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DESCRIPCION
cMyBP-C y MLC2 como marcadores de diagnostico de lesion cardiaca
Campo de la invenciéon

La invencion se refiere a marcadores para infarto agudo de miocardio (IAM), en particular a marcadores que se
pueden usar en el diagndstico rapido y preciso de AMI o recidiva de infarcto.

Antecedentes de la invencion

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una causa comun de muerte para la que existen tratamientos efectivos
disponibles siempre que la afeccidon se diagnostique rapidamente. El diagndstico de médem del IAM se basa en el
ascenso y caida de un biomarcador especifico de suero acompafado por una circunstancia apropiada, tal como
dolor en el pecho o revascularizacion. En este paradigma aceptado, el diagnéstico no se puede admitir o descartar
sin la presencia definitiva o ausencia definitiva de un biomarcador de suero. El biomarcador ideal de lesién
cardiaca debe ser especifico del corazén vy liberarse rapidamente después de la lesion miocardica en proporcion
directa a la magnitud de los dafios. Ademas, el biomarcador debe tener una alta sensibilidad y especificidad. (1) Se
han descrito varios biomarcadores de IAM en la bibliografia, pero sélo unos pocos han encontrado su camino en la
practica clinica habitual de los cuales ninguno es ideal. Por ejemplo, la CK-MB comienza a aumentar de 4 a 8
horas después de la oclusion de la arteria coronaria y vuelve a los valores basales en 2 - 3 dias. (2) Sin embargo,
su uso esta limitado por su presencia en el musculo esquelético y el suero normal y por la sensibilidad del ensayo
a la interferencia que produce que se cuestione su utilidad. (3) La mioglobina es otra proteina citoplasmatica que
se encuentra en el musculo cardiaco y esquelético, pero no en el liso. Se libera incluso antes, en 1 - 2 horas del
IAM y picos en 5 a 6 horas. (2) Por desgracia, cualquier lesion en el musculo esquelético también hace que los
niveles elevados de mioglobina reduzcan la especificidad. Las proteinas de unién a acidos grasos (FABP) son
pequefias proteinas citoplasmaticas (15 kDa) expresadas en todos los tejidos con metabolismo activo de los
acidos grasos. Entre las nueve proteinas, la FABP especifica del corazon (H-FABP) se encuentra en el corazoén,
pero también en el rifidn, en el cerebro, en el musculo esquelético y en la placenta. (4) Después del IM agudo se
puede detectar la H-FABP en 20 minutos y picos a las 4 horas considerablemente mas rapido incluso que la CK/
CK-MB en la misma cohorte de pacientes. Aunque las concentraciones de H-FABP en plasma normal son bajas se
sabe que aumentan de forma no especifica durante el esfuerzo fisico (sin un aumento de troponina), lesion renal y
accidente cerebrovascular. (5)

Las proteinas cardiacas mas especificas y sensibles liberadas después del infarto agudo de miocardio son la
troponina cardiaca | y T. Tanto la troponina | como la T se liberan lentamente, alcanzando un maximo
aproximadamente 18 horas después de un IM, y siguen siendo elevadas durante 7 a 10 dias. (2) Es probable que
esta liberacién lenta sea el resultado de su localizacion celular relativamente inaccesible en comparacion con la
CK-MB, mioglobina y H-FABP. Las troponinas regulan la interaccion fisica de la actina y la miosina y por lo tanto
se encuentran casi totalmente asociadas dentro de la estructura cristalina del sarcomero de las células del
musculo estriado. (6) EI complejo troponina estd compuesto por 3 formas: |, T y C. Las troponinas | y T existen
como isoformas especificas cardiacas con epitopes que difieren de las isoformas esqueléticas correspondientes.
Ademas, los niveles circulantes normales, ausentes o extremadamente bajos, de la troponina proporcionan el
mayor intervalo dinamico de cualquiera de los biomarcadores disponibles en la actualidad. (7) Aunque no hay duda
de que las troponinas han revolucionado la deteccion y el tratamiento de los pacientes con IAM (8), tienen
desventajas. La liberacion lenta de la troponina retrasa el diagnostico y la iniciacion de los tratamientos especificos
que podrian salvar el tejido del corazén en aquellos en los que se eleva. Del mismo modo, los pacientes en los que
esta ausente, y que en Ultima instancia se reasegura y descarga, son admitidos en el hospital innecesariamente.
Ademas, la persistencia de las troponinas limita su utilidad en el diagnéstico de recidiva de infarto. Por lo tanto, es
ampliamente aceptado que existe una necesidad de nuevos biomarcadores que puedan diagnosticar el IAM mas
temprano durante su historia natural y / o que tengan una vida media plasmatica corta que permita el uso en el
diagnostico y la cuantificacion de recidiva de infarto. El propdsito de este estudio fue usar la plataforma de los
corazones de ratén perfundidos con cristaloides para realizar un analisis protedmico sistematico del efluente
coronario después de un AIM minimo con el fin de identificar nuevos biomarcadores potenciales.

El documento WO 2008/104289 desvela el uso de MYBPC3 en forma de biomarcador de la actividad PPARa en
mamiferos. Sin embargo, este documento no desvela el uso de MYBPC3 para el diagndstico de la lesién cardiaca.

Sumario de la invencion

De acuerdo con la invencion, se proporciona un procedimiento para diagnosticar la lesion cardiaca, en especial el
infarto agudo de miocardio (IAM) que comprende identificar una elevada concentracion de proteina C de unién a
miosina cardiaca (cMyBP-C) o un fragmento de la misma en una muestra obtenida de un sujeto.
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El procedimiento de la invencidon se puede usar para diagnosticar el IAM u otras lesiones cardiacas tales como
insuficiencia cardiaca, miocarditis, embolia pulmonar y sepsis. Preferentemente, el procedimiento se usa para
diagnosticar el IAM.

El término 1AM es bien conocido en el corazén y se produce cuando se interrumpe el suministro de sangre a una
parte del corazon.

La cMyBP-C es una proteina bien conocida. La secuencia de la proteina se puede encontrar en la base de datos
UniProt (http: //www.uniprot.org/uniprot)/ con el nimero de acceso Q14896 6 MYPC3_HUMAN.

La muestra contiene preferentemente cMyBP-C o un fragmento de la misma. El fragmento es preferiblemente de la
parte N terminal de la proteina. El fragmento preferiblemente tiene una masa inferior a 50 kDa, mas
preferiblemente inferior a 45 kDa, mas preferiblemente alrededor de 40 kDa. El fragmento comprende
preferiblemente una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia sustancial a la secuencia de aminoacidos
1 a 362 de cMyBP-C. Homologia sustancial se refiere preferiblemente a una homologia de al menos el 75%, mas
preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%.
Mas preferiblemente, el fragmento comprende una secuencia de aminodacidos que tiene la secuencia de
aminoacidos 1 a 362 de cMyBP-C.

La muestra es preferiblemente una muestra de sangre obtenida del paciente. La muestra puede ser sangre venosa
o arterial, pero es preferiblemente sangre venosa periférica. La muestra es preferiblemente una muestra que ha
sido obtenida dentro de las 36 horas desde la aparicién de los sintomas de la lesion cardiaca, especialmente el
dolor, mas preferiblemente dentro de las 24 horas, incluso mas preferiblemente dentro de las 12 horas, mas
preferiblemente dentro de las 6 horas de la apariciéon de los sintomas.

