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DESCRIPCION
Troponina | cardiaca nitrada como biomarcador de isquemia cardiaca
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la identificacion de un novedoso biomarcador para isquemia cardiaca: troponina |
cardiaca nitrada. La presente invencion también proporciona métodos para la identificacion y el uso de una troponina
cardiaca nitrada como biomarcador para el diagndstico, prondstico y gestion del tratamiento de isquemia cardiaca.
La presente invencion se refiere ademas a péptidos, anticuerpos, composiciones, métodos, técnicas y pruebas para
la identificacion y la cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en el suero de sujetos.

Antecedentes de la invencion

Los sindromes agudos coronarios estan entre las principales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo.
Millones de pacientes se tratan anualmente por dolor de pecho de aparicion aguda. En esta situacion es
extremadamente importante identificar rapidamente cuando este dolor es debido a isquemia miocardica de manera
que pueda empezarse el cuidado adecuado. La isquemia miocardica es un estado clinico caracterizado por riego
sanguineo reducido al corazon. Actualmente, no hay métodos de diagndstico eficaces para esta enfermedad.
Actualmente, el diagndstico se basa en pruebas no invasivas comunes tales como prueba de esfuerzo, escintigrafia
de perfusion miocardica, sin embargo, estas pruebas son caras y tienen sensibilidad y especificidad limitadas
(Parikh; Lemos, 2006). Por tanto, una gran parte de los pacientes con isquemia miocardica no estan diagnosticados
debido a la ausencia de pruebas de diagnodstico precisas para isquemia miocardica sin necrosis del musculo del
corazoén (Pope at al, 2000; McCaig; Burt, 2002; Lloyd-Jones et al, 2009).

En los Estados Unidos, la FDA ha autorizado el uso de albumina modificada con isquemia (IMA) como marcador
para isquemia. Este marcador consiste en la pérdida de afinidad de la albumina por el cobalto después de isquemia
miocardica. Sin embargo, este marcador no es suficientemente especifico, ya que se ha mostrado que es elevado
en varias situaciones clinicas tales como en insuficiencia renal, accidente cerebrovascular y ejercicio aerdbico de
carga elevada (Debashisl, et al, 2004; Lippi, et al, 2005; Morrow, et al, 2007; Singh et al, 2010).

Recientemente, se ha sugerido el uso de los niveles de troponinas cardiacas citoplasmicas en suero como
marcadores para lesiéon miocardica. Las troponina cardiacas son especificas para miocitos cardiacos, sin embargo,
debido a la alta sensibilidad del ensayo, estas proteinas también son detectables en el suero de pacientes sanos y
en otras enfermedades cardiacas, ademas de sindromes coronarios agudos o situaciones clinicas donde se produce
la isquemia miocardica (Eggers, et al, 2009; Reichlin et al, 2009; Masson et al, 2010; Hochholzer et al, 2011).

Asi, los marcadores de isquemia cardiaca actualmente disponibles son tanto no especificos debido a que estan
presentes en otros érganos y tejidos distintos del miocardio, y/o son elevados en otras situaciones clinicas distintas
de isquemia miocardica.

Debido a la importante falta de marcadores de isquemia cardiaca, el diagndstico y el tratamiento temprano pueden
producirse en una etapa muy tardia en pacientes con agina inestable. Por otra parte, en pacientes con dolor de
pecho no isquémico, la incertidumbre sobre el diagndstico puede requerir hospitalizacion para investigacion que
produce costes de cuidado sanitario excesivos no deseables.

Ademas de las pruebas de urgencias, un marcador preciso de isquemia miocardica también es util en el tratamiento
ambulatorio de pacientes en el diagnostico de angina estable, especialmente en asociacidon con prueba de esfuerzo
o escintigrafia miocardica de esfuerzo.

De forma interesante, enfermedades cardiovasculares, especialmente sindromes agudos coronarios, estan
fuertemente asociadas a un desequilibrio oxidativo, conduciendo a un aumento de radicales libres y aumentos de
especies de oxigeno y nitrdgeno reactivas. Asi, en tales enfermedades, hay un aumento en la produccién de 6xido
nitrico, superoxido y un cambio en las vias antioxidantes, conduciendo a estrés nitroxidativo y oxidativo (Levrand et
al, 2006; Peluffo, Radi, 2007; Aslan, Dogan, 2011).

Como resultado del aumento de estas especies reactivas, se forman especies intermedias tales como peroxinitrito.
El peroxinitrito, entre otras acciones, conduce a la formacion de proteinas nitradas mediante la adicion de un grupo
NO; al anillo fendlico de los restos de tirosina (Ischiropoulos, 2009).

Esta nitracion puede alterar la proteina de varias formas: la proteina puede llegar a ser resistente a la degradacion,
puede activar el sistema inmunitario, puede llegar a inactivarse o puede adquirir una nueva funcion. Estos cambios
en la actividad de la proteina pueden afectar la fisiopatologia del sistema cardiovascular (Abello et al, 2009).

Se han identificado varias proteinas que estan nitradas en diferentes compartimentos del sistema cardiovascular,
tales como fibrindgeno, plasmina y Apo-1 en el plasma; Apo-B, ciclooxigenasa, prostaglandina sintasa y Mn-SOD en
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las paredes de vasos; creatina cinasa miofibrilar y a-actinina en el miocardio. Estas proteinas nitradas se asociaron a
enfermedad cardiovascular (Aslan, Dogan, 2011).

En vista de esto, estan surgiendo proteinas nitradas como nuevos marcadores para enfermedad cardiovascular. Sin
embargo, la nitracion de proteinas también se produce en otras situaciones fisiopatolégicas que implican un
aumento de las especies de oxigeno y nitrégeno reactivas, tales como en diabetes, accidente cerebrovascular,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedad renal y otras enfermedades asociadas a isquemia / reperfusion e
inflamacion (Gol et al, 2000; Castegna et al, 2003; Turko et al, 2003, Ahmed et al, 2005; Heffron et al, 2009; Isobe et
al, 2009; Choi et al, 2010; Tyther et al, 2011; Piroddi et al, 2011). Asi, en la busqueda de un biomarcador nitrado que
es especifico para enfermedad cardiovascular es importante que la diana de proteina modificada se exprese sola o
principalmente en tejido cardiaco.

