasma mezclado con 1 pg de anticuerpo diluido en tampén RIPA
(10 mmol/l de Tris HCL, 150 mol/l de NaCl, IGEPAL® CA-630 al 10% (Sigma-Aldrich) (v/v), desoxicolato sddico al
0,5% (p/v), SDS al 10% (p/v) y ortovanadato sodico al 10% (p/v)). Después de la incubacion a 4°C durante una
noche en un dispositivo giratorio, se precipitaron complejos inmunes a 4°C durante 1 h en un dispositivo giratorio con
nProtein A Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare). Los inmunoprecipitados se lavaron en primer lugar con
tampon RIPA, a continuacion con tampén RIPA al 90% (v/v), NaCl a 0,5 mol/l, a continuacién con tampén RIPA al
50% (v/v), tampén TNE al 50% (v/v) (10 mmol/l de Tris HCI, 150 mmol/l de NaCl, 1 mmol/l de EDTA) y finalmente
con tampoén TNE antes de la extraccion en tampén Laemmli para analisis por transferencia de Western.

Las proteinas (1 ul de plasma) se separaron mediante SDS-PAGE (gel de acrilamida al 12%) y se transfirieron a una
membrana de nintrocelulosa Hybond™ de 0,45 um (GE Healthcare). La carga proteica total se confirmé visualmente
mediante tincion con rojo Ponceau de la membrana. Las transferencias se lavaron a continuacion en TBS-Tween, se
saturaron en leche deshidratada desnatada o BSA al 5% (p/v) en TBS-Tween y se sometieron a inmunotransferencia
durante una noche en solucién de bloqueo con anticuerpos contra proteinas especificas. Los anticuerpos primarios
usados eran restos de O-GIcNAc (anticuerpo para O-GIcNAc monoclonal de ratén, clon CTD110.6, MMS-248R-
0500, Covance, para IP). Los anticuerpos secundarios usados para analisis por transferencia de Western eran
anticuerpo completo de oveja ECI™ enlazado a peroxidasa de rabano picante anti-lgG de raton (NA931V, GE
Healthcare) y de cabra conjugado a peroxidasa anti-IgM de ratdn (A8786, Sigma-Aldrich).

La especificidad de transferencia de Western de proteinas de O-GIcNAc se controlé mediante digestion enzimatica.
Un ul de plasma se tratdé con 100 unidades de fosfatasa alcalina (M0290S, New England Biolabs®) diluidas en
tampon enzimético o con 15 unidades de B-N-Acetilhexosaminidasas (P0721S, New England Biolabs®) diluidas en
tampon citrato 100 mM durante 18 horas a 37°C para eliminar todos los residuos fosforilados o de O-GIcNAc.

La intensidad de las bandas se cuantificé con software analizador Quantity One@ Image (Bio-Rad) segun se detalla
a continuacion: 1) un cuadrado con un tamano definido se usé para cuantificacion de cada banda detectada también
para el fondo de la membrana; 2) para cada banda correspondiente a muestras del VI, el valor de fondo se dedujo
del valor de intensidad; 3) el valor de intensidad de cada muestra se normalizé con el valor del patrén para eliminar
la variacion entre transferencias.

Las proteinas plasmaticas (1 ul) se inmunoprecipitaron usando anticuerpo especifico contra restos de O-GIcNAc y se
sometieron a transferencia de Western contra cTnT de pacientes de control (n = 30) y de caso (n=30) del estudio
PTHF.

Control (n=30) Caso (n=30)
Troponina T total 2556 + 223 2583 £ 237
Troponina T-O-GIcNAc 2838 + 260 3875 + 339
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para detectar una remodelacion ventricular izquierda posterior a un infarto en un sujeto,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) medir el nivel de troponina T fosforilada en la mezcla de troponinas T en una muestra de sangre obtenida del

sujeto,

(ii) comparar dicho nivel con un control,

(iii) en el que un nivel reducido de troponina T fosforilada en la muestra de sangre es indicativo de una
10 remodelacion ventricular izquierda.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho método comprende, ademas, las etapas de:
(iv) medir el nivel de troponina T glucosilada en la mezcla de troponinas T en dicha muestra,
15 (v) comparar dicho nivel con un control,
(
r

vi) en el que un nivel incrementado de troponina T glucosilada en dicha muestra es indicativo de una
emodelacion ventricular izquierda.

14



ES 2464 534 T3

epeAs|e

BIpaLLLIAUI

eleq

¢ uoloe|qod

epeAs|e BlIpauLIA)UI

eleq

| uolde|qod

|ejoy | euiuodou)

Figura 1A

15



ES 2464 534 T3

e e —

epeAsje

elpawaUl

eleq

Z UoIoe|qod

epeAs|a

eIpawIaUI eleq

Figura 1B

| UQIoE|qOd

10z49S U3 epejuo}so} euiuodod ]

16



ES 2464 534 T3

IA ugloe|opoway

EPEA9|2 eipauwlajul

eleq

¢ UQioe|qod

IA UgIoejapoLSY

epeAs|e elpawLIajul eleq

<!

uoze

Figura 1C

| uoloe|qod

|e30} | euiuodouy/, ;i8S U epe|liojsoj euiuodol] uozey

17



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