El término concentracion elevada significa preferiblemente que el marcador en cuestidon esta presente a una
concentracion mayor en la muestra de lo que se espera que se encuentre en una muestra de un sujeto que no ha
padecido un infarto de miocardio o de una muestra previamente obtenida de ese individuo. Los niveles esperados
se pueden predecir por muestreo de la sangre de un nimero de individuos y la identificacion de un intervalo
convencional de concentraciones de cMyBP-C o un fragmento de la misma.

Cuando el marcador es cMyBP-C, la concentracion de cMyBP-C puede ser elevada, o la concentracion de un
fragmento de cMyBP-C puede ser elevada. Las concentraciones pueden ser elevadas en comparacion con
concentraciones convencionales previstas, o la concentracién de fragmento en relacion con la proteina entera
puede ser elevada. Por ejemplo, se pueden comparar las concentraciones de la proteina entera y el fragmento y se
puede usar un cambio en la relacién esperada para indicar el IAM.

Cuando el marcador es cMyBP-C, la concentracion de cMyBP-C requerida para diagnosticar que un paciente ha
sufrido un infarto es preferiblemente al menos la concentracion convencional de cMyBP-C, mas preferiblemente al
menos cinco veces la concentracidn convencional, incluso mas preferiblemente al menos diez veces la
concentracién convencional, mas preferiblemente al menos quince, especialmente alrededor de diecinueve veces
la concentracion convencional.

Los marcadores se pueden identificar usando cualquier procedimiento apropiado, tal como un ensayo de union, por
ejemplo ELISA. También se prevén otros procedimientos, tal como el uso de cromatografia liquida de alto
rendimiento y deteccion por espectrometria de masas.

También se proporciona un kit para el diagnostico de IAM, que comprende: una molécula de unién marcada que se
une especificamente a cMyBP-C; y una molécula de union marcada que se une especificamente a un fragmento de
cMyBP-C.

Una molécula de unién marcada es cualquier molécula que se une al marcador en cuestion y que tiene una marca
para permitir que se confirme la union. Los ejemplos incluyen anticuerpos marcados, tales como anticuerpos
marcados en el ensayo ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas).

La invencidén se describira ahora en detalle a modo de ejemplo solamente con referencia a los dibujos.
Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Caracterizacion del infarto de miocardio y contenido proteico del efluente coronario.

A; Relacion entre el grado del infarto y la duracion de la isquemia. Se sometieron corazones aislados de ratones
retrogradamente perfundidos a 0, 5, 20 o 30 minutos de la isquemia global (sin flujo) seguido de 2h de reperfusion.
El tamafio del infarto se demarcé por tincion con TTC.
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B; Analisis de efluentes coronarios por inmunotransferencia. Se recogieron efluentes coronarios después de la
duracién indicada de la isquemia global y se sondearon para detectar la presencia de CK-MB, troponina | y
troponina T.

C; Las muestras se sondearon para detectar la presencia de IgG después de 30 minutos o 5 minutos de perfusion
(eliminacidn).

D; Estimacién del contenido proteico del efluente coronario por tincion con plata. Los efluentes coronarios
recogidos en el inicio de la reperfusién después del periodo indicado de la isquemia se concentraron y se
analizaron por gel 1D (5% - 20%) y se tifieron con plata. Se extrajeron todas las bandas y, después en digestion
triptica en gel, los péptidos se identificaron por MS-MS (proteinas que figuran en la tabla complementaria 1).

Figura 2. Un gel DIGE-2D representativo de proteinas que aparecen en los efluentes coronarios después de 5
minutos de isquemia global (Cy5, rojo) y perfusion de control emparejada (Cy3, verde). Se concentraron los
efluentes coronarios de corazones de control e isquémicos y la misma cantidad de proteina se marco con tinte de
cianina antes de la separacion por electroforesis en gel 2D. Las manchas anotadas se extrajeron y se identificaron
mediante LC-MS / MS. (Véase tabla complementaria 2 para la lista completa de proteinas).

Figura 3. Un gel DIGE-2D representativo tefiido con plata de proteinas que aparecen en los efluentes coronarios
después de 5 minutos de isquemia global y perfusion de control emparejada. Se indican los biomarcadores
conocidos identificados por espectrometria de masas después de la recolecta.

Figura 4. Verificacion por inmunotransferencia de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo que aparecen en el
efluente coronario después de la isquemia.

A; Andlisis de efluentes coronarios recogidos después de 5 minutos de isquemia o perfusion de control de
emparejamiento  por electroforesis 1D. Se detectaron peroxirredoxinas y sus formas oxidadas
postraduccionalmente modificadas (Prx-SO3) solamente después de la isquemia. Se usaron bandas de
inmunotransferencia para CK y troponina en forma de controles para indicar la liberacion de proteinas selectivas
de la isquemia.

B; Analisis de efluentes coronarios recogidos después de 5 minutos de isquemia o perfusion de control de
emparejamiento por electroforesis 2D. Bandas de inmunotransferencia de un gel 2D (tira de 18cm, pH 4 - 7, gel en
gradiente del 12% al 20%) para formas oxidadas y totales de peroxirredoxina 6. La peroxirredoxina 6 solo esta
presente en el efluente coronario isquémico y se pueden visualizar varias modificaciones post-traduccionales, entre
ellas la Prx -SO3 en estado oxidado.

Figura 5. Proteinas liberadas en el efluente coronario. La liberacion de proteinas después de la isquemia se
representa graficamente como el cambio en la abscisa frente a la abundancia absoluta en la ordenada. La
abundancia se calcula por el recuento espectral normalizado obtenido para el PM de la proteina individual. Los
biomarcadores conocidos del infarto de miocardio se destacan en rojo y las proteinas en el efluente coronario que
ocupan un espacio similar en la grafica estan numeradas y figuran en la tabla 4.

Figura 6. Verificacion y validacion de cMyBP-C como un nuevo biomarcador potencial del infarto agudo de
miocardio.

A; Separacion 1 D e inmunotransferencia de proteinas en el efluente coronario. Se recogieron los efluentes
coronarios después de 5 minutos de isquemia o perfusion de control de emparejamiento.

B: Contenido de cMyBP-C entre los 6rganos de raton. El anticuerpo anti-cMyBP-C reacciond solamente con tejido
cardiaco. Se us6 antiactina en forma de control de carga.

C; Deteccion de cMyBP-C en el plasma de ratones sometidos a infarto agudo de miocardio. Los ratones fueron
sometidos a ligadura temporal de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (30 min) seguida de
reperfusion (2 horas). Se recogio la sangre y el plasma se inmunotransfirié para cMyBP-C. La cMyBP-c de longitud
completa en 140kDa, y el producto de degradacion a 40 kDa, se detectaron ambos de forma selectiva en el plasma
de ratones sometidos a ligadura de la arteria coronaria temporal, pero no simulada.

D y E; Cuantificacion de formas cortas y de longitud completa de cMyBP-C. Los datos se derivan de ratones N = 6
por grupo.

Figura 7. Efluentes coronarios recogidos después del periodo indicado de isquemia y analizados por HPLC usando
una columna Zorbax C8 y deteccion a 205 nm y 280 nm. Procedimientos: Los efluentes coronarios concentrados
se analizaron directamente en HPLC de fase inversa con una columna Zorbax C8. Las proteinas se eluyeron
usando un gradiente de B al 0% hasta B al 100% en 40 minutos a 1 ml / min, en el que AB es un sistema
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disolvente. El tampon A esta compuesto por agua adicionada con TFA al 0,1%, el tampon B estd compuesto por
agua al 10%, acetonitrilo al 90% y TFA al 0,1%. Las proteinas y los péptidos se detectaron a 205 nm y 280 nm.