Las troponinas son proteinas citoplasmicas que tienen isoformas de musculo cardiaco especifico y se encuentran en
la circulacién en concentraciones muy bajas en sujetos sanos y que tienen su concentracion elevada en situaciones
de esfuerzo al musculo del corazoén, tales como necrosis de los cardiomiocitos. La troponina | cardiaca es una
proteina citoplasmica Unica para los miocitos cardiacos y es una de las tres subunidades que forman el complejo de
proteina troponina. Esta subunidad es responsable de sensibilidad al calcio y de regular la contraccion de musculo.
La troponina | se une a actina e inhibe la actividad de ATPasa de actomiosina en ausencia de calcio (Bhavsar et al,
1996).

Breve sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a la identificacion de un novedoso biomarcador para isquemia cardiaca: troponina |
cardiaca nitrada. La presente invencion también proporciona métodos para la identificacion y uso de una troponina
cardiaca nitrada como biomarcador para el diagndstico, prondstico y gestion del tratamiento de isquemia miocardica,
con y sin necrosis del musculo del corazén.

El diagnostico y el prondstico se realizan determinando la cantidad de troponina | cardiaca nitrada en muestras de
suero de sujetos y la relacion de troponina | cardiaca nitrada con troponina | cardiaca no nitrada en muestras de
suero de sujetos. Este biomarcador puede detectarse por técnicas de inmunoensayo y espectrometria de masas en
tandem. La presente invencion se refiere ademas a péptidos, anticuerpos, composiciones, métodos, técnicas y
pruebas para la identificacion y cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en el suero de sujetos.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a la identificacion de un novedoso biomarcador para isquemia
cardiaca: troponina | cardiaca nitrada.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un nuevo marcador util para el diagnéstico y la cuantificacion
de isquemia cardiaca y para el diagndstico y el prondstico de pacientes con sindrome agudo coronario. La presente
invencion también proporciona métodos de uso del biomarcador para el diagnostico y el prondstico de isquemia
cardiaca.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a la identificacion de troponina | cardiaca nitrada, y al uso de
esta molécula o sus fragmentos en el diagndstico, prondstico y tratamiento de sindrome agudo coronario. Esta
molécula o fragmentos de la misma estan presentes en diferentes concentraciones en aquellos individuos que no
presentan isquemia miocardica, en comparacién con aquellos que presentan isquemia miocardica. Esta molécula o
fragmentos de la misma estan presentes en muestras de pacientes con sindrome agudo coronario en
concentraciones que son directamente proporcionales al area afectada por infarto de miocardio isquémico.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método para el diagnéstico, prondstico o seleccion del mejor
método de tratamiento de individuos con sindrome coronario cronico y agudo que incluye: determinar la
concentracion de moléculas de troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de péptido derivados de esta molécula en
una muestra, determinar la concentracion de troponina | cardiaca nitrada o fragmentos en una serie de muestras
individuales, correlacionar la concentracion con valores de referencia para diagnosticar y pronosticar y correlacionar
con el area de miocardio afectada por isquemia.

En una realizacion, el método comprende la cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en suero y plasma, y su
correlacion con los valores de referencia para determinar el diagnéstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacién, el método comprende la cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en suero y plasma y la
correlacion de los valores observados con el area de miocardio afectada por isquemia.

En ofra realizacion, el método comprende la cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en suero y plasma, y su
correlacion con los valores de referencia para determinar el prondéstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacion de la relacion de troponina | cardiaca nitrada con
troponina | en muestras de suero o plasma y su correlacion con los valores de referencia para determinar el
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diagndstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacion de la relacion de troponina | cardiaca nitrada con
troponina | en muestras de suero o plasma y la correlacion con los valores de referencia para determinar el
prondstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacion de la relacion de troponina | cardiaca nitrada con
troponina | en muestras de suero o plasma y la correlacion de los valores con el area afectada por isquemia
miocardica.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacién de troponina | cardiaca nitrada en muestras de suero o
plasma y la correlacién con el estado del sindrome agudo coronario.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacion de la relacion de troponina | cardiaca nitrada con
troponina | en muestras de suero o plasma y la correlacion con el estado del sindrome agudo coronario.

En una realizacion, el método comprende la cuantificacion de péptidos de troponina | cardiaca nitrada en muestras
de suero o plasma, y la correlacion con valores de referencia para determinar el diagnéstico de isquemia cardiaca.

En una realizacion, el método comprende la cuantificacion de péptidos de troponina | cardiaca nitrada en muestras
de suero o plasma y la correlacion con valores de referencia para determinar el pronéstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacion de péptidos de troponina | cardiaca nitrada en muestras
de suero o plasma y la correlacion de los valores con el area afectada por isquemia miocardica.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacién de la relaciéon de diversos péptidos de troponina |
cardiaca nitrada en muestras de suero o plasma y la correlacion con los valores de referencia para determinar el
diagndstico de isquemia cardiaca.

En otra realizacién, el método comprende la cuantificacion de la relacién de diversos péptidos troponina | cardiaca
nitrada en muestra de suero y plasma y la correlacion de los valores con el area de miocardio afectada por isquemia.

En otra realizacion, el método comprende la cuantificacién de péptidos de troponina | cardiaca nitrada en muestra de
suero y plasma y la correlacion con el estado de sindrome agudo coronario.

En otra realizacién, el método comprende la cuantificacién de las relaciones de diversos péptidos de troponina |
cardiaca nitrada en muestras de suero o plasma y la correlacion con el estado del sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones, el método comprende la cuantificacion de la relacion de péptidos de troponina | cardiaca
nitrada y troponina | cardiaca péptidos en muestras de suero o plasma y la correlacion con los valores de referencia
para diagnosticar isquemia cardiaca.

En algunas realizaciones, el método comprende la cuantificacion de la relacion de péptidos de troponina | cardiaca
nitrada con péptidos de troponina | cardiaca en muestras de suero y plasma que se correlacionan con los valores
con el area de miocardio afectada por isquemia.