Figura 8. Intercambio de tintes de 2D DIGE. Los efluentes coronarios de corazones de ratones de control estan
marcados con Cy3 y los corazones isquémicos con Cy5 (A). En el panel B, los tintes se intercambian entre las
muestras de control e isquémicas para excluir artefactos especificos de tintes.

Figura 9. Visién comparativa de geles 2D de fluorescencia DIGE. Los efluentes coronarios de corazones de ratones
de control se marcaron con Cy3 (A, color verde) y de corazones de ratones isquémicos con Cy5 (B, color rojo). Las
manchas correspondientes a los biomarcadores conocidos de infarto agudo de miocardio y de las proteinas
implicadas en la respuesta al estrés oxidativo se destacan en el gel 2D (B).

Figura 10. Cuantificacién de cMyBP-C

En cada pocillo se han cargado cantidades crecientes de C0-C1 recombinante (6 a 384 ng). El anticuerpo primario
(A) se detectd con un secundario policlonal anti-conejo. Aunque no esta claro en esta reproduccion, se discierne
una banda a 6 ng en el original y con una exposicion mas prolongada.

Figura 11. Comparacion de la cMyBP-C recombinante con proteina endégena

Los carriles de la izquierda comprenden cantidades crecientes de proteina C0-C1 recombinante (ng) y los carriles
de la derecha homogeneizados brutos de reserva de corazon de raton (en pl). El anticuerpo primario (A) detecta la
cMyBP-C en su forma truncada y de longitud completa. El fragmento de C0-C1 recombinante se procesa a
aproximadamente 37 kDa, mientras que el fragmento de escision dominante de la cMyBP-C nativa, presente en el
homogeneizado bruto de corazén, comprende 2 bandas de aproximadamente 40 kDa. La cMyBP-C de longitud
completa se procesa a aproximadamente 140kDa. Con 16 uyl de homogeneizado bruto se hace visibles una serie de
otros productos de degradacion. Todas las muestras se procesan sobre un solo gel, aunque se han extraido los
carriles intermedios.

Figura 12. Deteccion de cMyBP-C derivada del miocardio en suero humano

Los carriles de la derecha son suero humano (suero) solo diluido 1 : 1 con tampdn de muestra y 4 ul de
homogeneizado de reserva de corazén entero (WH), como se usa en la figura 2. Los carriles de la izquierda son el
homogeneizado de reserva (4 ul) completado hasta un volumen de 30 pl con suero humano diluido en relaciones
crecientes de tampon de muestra de derecha (1 : 1) a izquierda (1 : 16). La densidad de la banda que representa la
MyBP-C de longitud completa (140 kDa) aumenta con suero moderadamente diluido (1 : 2 a 1 : 8), pero no esta
presente con suero solo. El segundo anticuerpo se une de forma no especifica a un numero de proteinas de suero,
probablemente inmunoglobulinas, procesandose la mas dominante soélo por encima de 40 kDa, interfiriendo con la
deteccion del fragmento de la cMyBP-C a 40 kDa visto en el carril del WH. Sin embargo, la cMyBP-C de longitud
completa se procesa por encima de estas bandas de suero no especificas.

Figura 13. Deteccion de la liberacion de la cMyBP-C de longitud completa en el suero de ratones sometidos a
ligadura de la arteria coronaria con y sin reperfusion.

WH es homogeneizado de corazén de raton entero. Otras muestras son suero de ratén diluido 1: 1 con tampodn de
muestra. C es de un ratén sin ligadura de la arteria coronaria. Las muestras de reperfusion son suero obtenido de
la extraccion terminal de los ratones individuales recogido en diversas ocasiones después de la liberacion de una
oclusién de la arteria coronaria de 30 minutos. Las muestras de isquemia son de extracciones terminales sin
liberacion de la oclusion de la arteria coronaria que se mantuvo durante 90 o 120 minutos. Se pueden observar
bandas no especificas en C, sin embargo, la cMyBP-C de longitud completa se procesa por separado a 140kDa.
Ademas, también es visible un fragmento de degradacion justo por debajo de la banda de inmunoglobulina, a
aproximadamente 40 kDa. El fragmento de longitud completa aparece en la circulacion muy rapidamente.

Figura 14. Deteccion de la liberacion de la cMyBP-C de longitud completa en pacientes con IAM

Se diluyé suero humano de un voluntario (C) y pacientes con IAM pequefios (MI1 - MI3) y grandes (Ml4 - MI6) 1: 1
en tampdn de muestra. WHH es homogeneizado de corazéon humano entero. El carril de mas a la izquierda es el
mismo que el carril adyacente de WHH, pero explorado desde una exposicion de duracion mas corta de la
membrana. El anticuerpo primario (A) detecta la cMyBP-C humana. Desafortunadamente el carril de C1 se ha
distorsionado y puede haber un rastro de derrame del carril adyacente.

Descripcion detallada de la invencion

Ejemplo 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2526 994 T3

Material y procedimientos:

Animales

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la United Kingdom Home Office Guidance on the
Operation of the Animals (Scientific Procedures) Act 1986, publicado por Her Majesty’s Stationary Office,
Londres y con la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicados por US National Institutes of Health
(Publicacion NIH n° 85 - 23, revisada en 1996).

Perfusion de corazones murinos aislados

Se anestesiaron ratones machos C57BL / 6 con pentobarbital (300 mg / kg) y heparina (150 unidades) por via
intraperitoneal. Los corazones se aislaron rapidamente, se montaron en un aparato Langendorff y se perfusionaron
retrogradamente a una presion constante de 80 mm Hg con tampdn Krebs-Henseleit (en mmol / I: NaCl 118,5,
NaHCO3 25,0, KCI 4,75, KH2PO4 0,18, MgS04 1,19, D-glucosa 11,0, y CaCl2 1,41) equilibrados con O2 al 95% y
CO2 al 5% a 37°C. La estimulacion auricular se realizé a 580 bpm.

Protocolo experimental para estudios de infarto de miocardio murino aislado

Previamente se ha publicado un procedimiento detallado. (9) En resumen, los corazones se estabilizaron durante
30 minutos después de la iniciacion la perfusion retrégrada. Todos los corazones se sometieron a un periodo de
isquemia global (como se indica en la figura 1A), seguido de 2 horas de reperfusion. Al final de la reperfusion, los
corazones se perfusionaron con cloruro de trifenil tetrazolio (TTC). Las zonas de riesgo e infarto se calcularon a
partir del analisis del area de superficie de secciones del eje corto del miocardio ventricular izquierdo. El analisis
del infarto de miocardio, negativo para TTC, se realizd en todos los casos por un investigador ajeno a las
asignaciones de grupo.