En otra realizacién, el método comprende la cuantificacion de la relacién de péptidos de troponina | cardiaca nitrada
con péptidos de troponina | cardiaca en muestras de suero o plasma y la correlacién con el estado de sindrome
agudo coronario.

La invencion proporciona varios métodos diferentes de cuantificacion del biomarcador para diagnosticar, pronosticar
y el estado de isquemia cardiaca. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la invencion, la cuantificacion del
biomarcador se realiza por digestion enzimatica, seguido de cromatografia de liquidos y espectrometria de masas en
tandem (TQS de cuadrupolo).

En otra realizacion, la cuantificacion de biomarcadores se realiza por cromatografia de liquidos seguido de digestion
y andlisis por CL-TQS.

En algunas realizaciones de la invencion, el biomarcador de la invencion puede cuantificarse por inmunoensayo o
espectrometria de masas. En una realizacion, la invencidon proporciona un inmunoensayo que comprende una
molécula de anticuerpo especifica para troponina | cardiaca y fragmentos de péptido nitrado especificos para
troponina | cardiaca nitrada. En algunas realizaciones, la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal especifico
para una region especifica de la troponina | cardiaca nitrada, que contiene la porcion del biomarcador nitrado. Por
ejemplo, la porcion de troponina | cardiaca nitrada puede detectarse especificamente sin reactividad cruzada con la
troponina | no nitrada. Este inmunoensayo permite la deteccién de la molécula de proteina nitrada completa y del
fragmento especifico que contiene la nitracion.
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En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo especifico para la region comprende los aminoacidos 16-35
de la troponina | cardiaca nitrada. En algunas realizaciones del método, el anticuerpo usado para detectar la
troponina | cardiaca nitrada es policlonal. En algunas realizaciones del método, el anticuerpo usado para detectar la
troponina | cardiaca nitrada es monoclonal.

En algunas realizaciones, el método incluye la captura de troponina | cardiaca nitrada o péptidos de troponina |
cardiaca nitrada. En algunas realizaciones de la invencion, la captura puede realizarse usando perlas
paramagnéticas. En algunas realizaciones de la invencion, la captura de la molécula se logra usando un anticuerpo.
En algunas realizaciones de la invencion, la molécula se captura usando un anticuerpo monoclonal especifico para
la region que comprende los aminoacidos 16-35 de troponina | cardiaca nitrada. En algunas realizaciones de la
invencion, la captura de la molécula se logra por cromatografia en columna.

En una realizacion, la invencion proporciona métodos de determinacion de la evolucién del sindrome agudo
coronario cuantificando la troponina | cardiaca nitrada y sus péptidos, y cuantificando la relacién de troponina |
cardiaca nitrada y troponina | total en un primer momento y comparando con los valores obtenidos en un segundo
momento después de la intervencion farmacoldgica o quirirgica, o de monitorizacion de la progresion de la
enfermedad.

En oftra realizacion, la invenciéon proporciona métodos de monitorizacion de ecocardiograma acompafiados de
alguna forma de esfuerzo farmacoldgico o fisico. En esta realizacion, la cantidad de troponina | cardiaca nitrada
puede determinarse antes del inicio del examen, durante y después de la prueba. Esta realizacion también puede
realizarse determinando la cantidad de péptidos de troponina | cardiaca nitrada. En esta realizacion, también es
posible cuantificar la relaciéon de troponina | cardiaca nitrada y la troponina | cardiaca total en las muestras.

En otra realizacion, la invencion proporciona métodos de monitorizacion de escintigrafia de miocardio acompafados
de alguna forma de esfuerzo farmacoldgico o fisico. En esta realizacion, la cantidad de troponina | cardiaca nitrada
puede determinarse antes del inicio del examen, durante y después de la prueba. Esta realizacion también puede
realizarse determinando la cantidad de péptidos de troponina | cardiaca nitrada. En esta realizacion, también es
posible cuantificar la relacion de troponina | cardiaca nitrada y troponina | cardiaca total en las muestras En ofra
realizacion, la invenciéon proporciona métodos de monitorizacion de resonancia magnética nuclear del miocardio
acompanados de alguna forma de esfuerzo farmacoldgico o fisico. En esta realizacion, la cantidad de troponina |
cardiaca nitrada puede determinarse antes del inicio del examen, durante y después de la prueba. Esta realizacion
también puede realizarse determinando la cantidad de péptidos de troponina | cardiaca nitrada. En esta realizacién,
también es posible cuantificar la relacion de troponina | cardiaca nitrada y troponina | cardiaca total en las muestras.
En oftra realizacién, la invencién proporciona métodos de monitorizacion de pruebas de ergometria. En esta
realizacion, la cantidad de troponina | cardiaca nitrada puede determinarse antes del inicio del examen, durante y
después de la prueba. Esta realizacién también puede realizarse determinando la cantidad de péptidos de troponina
| cardiaca nitrada. En esta realizacién, también es posible cuantificar la relacion de troponina | cardiaca nitrada y
troponina | cardiaca total en las muestras.

En algunas realizaciones de la invencion, la muestra es sangre, suero o plasma.

En algunas realizaciones de la invencion, el diagnostico, prondstico o el método de tratamiento es un diagnostico,
prondstico o definicién de tratamiento para infarto de miocardio.

En algunas realizaciones de la invencion el diagnostico, pronodstico o método para el tratamiento proporciona una
estratificacion de riesgo para el nivel de riesgo de infarto de miocardio.

En algunas realizaciones de la invencion, el método de diagndstico, prondstico o el método de tratamiento
proporciona una estratificacion de riesgo para el nivel de riesgo de muerte.

En algunas realizaciones de la invencion, la concentracion o intervalo de concentraciones de troponina | cardiaca
nitrada proporciona el diagnéstico de isquemia miocardica si el individuo tiene uno o mas sintomas de isquemia
miocardica.

En algunas realizaciones de la invencion, estos sintomas pueden comprender dolor y / o presion en el pecho, ECG
anormal, falta de aliento o niveles anormales de enzimas.

En algunas realizaciones de la invencion, el método de determinacion de la concentracion en muestras de individuos
se realiza comparando los valores encontrados para troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de péptidos de
troponina | cardiaca nitrada con una curva patron de concentraciones conocidas de troponina | cardiaca nitrada
purificada o fragmentos de troponina | cardiaca nitrada.

En algunas realizaciones de la invencion, el método de determinacion de la concentraciéon de troponina | cardiaca
nitrada o fragmentos de troponina | cardiaca nitrada en muestras de individuos se realiza comparando los valores
encontrados para troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de péptidos con troponina | cardiaca nitrada con una
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curva patréon de concentraciones conocidas de troponina | cardiaca nitrada purificada o fragmentos de troponina |
cardiaca nitrada.

En algunas realizaciones de la invencién, el método de determinacion de la concentraciéon de troponina | cardiaca
nitrada o fragmentos de troponina cardiaca nitrada en muestras de individuos se realiza comparando los valores
encontrados para troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de péptidos de troponina | cardiaca nitrada con un
patron interno de concentraciones conocidas. En algunas realizaciones, el patréon interno consiste en el péptido
AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) isotopicamente marcado con "*C y SN.

En algunas realizaciones de la invencién, el método de determinacion de la concentraciéon de troponina | cardiaca
nitrada o fragmentos de troponina cardiaca nitrada en muestras de individuos se realiza comparando los valores
encontrados para troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de péptidos de troponina | cardiaca nitrada con un
patron interno de concentraciones conocidas En algunas realizaciones, el patrén interno consiste en la troponina |
cardiaca nitrada isotépicamente marcada con "3C y °N.

En algunas realizaciones de la invencion, el cambio en los niveles de troponina | cardiaca nitrada puede indicar
sindrome agudo coronario. En algunas realizaciones de la invencion, el cambio en los niveles de troponina |
cardiaca nitrada puede indicar enfermedad crénica coronaria. En algunas realizaciones de la invencion, el cambio en
los niveles de troponina | cardiaca nitrada puede indicar cardiotoxicidad.

La invencion se refiere ademas al uso de troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de la misma como marcador en
el diagndstico y prondstico de isquemia cardiaca y de sindrome agudo coronario.

En el contexto de la presente invencion, isquemia cardiaca se refiere a, pero no se limita a, isquemia cardiaca
aguda, isquemia cardiaca cronica, enfermedad crénica coronaria y sindrome agudo coronario.

En el contexto de la presente invencion, sindrome agudo coronario se refiere a, pero no se limita a, angina inestable,
infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST e infarto de miocardio con elevacion del segmento ST.

La presente invencion también se refiere a un kit para diagnosticar isquemia cardiaca y/o sindrome agudo coronario,
que comprende una troponina cardiaca nitrada y/o troponina | cardiaca aisladas o fragmentos de las mismas, y un
sistema para detectar el péptido unido a un anticuerpo para dicho péptido y/o un sustrato para inmovilizar el péptido.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores aspectos y muchas de las ventajas adjuntas de la presente invencién se apreciaran mas facilmente a
medida que la misma se entiende mejor por referencia a la siguiente descripcion detallada, cuando se toma
conjuntamente con los dibujos adjuntos, en los que:

La FIG. 1 es una electroforesis en gel al 12 % de SDS-PAGE que muestra proteinas nitradas enriquecidas del
suero. MW - marcador de peso molecular. kDa - kiloDaltons. 1 - proteinas del suero nitradas del animal de
control. 2 - proteinas del suero nitradas del animal con isquemia miocardica.

La FIG. 2 muestra una deteccion por transferencia Western de troponina | cardiaca nitrada (25 kDa) en una
muestra de suero de cerdo después de isquemia miocardica. Proteinas nitradas enriquecidas del suero. MW -
marcador de peso molecular. kDa - kiloDaltons. 1 - proteinas del suero nitradas del animal de control; 2 -
proteinas del suero nitradas del animal con isquemia miocardica.

La FIG. 3 muestra una angiografia de la arteria coronaria circunfleja izquierda a) pre-oclusion y b) post-oclusion.
La FIG. 4 muestra la dosificacion de marcadores de necrosis cardiaca. A) Concentraciones promedio de
troponina T circulante en animales isquémicos; B) concentraciones promedio de CK circulante; C) mediciones de
troponina T ultrasensible promedio de animales isquémicos. Las lineas de puntos indican los valores de
referencia (Troponina T: 0,1 ng/ml, CK: 5 ng/ml, troponina T ultrasensible: 0,014 ng/ml).

La FIG. 5 muestra una deteccion por transferencia Western de troponina | cardiaca nitrada (25 kDa) en una
muestra de suero de cerdo recogida después de la isquemia y reperfusion del corazon. 0 - Antes de la induccion
de isquemia, IS - Inmediatamente después de la reperfusion, 10, 30, 60, 90, 120, 180 - minutos después de la
reperfusion.

La FIG. 6 muestra una deteccion por transferencia Western de la troponina | cardiaca nitrada (25 kDa) en una
muestra de suero de cerdo después de infarto agudo de miocardio. Troponina | cardiaca purificada, O - Antes de
la induccion de isquemia, 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 - minutos después del infarto agudo de
miocardio. El area resaltada indica las muestras con resultados positivos.

La FIG. 7 muestra la dosificacion de marcadores circulantes de necrosis cardiaca en pacientes después de la
induccion de isquemia por implante de protesis endovascular. A) Promedio de troponina |. B) Promedio de
troponina T ultra-sensible. Las lineas de puntos indican los valores de referencia (Troponina I: 0,160 ng/ml,
troponina T ultrasensible: 0,014 ng/ml).

La FIG. 8 muestra una deteccion por transferencia Western de troponina | cardiaca nitrada (25 kDa) en muestra
de suero de paciente después de isquemia inducida. Tiempo 0 - Antes de la induccién de isquemia; tiempos 1,
30, 60, 120, 180 minutos después de la isquemia. El area resaltada indica las muestras con resultados positivos.
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Los resultados demuestran que, en pacientes con angina, antes de la induccion de isquemia, no era posible
detectar la troponina | cardiaca nitrada en el suero. La proteina se identificé después de la induccién de isquemia
y siguid en el suero hasta 3 horas desde el evento isquémico.