Protocolo experimental para estudios de efluentes coronarios

Los corazones se perfusionaron en un aparato Langendorff como se ha descrito previamente (9) con las siguientes
modificaciones: Para limitar el dafio no isquémico al corazon, y de ese modo liberar la proteina no especifica, se
omitié un globo intraventricular. Los corazones se estabilizaron durante 30 minutos después de la iniciacion de la
perfusion retrégrada para permitir una completa eliminacion de la sangre y limitar la contaminacion del efluente
coronario por proteinas plasmaticas. Los corazones sometieron a 5 minutos de isquemia global (sin flujo) a menos
que se especifique otra cosa, y el efluente coronario se recogié al comienzo de la reperfusién en una alicuota de 5
ml con Triton X100 a una concentracion final del 0,05% para reducir la absorcion de la proteina. (10) Las alicuotas
se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido.

Los efluentes coronarios se descongelaron y se mantuvieron a 4°C en todo momento. El efluente coronario se
concentrd usando una columna Vivaspin, con un limite de 3000 Da, de Sartorius.

Protocolo experimental para la ligadura de LAD in vivo

La oclusion de la arteria coronaria se consiguié usando el sistema de peso que cuelga como se describe
anteriormente (11, 12). Los ratones se sometieron a 30 minutos de isquemia y 2 horas de reperfusion y la sangre
se recogidé por puncion cardiaca al final de la reperfusion. La sangre se centrifugd a 10000 g durante 15 minutos a
4°C y las alicuotas de plasma se almacenaron a -80°C.

Immunotransferencia

Los efluentes coronarios concentrados se separaron por SDS-PAGE y se inmunotransfirieron usando los
protocolos anteriormente descritos (9). Los siguientes anticuerpos primarios se usaron contra: creatina quinasa M /
B (# sc-28898 de Santa Cruz), Troponina T (# ab10214 de Abcam), Troponina | (# 4002 de Sefalizacién Celular),
Peroxirredoxina 6 (# LF-PA0011), Peroxirredoxina 6-SO3 (# LF-PA0005), Peroxirredoxina-SO3 (# LF-PA0004)
todas de Labfrontier. (# = Numero de catalogo). El anticuerpo dirigido contra la region C0-C1 de la proteina C de
union a la miosina cardiaca fue un obsequio del Prof Gautel M. (Instituto Randall, KCL, Londres). (13) Para la
inmunotransferencia de geles 2D, se reunieron efluentes coronarios concentrados de corazones de ratones
isquémicos o de control y se concentraron adicionalmente antes de usar el kit de limpieza 2D “ready prep" de
Biorad siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cargaron 30 pg de extractos de proteinas en una tira IPG (18
cm, pH 4 - 7 no lineal de GE Healthcare) y a continuacion, en un gel con gradiente grande SDS-PAGE (12% - 20%)
usando un gel acumulador.

LC-MS /MS de 1D gel

Para la protedmica, se reconstituyeron los efluentes coronarios concentrados en tampén Laemmli y se separaron
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por geles de SDS-PAGE. Los geles con gradiente de gran formato (5% - 20%) se moldearon usando el optimizador
2DE (NextGen Science, Huntingdon, Reino Unido). Después de que los geles se recubrieran con butanol saturado
con agua (2 : 1) y se dejaran polimerizar durante toda la noche, el gel acumulador que contiene acrilamida al 4% -
5% débilmente tamponada a pH 9,0 se molde6 sobre el gel de resolucion ya establecido. Una vez cargadas las
muestras, se aplicé una corriente constante de 50 mA mientras las proteinas migraban por el gel acumulador, en el
limite de gel acumulador / gel de procesamiento se incrementd la corriente y se mantuvo a 75 mA hasta que la
parte frontal del tinte alcanzo el final del gel. Después de la tincion con plata (kit de tincion con plata Plus one, GE
Healthcare), se extrajeron todas las bandas de gel y se sometieron a analisis de LC-MS / MS.

Electroforesis en gel bidimensional.

Los extractos de proteinas preparados usando el kit de limpieza 2D “ready prep" se volvieron a suspender en
tampodn de lisis (urea 8M, CHAPS al 4% p / v, Tris-Cl 30 mM, pH 8,5) compatible con el marcaje DIGE (GE
Healthcare). Después de centrifugacion a 13.000 g durante 10 min, se recogié el sobrenadante que contiene las
proteinas solubles y se determind la concentracion de las proteinas usando una modificacion del procedimiento
descrito por Bradford. La reaccion del marcaje del tinte de fluorescencia se llevé a cabo a una relacion de tinte /
proteina de 400 pmol / 100 pg. Después de la incubacién en hielo durante 30 min, la reacciéon de marcaje se
detuvo depurando el tinte no unido con lisina 10 mM (L8662, Sigma) durante 15 minutos. Para la electroforesis en
gel bidimensional, se mezclaron muestras con 2x tampoén (urea 8M, CHAPS al 4% p / v, DTT al 2% p / v,
Pharmalytes al 2% v / v 3 - 10 para IEF), se diluyeron 20 pug por muestra en solucién de rehidratacion (urea 8M,
CHAPS al 0,5% p /v, DTT al 0,2% p / v, y Pharmalyte al 0,2% v / v, pH 3 - 10) y se cargaron en tiras IPG (18 cm,
pH 3 - 10, no lineal, GE Healthcare). Después de rehidratacion durante toda la noche, las tiras se centraron en tiras
de 0,05 mA / IPG para 60 kVh a 20°C (Multiphor I, GE Healthcare). Cuando se completo la IEF, las tiras se
equilibraron en urea 6M que contiene glicerol al 30% v / v, SDS al 2% p / v y azul de bromofenol al 0,01% p / v, con
la adicion de DTT al 1% p / v durante 15 min, seguido por el mismo tampén sin TDT, pero con la adicion de
yodoacetamida al 4,8% p / v durante 15 min. El SDS-PAGE se realizé usando geles de poliacrilamida T al 12%
(concentracion total de acrilamida), C al 2,6% (grado de reticulacion) sin un gel acumulador, usando el sistema
Ettan DALT (GE Healthcare). La segunda dimension se terminé cuando el tinte de azul de bromofenol habia
migrado del extremo inferior de los geles. Las imagenes de fluorescencia se adquirieron mediante el generador de
imagenes de modo variable Typhoon 9400 (GE Healthcare). Finalmente, los geles se fijaron durante toda la noche
en solucion de metanol : acido acético : agua (4 : 1 : 5 v/ v/ v). Los perfiles de las proteinas se visualizaron
mediante tincion con plata usando el kit de tincion con plata Plus one (GE Healthcare) con ligeras modificaciones
para asegurar la compatibilidad con el analisis de espectrometria de masas posterior. Para la documentacion, los
geles tefiidos con plata se exploraron en el modo de exploracion por transmisién usando un escaner calibrado (GS-
800, Bio-Rad). Las matrices de correspondencia se crearon mediante el uso de Proteomeweaver 2.0 (Definiens).
Los geles DIGE se analizaron usando el software DeCyder (Version 6.5, GE Healthcare). Una metodologia
detallada esta disponible en nuestro sitio web http://www.vascular-roteomics.com.

LC-MS / MS.