La FIG. 9 muestra la co-localizacion de troponina | cardiaca y nitrotirosina por inmunofluorescencia en cultivo de
cardiomiocitos isquémicos. En azul marcado de los nucleos (DAPI), verde marcando troponina | cardiaca, rojo
marcando nitrotirosina y en mezcla superposicion de las marcas. Izquierda: indicacion del tiempo de isquemia en
minutos. Fotos tomadas en confocal. Aumento de 63x.

La FIG. 10 muestra el marcado de troponina | cardiaca y nitrotirosina por inmunofluorescencia en tejido cardiaco
de modelos animales. En azul marcado de los nucleos (DAPI), verde marcando troponina | cardiaca, rojo
marcando nitrotirosina y en mezcla superposicion de las marcas. lzquierda: indicacion del animal de control,
animal con isquemia miocardica y animal con infarto de miocardio. Fotos tomadas en confocal. Aumento de 63x.
La FIG. 11 muestra la digestion de troponina | cardiaca nitrada por tripsina. FIG. 11A, Péptidos secuenciados de
troponina | nitrada. FIG. 11B, Mapa de cobertura de troponina | cardiaca nitrada.

La FIG. 12 muestra la estructura del péptido PAPIRRRSSNY(NO,) RAY(NO2)ATEPHA (SEQ ID NO:4) usado
para el desarrollo del anticuerpo anti-troponina | cardiaca nitrada. Se demuestra un resto de tirosina nitrado en la
estructura.

La FIG. 13 muestra un cromatograma de la purificacion del péptido PAPIRRRSSNY(NO2) RAY(NO2)ATEPHA
(SEQ ID NO:4) nitrado por HPLC.

Descripcion detallada de la invencién

Troponina | cardiaca nitrada como biomarcador para isquemia miocardica y sindrome agudo coronario

El biomarcador de la presente invencion, troponina | cardiaca nitrada, se caracterizd por inmunoprecipitacion
seguido de deteccion de troponina | cardiaca nitrada por transferencia Western.

Primero, los presentes inventores realizaron el enriquecimiento de proteinas del suero nitradas por
inmunoprecipitacion usando anticuerpo anti-nitrotirosina (Parastatidis, | et al, 2007 modificado). Entonces, las
proteinas del suero nitradas se cargaron sobre electroforesis en gel SDS-PAGE, seguido de transferencia a
membrana de PVDF. La membrana se incubd entonces con anti-troponina | cardiaca, que mostré tincién positiva
para troponina | cardiaca.

La troponina | cardiaca nitrada de la presente invencidon puede caracterizarse adicionalmente por la deteccion de
fragmentos de péptidos por espectrometria de masas ESI-TQ acoplada a cromatografia de liquidos. Estas
caracteristicas proporcionan un método de determinacion de la presencia y concentracion de esta proteina en
muestras biologicas.

La troponina cardiaca nitrada también puede caracterizarse por inmunoensayo con anticuerpo monoclonal
especifico para troponina | cardiaca nitrada. Este método también se usa para determinar las concentraciones de
muestras de troponina | cardiaca nitrada de individuos.

El biomarcador de la presente invencion puede detectarse de varias formas y en diferentes tipos de muestras
bioldgicas.

Las troponinas | cardiacas nitradas se detectaron preferencialmente en suero o plasma de individuos por técnicas de
inmunoensayo o espectrometria de masas. La troponina | cardiaca nitrada también puede detectarse en tejido de
corazoén como resultado de biopsia, mediante técnicas de transferencia Western y por microscopia confocal.

Usando técnicas de inmunoenriquecimiento e inmunodeteccion fue posible determinar que la troponina | cardiaca se
nitra después de la isquemia miocardica. Ademas, es posible detectar dicha troponina | cardiaca nitrada en el suero
de individuos después del evento isquémico. Asi, los presentes inventores tienen el descubrimiento de un nuevo
biomarcador para isquemia cardiaca.

Deteccién por espectrometria de masas

En algunas realizaciones, el biomarcador de la presente invencion puede detectarse por espectrometria de masas.

La espectrometria de masas, acoplada o no a cromatografia de liquidos, es una técnica que puede distinguir y
cuantificar proteinas monitorizando fragmentos de péptido especificos, su tiempo de retencién y la relacion entre
ellos.

Esta técnica es capaz de diferenciar entre proteinas similares con diferentes modificaciones post-traduccionales
tales como fosforilacion, glucosilacion, lipidacion, metilacion, cisteinacion, acetilacion, oxidacion, nitracion y
sulfonacion.
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El espectrometro de masas puede acoplarse a uno o varios tipos de cromatografias de liquido que pueden ayudar
en la deteccion de moléculas especificas o fragmentos de las mismas. La cromatografia de liquidos acoplada al
espectrometro de masas puede usar diversos tipos de técnicas de separacion tales como hidrofobia, afinidad,
intercambio idnico, inmunoafinidad, entre otros.

En algunas realizaciones de la invencion, se usa espectrometria de masas acoplada a cromatografia de liquidos
para cuantificar las concentraciones de troponina | cardiaca nitrada en las muestras de individuos.

En algunas realizaciones, el espectrometro de masas usado es TQ-ESI (electropulverizacion con cuadrupolo)
acoplado a una columna de cromatografia de fase inversa PFP. En algunas realizaciones, la columna acoplada al
espectrometro de masas también puede ser una columna de inmunoafinidad unida a anti-troponina | cardiaca
nitrada. En algunas realizaciones, puede haber dos columnas acopladas. En algunas realizaciones de la invencion,
también pueden usarse otros tipos de columnas cromatograficas.

El espectrémetro de masas de TQ-ESI es un dispositivo capaz de monitorizar y cuantificar con alta sensibilidad y
especificidad uno o mas péptidos especificos y fragmentos de los mismos. En el primer cuadrupolo, se selecciona la
region de masa / i6n de carga que se desea monitorizar y el segundo cuadrupolo actda de una camara de colision
donde el i6n seleccionado en el primer cuadrupolo se fragmenta en varios iones que se monitorizan y cuantifican en
el tercer cuadrupolo.