Para la espectrometria de masas en tandem (MS / MS), la digestion en gel con tripsina se realizé de acuerdo con
los procedimientos publicados (14) modificados para usar con un sistema de digestion robdtico Investigator
ProGest (Genomic Solutions). Se inyectd 10 pyl de muestra mediante un tomador de muestras automatico (Thermo
Electron Corporation, CA) y se cargd en una columna de cromatografia liquida (LC) de fase inversa de 100 x 0,18
mm (BioBasic-18, tamafio de particula 5 ym, Thermo Electron Corporation) a 2 yl / min usando una bomba
Surveyer MS (Thermo Electron Corporation, CA) y se eluyé con un gradiente de 90 min (B al 0,1% - 30% en 35
min, B al 30% - 50% en 10 min y B al 50 - 80% en 5 min, en el que A = H20 al 99,9%, acido féormico al 0,1% y B =
acetonitrilo al 99,9%, acido formico al 0,1%). La columna se acoplé a una fuente de electronebulizacion y los
espectros se recogieron de un analizador de masas atrapa iones (LCQ Deca XP Plus, Thermo Electron
Corporation) usando el modo de exploraciéon de iones completo sobre el intervalo de masa a carga (m / z) de 300 -
1800. La MS / MS se realiz6 en los tres primeros iones de cada explorador de MS usando el modo de adquisiciéon
dependiente de datos con exclusién dinamica habilitada. Los espectros MS / MS se correspondieron con las
entradas de la base de datos (UniProt Knowledgebase Release 7.5, constituido por: UniProtKB/Swiss-Prot Release
49.5 y UniProtKB/TrEMBL Release 32.5 de 18 de Abril de 2006) usando el software TurboSEQUEST (Bioworks
3.3, Thermo Finnigan). Se precis6 que todas las asignaciones de las secuencias de péptidos resultaran de las
escisiones plenamente tripticas de las proteinas correspondientes. Se us6 Scaffold (version 1.0, Proteome
Software Inc., Portland, O) para validar las identificaciones de proteinas y péptidos basadas en MS / MS. Las
identificaciones de los péptidos se aceptaban si se podian establecer a mas del 95,0% de probabilidad, tal como se
especifica por el algoritmo de Peptide Prophet. La identificacion de las proteinas se aceptaba si se podian
establecer a mas del 99,0% de probabilidad y contenian al menos 2 péptidos identificados. Las probabilidades de
las proteinas se asignaron con el algoritmo Protein Prophet.

Resultados



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2526 994 T3

El modelo de corazones murinos perfundidos Langendorff.

Para imitar la isquemia miocardica, se usan corazones del ratén perfundidos Langendorff. En este modelo, el
corazoén se perfunde de forma retrograda con un tampén libre de proteinas convencional (Tampén Krebs Henseleit)
a una presion constante. Antes de la isquemia indexada, todos los corazones se perfundieron durante 30 minutos
para permitir la recuperacion de la funciéon normal (15) y para evitar un traspaso de las proteinas plasmaticas. En
comparacion con periodos de eliminacién / estabilizacion mas cortos, habia significativamente menos IgG en el
efluente coronario (Figura 1C). El efecto dependiente del tiempo de la isquemia en el tamafio del infarto se muestra
en la Figura 1A: el tamafo del infarto aumento del 4,5% al 50% con 5 min a 30 minutos de isquemia global. El
efluente coronario se recogio después de 1, 5y 30 minutos de isquemia y se examind para detectar la liberacion de
los biomarcadores conocidos del dafio tisular por inmunotransferencia. La Figura 1B muestra la liberacion de
creatina quinasa (una proteina citoplasmatica) y de troponina | y troponina T (proteinas de miofilamentos) después
de 1, 5 o 30 minutos de duraciéon de la isquemia. Es importante sefialar que estos marcadores de la lesién
miocardica no estan presentes en los corazones de control (0 minutos), confirmando que la escisidn y la perfusion
cardiaca, en ausencia de isquemia, no produce un dafio discernible. No se ha podido detectar la liberacion de
marcadores de lesion miocardica con la menor duracién de isquemia (1 minuto), sugiriendo que la lesion
detectable tiene lugar entre 1 y 5 minutos en este modelo. El perfil de liberacion de proteinas en el corazon aislado
y perfundido se acelera enormemente en comparacion con la que se produce in vivo y se ha descrito una liberacion
similar rapida de la CK anteriormente. (16, 17) Este es probablemente el resultado de la hiperperfusion relativa
producida por la baja viscosidad del liquido del perfusionado. La liberacion de proteinas en el efluente coronario se
monitorizé mediante HPLC de fase inversa (Figura 1 complementaria). De acuerdo con un informe anterior de Van
Eyk (17), se observd una elucidn maxima predominante alrededor de 23 min usando una columna C8 Zobrax.
Como era de esperar, la liberacion de las proteinas aumentd con la duracién de la isquemia.

Anélisis del efluente coronario por LC-MS / MS de gel 1D

Para reducir la complejidad de la muestra, los efluentes coronarios se separaron en primer lugar de los geles de
gradiente de gran formato (5% - 20%) y se tifieron con plata (Figura 1D). En particular, la duracion mas corta de la
isquemia en la que existia una diferencia detectable en el efluente coronario en comparacién con la liberaciéon de
proteinas de la linea de base era en 5 min. Aunque este momento producia sélo infarto menor (véase Figura 1 A)
se uso para analisis protedmico adicional. Se extrajeron todas las bandas del gel, se sometieron a digestion triptica
y se identificaron por espectrometria de masas en tandem de cromatografia nanoflujo de fase inversa. En total se
identificaron 487 proteinas en el efluente coronario isquémico en comparacién con solo 209 en las muestras de
control (véase tabla complementaria 1 para la lista completa de proteinas). Por lo tanto, 278 proteinas eran Unicas
a las muestras de reperfusion de isquemia. Ademas, todos los biomarcadores conocidos de lesién miocardica,
tales como las troponinas |, C, T, la creatina kinasa, lactato deshidrogenasa, mioglobina, proteina de union de
acidos grasos especificos del corazon, aspartato aminotransferasa etc. estaban entre las proteinas identificadas
(tabla 1). La cuantificacion relativa de la liberacion de proteinas después de la isquemia se obtuvo mediante el uso
del recuento espectral normalizado. Mientras que la troponina |, troponina T, troponina C sélo se detectaron en el
efluente coronario después de la isquemia, pero no en la linea de base, otros marcadores tales como CK, FABP,
LDH, etc estaban presentes en ambas condiciones (tabla 1). Sin embargo, el nimero de péptidos identificados
para CK se increment6 en 8 veces, FABP en 11 veces, y lactato deshidrogenasa en 6 veces en corazones
isquémicos en comparacion con los normoxicos y su apariencia / enriquecimiento destaca su potencial como
biomarcadores clinicos para lesién miocardica.

Anélisis de efluentes coronarios por electroforesis diferencial en gel (DIGE)

Las modificaciones postraduccionales de albumina producidas por estrés oxidativo durante la reperfusion de
isquemia, conocidas como albumina modificada por isquemia (abreviadamente en inglés, IMA), ya se usan
clinicamente en forma de biomarcador de isquemia. Para determinar si las modificaciones post-traduccionales
Utiles de manera similar tuvieron lugar en proteinas en el efluente coronario, se analizaron las muestras de control
e isquémicas por electroforesis diferencial en gel (DIGE) 2D (Figura 2). Los resultados se reproducen usando un
intercambio de tinte (Figura 2 complementaria). La intensidad de fluorescencia se cuantific6 en mas de 200
manchas. Después de la tincion con plata, se extrajeron todas las manchas y se identificaron mediante
espectrometria de masas en tandem. La lista de las proteinas identificadas se presenta en la tabla 2
complementaria. Los valores cuantitativos se obtuvieron mediante el uso del software DeCyder (GE Healthcare). El
enfoque DIGE confirmé que la cuantificacién basada en el recuento espectral, en que los marcadores conocidos
de infarto de miocardio, tales como, troponina T, troponina C, isoformas CK MB, FABP, LDH y mioglobina estaban
presentes en mayor abundancia en muestras isquémicas que en las de control (tabla 2 y Figura 3).