En el TQ-ESI es posible monitorizar y cuantificar simultaneamente las concentraciones de troponina | cardiaca
nitrada y troponina | cardiaca total.

En una realizacion, la cromatografia acoplada a un espectréometro de masas de fase inversa con resina PFP
proporciona la separacion del péptido derivado de la troponina | cardiaca nitrada del péptido derivado de troponina |
cardiaca no nitrada.

El grupo NO- presente en el péptido de tirosina de troponina | cardiaca nitrada tiene alta afinidad por PFP, y por
tanto este péptido tiene un tiempo de elucién de la columna mas largo cuando se compara con el péptido de
troponina | cardiaca no nitrada. En una realizacién de la invencioén, las concentraciones de troponina | cardiaca
nitrada en muestras de individuos se monitoriza cuantificando el fragmento triptico derivado de troponina | cardiaca
nitrada AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2).

En algunas realizaciones de la invencion, se monitorizan los iones mono-cargados e iones doblemente cargados de
masal/carga especifica (m/z) del péptido AY(NO2)ATEPHAK. En esta realizacién, también se monitorizan los iones
derivados de la fragmentacién del péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) en la camara de colisién. Los iones
cuantificados derivados de la fragmentacion de AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) son: carga unica de Y(NO) con
masa/carga especifica; carga unica de AY(NOz) con masa/carga especifica; carga unica de AY(NO2)A con
masa/carga especifica y carga unica de AY(NO2)ATE (SEQ ID NO:5) con masa/carga especifica.

En algunas realizaciones, la relacion de derivada de la fragmentacion de AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) también
se monitoriza. El mantenimiento de la relacion de iones derivada de la fragmentacién del péptido es una indicacion
de la especificidad de la prueba de diagnéstico. La relaciéon de iones debe ser siempre constante.

En algunas realizaciones de la invencion, con el fin de calcular la concentracion de troponina | cardiaca nitrada en
las muestras de individuos, los valores obtenidos se comparan con valores de una curva patréon de concentraciones
conocidas. Las lecturas de los valores de la curva patrén se adquieren siempre en paralelo a las muestras.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patrén consiste en las concentraciones conocidas de troponina |
cardiaca nitrada purificada.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patrén consiste en las concentraciones conocidas de troponina |
cardiaca nitrada recombinante purificada.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patron consiste en las concentraciones conocidas de péptido
AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) sintético.

En algunas realizaciones de la invencién, se usa un patrén interno para corregir el calculo de la concentracion de
troponina | cardiaca nitrada en la muestra. En algunas realizaciones de la invencion, el patrén interno es el péptido
AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) de concentracion conocida marcado con "*C y SN, insertado en cada muestra al
principio del proceso. En algunas realizaciones de la invencion, el patron interno es troponina | cardiaca nitrada de
concentracion conocida marcada con 3C y N, insertada en cada muestra al principio del proceso.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada en la muestra se
usara para el diagnoéstico de sindrome agudo coronario.
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En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada en la muestra se
usara para el prondstico de sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada en la muestra se
usara para determinar el tratamiento de pacientes con sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada en la muestra se
usara para monitorizar el tratamiento de pacientes con sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada es proporcional al
area afectada por isquemia.

En algunas realizaciones del método, la relacién de troponina | cardiaca nitrada y troponina | cardiaca se usa para el
prondstico, diagnostico y tratamiento de pacientes con sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones, las concentraciones de troponina | cardiaca nitrada y troponina | cardiaca total se
determinan simultdneamente, seguido de calcular la relacion de concentraciones. En algunas realizaciones, estas
concentraciones se determinan por espectrometria de masas acoplada a cromatografia de liquidos.

En esta realizacion, el espectrometro de masas usado es TQ-ESI (electropulverizacién con cuadrupolo) acoplado a
una columna de cromatografia de fase inversa PFP.

En algunas realizaciones, la columna acoplada al espectrometro de masas también puede ser una columna de
inmunoafinidad unida a anti-troponina | cardiaca nitrada. En algunas realizaciones, puede haber dos columnas
acopladas. En algunas realizaciones del método, también pueden usarse otros tipos de columnas cromatograficas.

En una realizacién de la invencién, se realiza la monitorizacién de las concentraciones de troponina | cardiaca
nitrada y troponina | cardiaca total presentes en las muestras de sujetos. En esta realizaciéon, se monitorizan y
cuantifican las concentraciones de fragmentos AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) derivados de troponina | cardiaca
nitrada, y el fragmento AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) derivados de troponina | cardiaca.

En algunas realizaciones de la invencion, se realiza la monitorizacion de iones mono y doblemente cargados de
masa / carga especifica obtenidos del péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) y AYATEPHAK (SEQ ID NO:3).

En algunas realizaciones de la invencion, a partir del péptido AY(NO,) ATEPHAK (SEQ ID NO:2) se hace la
monitorizacion de iones mono-cargados de m/z especifica e iones doblemente cargados de m/z especifica. En una
realizacion de la invencion en cuestion, también se monitorizan los iones derivados de la fragmentacion del péptido
en la camara de colision. Los iones derivados de la fragmentaciéon de AY(NO:)ATEPHAK (SEQ ID NO:2)
cuantificados son: carga unica de Y(NOz) con masal/carga especifica; carga unica de AY(NO;) con masa/carga
especifica; carga unica de AY(NO2)A con masa/carga especifica y carga unica de AY(NO2)ATE (SEQ ID NO:5) con
masal/carga especifica. Los iones derivados de la fragmentacién de AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) cuantificados son:
carga Unica de ATEPHAK (SEQ ID NO:3) con masa/carga especifica; carga unica de PHAK (SEQ ID NO:6) con
masa/carga especifica; carga unica de HAK con masa/carga especifica y AK carga Unica con masa/carga especifica.

En algunas realizaciones, la monitorizacion de la relacion de iones se hace a partir de iones derivados de la
fragmentacion de AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) y la fragmentacién de AYATEPHAK (SEQ ID NO:3). El
mantenimiento de la relacion de iones derivada de la fragmentacion de los péptidos es un indicativo de la
especificidad de la prueba de diagndstico. La relacion de iones debe ser constante.

En algunas realizaciones de la invencion, para calcular la concentracion de troponina | cardiaca nitrada en las
muestras de sujetos, los valores se comparan con valores de una curva patron de concentraciones conocidas. Las
lecturas de los valores de la curva patrén siempre se adquieren en paralelo a las muestras.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patrén consiste en las concentraciones conocidas de troponina |
cardiaca nitrada recombinante y troponina | cardiaca no nitrada recombinante.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patron consiste en las concentraciones conocidas de troponina |
cardiaca nitrada purificada y troponina cardiaca no nitrada purificada.

En algunas realizaciones de la invencion, una curva patron consiste en las concentraciones conocidas de péptido
AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) sintético y péptido AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) sintético.

En algunas realizaciones de la invencién, se usa un patrén interno para corregir el calculo de la concentracion de
troponina | cardiaca nitrada y troponina | cardiaca no nitrada en la muestra. En algunas realizaciones de la
invencion, el patron interno es el péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) y el péptido AYATEPHAK (SEQ ID
NO:3) de concentracion conocida marcados con 3C y SN, insertados en cada muestra al principio del proceso.
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En algunas realizaciones de la invencion, el patrén interno es troponina | cardiaca nitrada con respecto a troponina |
cardiaca no nitrada de concentraciones conocidas marcados con '3C y "N, insertados en cada uno muestra al
principio del proceso.

En algunas realizaciones de la invencion, la relacion de la concentracion troponina | cardiaca nitrada y troponina |
cardiaca no nitrada se usara para el diagndstico de sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, la relacion de la concentracion de troponina | cardiaca nitrada con
respecto a troponina cardiaca no nitrada se usara para el pronéstico de sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, la relacion de la concentracion de troponina | cardiaca nitrada con
respecto a troponina cardiaca no nitrada se usara para definir el tratamiento de pacientes con sindrome agudo
coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, la relacion de la concentracion de troponina | cardiaca nitrada con
respecto a troponina cardiaca no nitrada se usara para monitorizar el tratamiento de pacientes con sindrome agudo
coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, la relacion de la concentracion de troponina | cardiaca nitrada con
respecto a troponina cardiaca no nitrada es proporcional al area afectada por isquemia.

En algunas realizaciones de la invencion, las muestras usadas pueden ser plasma o suero.

En algunas realizaciones de la invencion, hay un primer fraccionamiento de las proteinas presentes en las muestras
por cromatografia. En algunas realizaciones de la invencién, la cromatografia usada es fase inversa. En algunas
realizaciones de la invencion, la cromatografia usada es una cromatografia de inmunoafinidad con anti-troponina |
cardiaca nitrada monoclonal unida a la columna. En algunas realizaciones de la invencion se usan dos
cromatografias secuenciales. En algunas realizaciones de la invencion también pueden usarse ofros tipos de
columnas de cromatografia.

En algunas realizaciones de la invencion, las proteinas se digieren por tripsina después del fraccionamiento por
cromatografia. En algunas realizaciones de la invencion, las proteinas se digieren antes del proceso cromatografico.

Anticuerpo anti-troponina | cardiaca nitrada

La invencion proporciona un anticuerpo especifico para troponina | cardiaca nitrada. Este anticuerpo es especifico
para troponina | cardiaca nitrada y no muestra afinidad por troponina | cardiaca no nitrada o cualquier otra forma de
modificaciones post-traduccionales de la troponina | cardiaca distinta de nitracién. El anticuerpo no reconoce otras
isoformas de troponinas ni post-traduccionalmente modificadas. El anticuerpo no reconoce otras isoformas de
troponina post-traduccionalmente modificada. El anticuerpo tampoco reconoce o detecta otras proteinas nitradas
distintas de la troponina | cardiaca. El anticuerpo no reacciona de forma cruzada con troponina esquelética.

La anti-troponina | cardiaca nitrada es un anticuerpo especifico para una regién que comprende los aminoacidos 16-
35 de la troponina | cardiaca nitrada. Este anticuerpo reconoce la region que comprende la nitracion de tirosina, la
nitracion. El anticuerpo se desarrollo a partir del péptido PAPIRRRSSNY(NO2) RAY(NO2)ATEPHA (SEQ ID NO:3).

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo reconoce troponina | cardiaca nitrada completa. En algunas
realizaciones de la invencion, el anticuerpo reconoce un péptido de troponina | cardiaca nitrada AY(NO2)ATHEPHAK
(SEQ ID NO:2).

El anticuerpo reconoce troponina | cardiaca nitrada en seres humanos, cerdos, ratas y ratones. Y debido a la
homologia de la proteina, probablemente reconoce la troponina | cardiaca nitrada en perro, gato, caballo, orangutan,
chimpancé y posiblemente otros animales.

En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo usado es anti-troponina | cardiaca policlonal producida en
cabra de HyTest. En algunas realizaciones de la invencioén, el anticuerpo usado es anti-nitrotirosina policlonal
producida en conejo de Millipore. En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo usado es anti-conejo
monoclonal producido en ratén marcado con HRP. En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo usado es
anti-cabra producido en ratén marcado con HRP.

En algunas realizaciones de la invencién, el anticuerpo usado es anti-conejo producido en ratén marcado con Alexa
488. En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo usado es anti-conejo producido en ratén marcado con
Alexa 555. En algunas realizaciones de la invencion, el anticuerpo usado es anti-cabra producido en ratébn marcado
con Alexa-488. En algunas realizaciones de la invencion el anticuerpo usado es anti-cabra producido en ratdn
marcado con Alexa-555.
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Deteccién de inmunoensayo

Las técnicas de inmunoensayo se basan en la unién antigeno-anticuerpo, asi la deteccion de la molécula diana se
hace usando anticuerpos especificos. Las técnicas de inmunoensayo se caracterizan por generar resultados
rapidos, sensibles, econémicos y cuantitativos.

Las técnicas de inmunoensayo pueden ser enzimaticas tales como ELISA y transferencia Western, fluorescentes tal
como inmunofluorescencia y citometria de flujo o isotdpicas tales como radioinmunoensayo.