Verificacion por inmunotransferencia de la identificacion proteémica de las proteinas relacionadas con el estrés
oxidativo.
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Se generan oxigeno y otros radicales libres en el corazén isquémico y reperfusionado y son mediadores
importantes de la lesion post-isquémica (para revision véase (18)). Nuestro analisis protedmico reveld la liberacion
de numerosas proteinas implicadas en la neutralizacion de radicales libres después de la isquemia / reperfusion,
incluyendo la tiorredoxina reductasa, peroxirredoxinas, etc. (véase tabla 3). Ademas, la separacion por
electroforesis en gel 2D también reveld que la lesidn isquémica inducia un cambio acido en el punto isoeléctrico de
proteinas que contienen cisteinas activas por redox, como se ilustra para Peroxiredoxin 6 (Figura complementaria
3B). Este hallazgo concuerda con informes anteriores que confirman la sulfoxidacion como una modificacion
postraduccional comun en las proteinas sensibles a redox (19). Para confirmar la presencia de estas proteinas
potencialmente cardioprotectoras en efluentes coronarios isquémicos, se validaron los hallazgos por
inmunotransferencia. La liberacion de peroxirredoxina 1 - 3 y 6 no solo era significativamente mayor en las
muestras isquémicas en comparacion con las de control (Figura 4A), sino que los anticuerpos contra peroxiredoxin
6 oxidada también confirmaron la presencia de la isoforma oxidada después de la isquemia miocardica mediante
inmunotransferencia en gel 1 D (figura 4A) y en gel de 2D (figura 4B). Por lo tanto, el analisis protedmico reveld
pruebas de modificaciones postraduccionales de proteinas de defensa antioxidantes en los efluentes coronarios
isquémicos.

Proteina C de unién a miosina como nuevo biomarcador candidato de la lesion miocardica.

En la Figura 5, las proteinas en el efluente coronario post-isquémico se representan graficamente en funcién de su
abundancia calculada en base al recuento espectral normalizado. El cambio en veces, en comparaciéon con los
corazones de control, se traza en el eje y. Los biomarcadores mas conocidos se agrupan en la parte superior
izquierda que representa proteinas muy abundantes con una propension marcada a filtrarse en el efluente
coronario después de la isquemia. Curiosamente, la proteina C de unién a la miosina cardiaca (cMyBP-C) aparecio
en una region similar (figura 5) y su cambio en veces (19 veces) superoé al de muchos biomarcadores establecidos.
Posteriormente se verifico la liberacion de cMyBP-C en el efluente coronario por inmunotransferencia (Figura 6A)
usando un anticuerpo dirigido contra la region CO - C1 de cMyBP-C, que solo esta presente en la isoforma cardiaca
(Figura 6B) (para una revision véase (20)). Ademas, se confirmoé adicionalmente la liberacion de cMyBP-C
selectiva de isquemia en plasma después de isquemia miocardica regional y reperfusion in vivo. Curiosamente, no
solamente se pudo detectar una banda a 140kDa, correspondiente a la cMyBP-C de longitud completa, sino
también un producto de degradacion a 40 kDa (Figura 6C, D, E), que se ha sefialado previamente en el miocardio
post-isquémico (21, 22). Por lo tanto, el enfoque protedmico ha validado un numero de biomarcadores existentes y
ha revelado un nuevo marcador potencial especifico cardiaco detectable sélo con la lesién miocardica leve.

Discusion

El objetivo de este estudio era identificar nuevos biomarcadores potenciales analizando de forma exhaustiva las
proteinas liberadas en el efluente coronario después de una duracion de isquemia miocardica elegida para producir
lesion leve. El analisis protedmico extenso confirmoé la presencia de todos los biomarcadores existentes de infarto
agudo de miocardio (IAM), y también reveld modificaciones postraduccionales de proteinas antioxidantes e
identifico la isoforma cardiaca de la proteina C de union a la miosina (cMyBP-C) como un nuevo marcador
potencial. Ademas, usando un modelo murino in vivo de IAM se podia detectar la cMyBP-C en el plasma.

Los corazones de raton Langendorff perfusionados formaban la base de la plataforma de descubrimiento. Este
modelo recapitula la verdadera lesion isquémica y permite una valoracion cuidadosa de la duracion de la isquemia
para producir IAM minimo, pero definido. Ademas, el modelo tiene la ventaja de limitar la contaminacion del
efluente coronario por proteinas plasmaticas. La eleccion de este modelo se justificé por su capacidad para
identificar todos los biomarcadores existentes comiunmente usados de IAM (troponina |, troponina T, creatina
quinasa, FABP, LDH, mioglobina). Un extenso analisis protedmico del efluente coronario identificé cerca de 500
proteinas que usan un enfoque de LC-MS / MS de gel 1D y alrededor de 200 proteinas que usan la plataforma
DIGE. El analisis protedmico reveld que las troponinas, la norma de oro actual para evaluar el IAM, se encuentran
entre las proteinas mas abundantes en efluentes coronarios isquémicos y muestran una fuga minima del
miocardio normoxico (Tabla 1).

En los ultimos afios, la protedémica se ha usado ampliamente para el descubrimiento de biomarcadores potenciales
para el cancer (23), aterosclerosis (24), y enfermedad cardiovascular (para revision véase (25)). Se usaron plasma
y suero de forma rutinaria para descubrir el biomarcador, aunque el intervalo dinamico de las proteinas
plasmaticas se extiende 9 d6rdenes de magnitud y solo 5 proteinas constituyen tipicamente mas del 90% de la
masa total de proteinas. Esta complejidad supera las capacidades analiticas de la mayor parte de las
aproximaciones proteémicas. A pesar de estas dificultades evidentes, se han realizado varios estudios protedmicos
para descubrir biomarcadores cardiovasculares predictivos, pero la mayoria de los estudios no lograron detectar
los biomarcadores existentes y revelaron sélo cambios en las proteinas plasmaticas muy abundantes (26). En un
enfoque alternativo, se analizé el efluente coronario en un modelo ex vivo en el que el corazén se perfusiond con
un tampon cristaloide sin proteinas. Este enfoque se ha usado anteriormente por Koomen et al (27) en un modelo
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de lesion por isquemia / reperfusion en corazones de ratas, pero se encontraron con una alta contaminacién con
las proteinas plasmaticas (el 30% de las 342 proteinas identificadas eran de origen plasmatico), lo que minimiza la
probabilidad de detectar biomarcadores cardiacos especificos potenciales. Al ampliar el periodo de eliminacion y
tal vez mediante el uso de corazones mas pequefios, se logré reducir sustancialmente la contaminacion por
proteinas plasmaticas. Por otra parte, se empled la ultima tecnologia en atrapa iones (LTQ Orbitrap) y se uso6 un
enfoque de LC / MS / MS gel de 1D, ademas de la electroforesis en gel 2D. Esto permitié detectar sustancialmente
mas proteinas, incluyendo todos los biomarcadores convencionales de lesién miocardica, que contrasta con las
publicaciones anteriores (27).

Durante este estudio surgié una cuestion metodologica en cuanto a si el analisis protedmico se debe hacer en el
mismo volumen de efluente coronario o en la misma cantidad de proteina liberada. Esta bien establecido que
durante la reperfusiéon de isquemia hay un aumento de la liberacién de proteinas por el tejido miocardico. Para
reflejar este fendmeno fisiopatoldgico, se compard el mismo volumen de efluentes coronarios de corazones
isquémicos y de control en el experimento de LC / MS-MS de gel 1D. Sin embargo, para identificar las
modificaciones post-traduccionales especificas de isquemia, se comparé la misma cantidad de proteinas en el
experimento DIGE. Aunque se detectaron menos proteinas en el enfoque basado en gel 2D en comparacioén con el
enfoque LC / MS / MS de gel 1D, cabe destacar que se identificaron los biomarcadores conocidos de lesidn
cardiaca en ambos enfoques experimentales.

La identificacion de la isoforma cardiaca de la proteina C de unién a la miosina en los efluentes coronarios
isquémicos cumple algunos de los criterios de buen candidato a biomarcador: a saber, una proteina especifica
cardiaca con un pronunciado cambio en la respuesta a la lesiéon isquémica. En particular, sélo se encontré la
presencia de cMyBP-C y un producto de degradacion de 40 kD en el plasma de ratones con IAM. El fragmento mas
tarde corresponde a la parte N-terminal de cMyBP-C y fue descrito anteriormente en corazones de raton sometido
a reperfusion de isquemia (21) y en corazones de perros sometidos a isquemia de bajo flujo (22). Sin embargo, su
liberacion en la circulacion después de la lesion miocardica no se ha resefiado previamente y puede proporcionar
informacion especifica a las circunstancias fisioldgicas. Las troponinas han revolucionado el tratamiento del IAM.
Sin embargo, la cMyBP-C se puede liberar de forma mas rapida y tiene una vida media de circulacion mas corta.
Si este es el caso, tendria la ventaja de permitir incluir o descartar mas rapido el IAM en pacientes con dolor de
pecho. Una ventaja adicional es que podria permitir el diagndstico y la cuantificacion de recidiva de infarto en
pacientes en los que se confirma el IAM. Esto seria especialmente ventajoso en ensayos de dispositivos de
intervencion de los que se cree que disminuyen el IAM periprocedimiento. (28)

En resumen, el presente estudio tuvo como objetivo identificar nuevos biomarcadores potenciales de IAM. Se
realizé una identificacion exhaustiva de las proteinas liberadas en el efluente coronario durante la isquemia
miocardica, que reveld la isoforma cardiaca proteina C de unién a la miosina en forma de un nuevo biomarcador
potencial. Otros estudios en seres humanos seran necesarios para corroborar estas conclusiones y evaluar la
ventaja clinica, si existe, de la cMyBP-C sobre biomarcadores existentes de IAM.

Ejemplo 2

Los inventores investigaron la cuantificacion de la cMyBP-C mas alla y también compararon la cMyBP-C
recombinante con la proteina enddgena. Los resultados se muestran en las figuras 10 y 11. Los inventores
después siguieron con la deteccion de la cMyBP-C derivada del miocardio en suero humano. Los resultados se
muestran en la figura 12.

La cMyBP-C de longitud completa se detectd en el suero de ratones sometidos a la ligadura de la arteria coronaria.
También se podria ver un fragmento de 40 kDa. Los resultados se muestran en la figura 13. Ademas, los
inventores pudieron detectar la liberacion de la cMyBP-C de longitud completa en pacientes con IAM.
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Tabla 1.

Biomarcadores conocidos de infarto de miocardio identificados por electroforesis unidimensional y LC—
MS / MS del efluente coronario. El recuento espectral normalizado se calculé utilizando el software de Scaffold
(Proteomesoftware, v2.0) y la liberacion de la proteina se expresd como una relacion usando el recuento de control
como el denominador y el recuento isquémico como el numerador. "+++" Indica proteinas identificadas en los
efluentes coronarios de corazones isquémicos pero no control (el denominador es cero).

Nombre Numero acceso | Peso Péptido Péptido Relacion
proteinas molecular unico en|uUnico en|isquemia /
(kDa) control isquemia control

Troponina I, TNNI3_MOUSE | 24 0 66 +++
musculo
cardiaco

Troponina T, | TNNT2_MOUSE | 36 0 5 +++

musculo

cardiaco

Troponina C,| TNNC1_MOUSE | 18 0 11 +++

musculos

cardiacos y

equeléticos

bajos

Creatina KCRB_MOUSE |43 6 24 4,0

quinasa tipo B

Creatina KCRM_MOUSE |43 37 306 8,3

quinasa tipo M

Proteina de | FABPH_MOUSE | 15 6 68 1,3

union a acidos

grasos, corazon
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Cadena L- | LDHA MOUSE |36 31 205 6,6

Lactato

deshidrogenasa

A

Cadena L- | LDHB_MOUSE |37 56 349 6,2

Lactato

deshidrogenasa

B

Mioglobina MYG_MOUSE 17 45 237 5,3

Miosina cadena | MLE1_MOUSE |21 0 4 +++

ligera 1,

isoforma del

musculo

esquelético

Miosina cadena | MYL3 MOUSE |22 5 26 52

ligera 3,

Alfa-enolasa ENOA_MOUSE |47 39 49 1,3

Beta-enolasa ENOB_MOUSE |47 59 206 3,5
Tabla 2.

Biomarcadores conocidos de infarto de miocardio identificados por electroforesis bidimensional. Se midio
la intensidad de fluorescencia (Cy3 y Cy5) para cada mancha y la relacion se calculé usando Cy5 como numerador
y Cy3 como denominador para expresar la liberacion después de la isquemia como una relaciéon de ésta con
perfusion de control emparejado.

Identificacion de | Nombre proteinas Numero acceso |Peso Veces
la mancha molecular isquemia
(kDa) control
55 Troponina T TNNT2_MOUSE 35 4,5
187 Troponina C TNNC1_MOUSE 18 4,23
56 Creatina quinasa tipo | KCRB_MOUSE 42 4,5
B
69 Creatina quinasa tipo | KCRM_MOUSE 43 15,3
M
71 Creatina quinasa tipo | KCRM_MOUSE 43 15,1
M
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83 Cadena L-Lactato | LDHB_MOUSE 36 8,2
deshidrogenasa B

84 Cadena L-Lactato | LDHB_MOUSE 36 17,9
deshidrogenasa B

107 Cadena L-Lactato | LDHA MOUSE 36 7,0
deshidrogenasa A

108 Cadena L-Lactato | LDHA MOUSE 36 4.8
deshidrogenasa A

138 Miosina polipétido | MYL3_MOUSE 22 10,1
ligero 3

184 Mioglobina MYG_MOUSE 17 20,7

185 Mioglobina MYG_MOUSE 17 22,7

192 Proteina de unién a| FABPH_MOUSE 14 9,4
acidos grasos,
corazén

193 Proteina de unién a| FABPH_MOUSE 14 14,2
acidos grasos,
corazén

194 Proteina de unién a| FABPH_MOUSE 14 11,1
acidos grasos,
corazén

195 Proteina de unién a| FABPH_MOUSE 14 20,4
acidos grasos,
corazén

Tabla 3.

Proteinas implicadas en la respuesta al estrés oxidativo que se identificaron en efluentes coronarios
usando enfoque basado en 1D 6 2D. La variacion en veces se calculé como se describe en las Tablas 1y 2.

Nombre proteina Numero acceso |Peso Veces
molecular isquemia /
(kDa) control
Aflatoxina B1| ARK72_MOUSE |41 +++
Gel 1D aldehido  reductasa
elemento 2

14



ES 2526 994 T3

Caltasa CATA_MOUSE 60 0,6
Superoxido SODE_MOUSE 27 4,0
dismutasa

extracelular [Cu-Zn]

Glutarredoxina 3 GLRX3_MOUSE |38 +++
Glutarredoxina 3 GLRX3_MOUSE |38 +++
Glutation peroxidasa | GPX1_MOUSE 22 0,7
1

Glutation peroxidasa | GPX3_MOUSE 25 1,9
3

Glutation reductasa GSHR_MOUSE 54 2,3
Glutation S-| GSTA4 MOUSE |26 3,6
transferasa A4

Glutation S-| GSTM1_MOUSE |26 52
transferasa Mu 1

Glutation S-| GSTM2_MOUSE |26 5,7
transferasa Mu 2

Glutation S-| GSTM5_MOUSE | 27 +++
transferasa Mu 5

Glutation S-| GSTM7_MOUSE | 26 2,0
transferasa Mu 7

Glutation S-| GSTP1_MOUSE |24 4.5
transferasa P 1

Glutation S-sintetasa | GSHB_ MOUSE 52 +++
Metionina—R— MSRB3_MOUSE |20 +++
sulféxido  reductasa

B3

Péptido metionina | MSRA_MOUSE 26 9,0
sulféxido  reductasa

de péptido
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Gel 2D

Peroxirredoxina 1 PRDX1_MOUSE |22 4.3
Peroxirredoxina 2 PRDX2_MOUSE |22 3,9
Peroxirredoxina 5 PRDX5 MOUSE |22 3,8
Peroxirredoxina 6 PRDX6_MOUSE |25 5,0
Superoxido SODC_MOUSE 16 1,7
dismutasa [Cu-Zn]

Tiorredoxina THIO_MOUSE 12 2,0
Proteina 17 que | TXD17_MOUSE |14 +++
contiene dominio

tiorredoxina

Tiorredoxina TRXR1_MOUSE |67 +++
reductasa 1,

citoplasmica

Xantina XDH_MOUSE 147 1,4
deshidrogenasa /

oxidasa

Glutarredoxina 3 GLRX3_MOUSE |38 2,7
Hidroxiacilglutation GL02_MOUSE 29 2,4
Peroxirredoxina 1 PRDX1_MOUSE |22 3,8
Peroxirredoxina 2 PRDX2_MOUSE |22 8,0
Peroxirredoxina 5, | PRDX5 MOUSE |22 20,7
precursor

mitocondrial

Peroxirredoxina 6 PRDX6_MOUSE |25 16,2
Peroxirredoxina 6 PRDX6_MOUSE |25 75
Peroxirredoxina 6 PRDX6_MOUSE |25 6,4
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Superoxido SODC_MOUSE 16 8,1
dismutasa [Cu-Zn]
Superoxido SODC_MOUSE 16 4.8
dismutasa [Cu-Zn]
Tiorredoxina THIO_MOUSE 12 2,0

Tabla 4.

Las proteinas liberadas en el efluente coronario en abundancia similar y con selectividad de isquemia
similar, como biomarcadores establecidos conocidos como biomarcadores aparecen en rojo y los
biomarcadores candidatos potenciales en negro. Se ha usado un limite de enriquecimiento de 5 veces en el

efluente post-isquémico.

Identificacion de | Nombre proteina Numero acceso | Veces Funcién
la proteina isquemia
|/ control
14 Cadena L-Lactato LDHB_MOUSE 6,2 Glicolisis
deshidrogenasa B
17 Mioglobina MYG_MOUSE 5,3 Almacenaje /
transporte de
oxogeno
22 Creatina quinasa tipo M | KCRM_MOUSE 8,3 Transduccion de
energia
28 Cadena L-Lactato| LDHA MOUSE 6,6 Glicolisis
deshidrogenasa A
31 Malato deshidrogenasa| MDHC_MOUSE 8,0 Glicolisis
citoplasmica
32 Fructosa - bifosfato| ALDOA_MOUSE 5,0 Glicolisis
aldolasa A
39 Triosefosfato isomerasa| TPIS_MOUSE 6,3 Glicolisis
46 Fosfoglucomutasa - 1 PGM1_MOUSE 5,6 Glicolisis
47 Vinculina VINC_MOUSE 7.1 Proteina de
ahesion
57 Factor 1 de elongacion| EF1A1_MOUSE 5,8 Biosintensis de la
alfa 1 proteina
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65 Glutacién S-transferasa | GSTM1_MOUSE 52 Detoxicacion de
Mu 1 ROS
66 Proteina 1 de uniéon a| SBP1_MOUSE 9,5 Proteina
selenio antioxidante
71 Adenosilhomocisteinas SAHH_MOUSE 54 Metabolismo
a adenosina
86 Proteina C de unién a| MYPC3_MOUSE 19,3 Proteinas
la miosina, tipo asociadas a los
cardiaca filamentos
gruesos
93 Creatina quinasa tipo B | KCRB_MOUSE 4,0 Transduccion de
energia
95 Glutacién S-transferasa | GSTM2_MOUSE 5,7 Transduccion de
Mu 2 energia
96 Proteina 2 de 70 kDa| HSP72_MOUSE 6,0 Proteina
relacionada con el chaperona
choque cardiaco
97 Proteina de unién a| FABPH_MOUSE 11,3 Transporte de
acidos grasos, corazoén acidos grasos
98 Factor de elongacion 2 EF2_MOUSE 1,7 Proteina de
translocacion
111 Miosina cadena ligera 3| MYL3_MOUSE 5,2 (Ribosoma)
de Proteinas del
filamento
112 Precursor del| PSB5 MOUSE 7,6 Proteasoma
proteasoma subunidad
beta tipo 5
113 Proteina 1 que contiene| WDR1_MOUSE 9,4 Desensamblaje

repeticiones WD

del filamento de
actina
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diagndstico de lesion cardiaca que comprende identificar una concentracion elevada de
proteina C de union a la miosina cardiaca (cMyBP-C) o un fragmento de la misma en una muestra obtenida de un
sujeto.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la lesién cardiaca es infarto agudo de miocardio
o recidiva de infarto.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende la identificacion de
una concentracion elevada de cMyBP-C.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el procedimiento comprende la identificacion de
una concentracion elevada de un fragmento de cMyBP-C.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el fragmento tiene una masa de alrededor de 40
kDa.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4 6 5, en el que el fragmento comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene homologia sustancial con la region CO-C1 de cMyBP-C.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en el que la muestra es una muestra de
sangre.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en el que la muestra es una muestra de sangre venosa
periférica.

9. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 7 u 8, en el que la muestra es una muestra que se obtuvo
dentro de las 24 horas de la apariciéon de sintomas de la lesién cardiaca.

10. Un kit para el diagndstico de la lesién cardiaca, que comprende una molécula de unién marcada que se une
especificamente a la cMyBP-C y una molécula de unién marcada que se une especificamente a un fragmento de
cMyBP-C.
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Figura 2
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pH 10

—

22



ES 2526 994 T3

Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 13
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