En algunas realizaciones de la invencién, la troponina | cardiaca nitrada puede detectarse y cuantificarse por
inmunoensayo. Para el desarrollo de pruebas de inmunoensayo, los presentes inventores desarrollaron un
anticuerpo monoclonal producido en ratén especifico para troponina | cardiaca nitrada.

En algunas realizaciones de la invencion, el inmunoensayo usado fue ELISA de sandwich con IgG monoclonal anti-
troponina | cardiaca nitrada y anticuerpo secundario anti-lgG de ratén marcada con enzima.

En algunas realizaciones de la invencion, el inmunoensayo usado fue ELISA por competicion, usando el anticuerpo
monoclonal IgG anti-troponina | cardiaca nitrada y el anticuerpo secundario anti-IgG de ratén marcada con enzima.
En esta realizacion del método se usé el péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) como competidor. En algunas
realizaciones de la invencion, el péptido competitivo es sintético.

En algunas realizaciones de la invencion, con el fin de calcular la concentracion de troponina | cardiaca nitrada en
las muestras de sujetos, los valores se comparan con valores de una curva patron de concentraciones conocidas.
Las lecturas de los valores de la curva patrén se adquieren siempre en paralelo a las muestras.

En algunas realizaciones de la invencién, una curva patrén consiste en concentraciones crecientes conocidas de
troponina | cardiaca nitrada recombinante.

En algunas realizaciones de la invencién, una curva patrén consiste en concentraciones crecientes conocidas de
troponina | cardiaca nitrada purificada.

En algunas realizaciones de la invencién, una curva patrén consiste en concentraciones crecientes conocidas del
péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) sintético.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada se usara para el
diagndstico de sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada se usara para el
prondstico de sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada se usara para
definir el tratamiento para pacientes con sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada se usara para
monitorizar el tratamiento de pacientes con sindrome agudo coronario.

En algunas realizaciones de la invencion, el valor de concentracion de troponina | cardiaca nitrada es proporcional al
area afectada por isquemia.

La troponina | cardiaca nitrada se caracterizé por deteccion de fragmentos de péptidos por espectrometria de masas
ESI-TQ acoplada a cromatografia de liquidos. Estas caracteristicas proporcionan un método de determinacion de la
presencia y concentracion de moléculas en muestras bioldgicas.

La troponina | cardiaca nitrada también se caracterizdé por inmunoensayo con anticuerpo monoclonal especifico para
troponina | cardiaca nitrada. Este método también se usa para determinar las concentraciones de muestras nitradas
de troponina | cardiaca de individuos.

Este biomarcador se descubrié por inmunoprecipitaciéon de todas las proteinas nitradas presentes en el suero,
seguido de deteccion de troponina | cardiaca nitrada por transferencia Western.

El descubrimiento del biomarcador usé primero cerdos como modelos. Los presentes inventores realizaron isquemia
miocardica inducida por oclusion de catéter con globo durante 10 minutos seguido de reperfusion o no.

Se recogieron muestras de suero de estos animales inmediatamente antes de la oclusion, inmediatamente después
de la reperfusion y a intervalos de 30 minutos después de la aparicion de la reperfusion durante hasta 3 horas.
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Se incubaron muestras de suero con perlas unidas a proteina A (DynalBeads de Invitrogen) acopladas a anticuerpos
policlonales producidos en anti-nitrotirosina de conejo (Millipore).

Las proteinas inmunoprecipitadas se eluyeron de anticuerpos y se aplicaron en gel al 12 % de SDS-PAGE, se
transfirieron a membrana de PVDF (GE) y se incubaron con anticuerpo monoclonal de deteccién producido en ratéon
anti-troponina | cardiaca nitrada o anticuerpo policlonal producido en anti-troponina | cardiaca de cabra. Controles de
muestras de suero, es decir, antes de la induccién de isquemia, hay deteccion de troponina | cardiaca nitrada. Se
recogieron muestras de suero después de la induccién de isquemia para la deteccion de troponina | cardiaca
nitrada. Este método se describe en mas detalle en la seccién de Ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1

Identificacion de troponina | cardiaca nitrada como biomarcador para isquemia miocdardica y enfermedad aguda
coronaria

Con el fin de identificar troponina | cardiaca nitrada, se realizé un enriquecimiento de proteinas del suero nitradas
seguido de la identificacion de troponina | cardiaca por transferencia Western.

El enriquecimiento de proteinas del suero nitradas se realizd por inmunoprecipitacion segun un protocolo modificado
como se describe por Parastatidis, 2007.

Se lavaron tres veces perlas magnéticas de proteina A (DynalBeads de Invitrogen) con PBS y luego se incubaron
con anticuerpo anti-nitrotirosina (Millipore) a una relacion de 1 pg de anticuerpo por cada 5 pl de perlas magnéticas
de proteina A. El anticuerpo se diluyd en PBS en el mismo volumen final usado para las perlas magnéticas de
proteina A. Las perlas y los anticuerpos se agitaron a 4 °C durante 16 horas. Después de la incubacion, el
sobrenadante se desech6 y el complejo perla-anticuerpo se lavé con 0,1 % de PBST tres veces con agitacion
durante cinco minutos. Para realizar el enlace covalente entre el anticuerpo y la proteina A acoplada a la perla, el
complejo se incubd con 6,5 mg/ml de DMP diluido en trietanolamina 200 mM durante 30 minutos con agitacion a
temperatura ambiente.

Este proceso se repitio tres veces, intercalado con un lavado con trietanolamina 200 mM con agitacién durante cinco
minutos entre incubaciones con DMP. Después del enlace, la extincion se realizd con dos incubaciones de cinco
minutos con etanolamina 50 mM. Para eliminar los anticuerpos que no estan covalentemente unidos, el complejo
perla-anticuerpo se incub6 dos veces durante 10 minutos a pH 2,5 con glicina 1 M.

El complejo perla-anticuerpo se almacend a 4 °C en PBS con azida de sodio 2 mM.

Para la identificacion de troponina | cardiaca nitrada, se uso suero y tejido del corazén de isquemia miocardica de
modelo animal.

La proteina total se midié por el método de Bradford (BioRad). Se separaron 10 mg de proteina y se pre-incubaron
con 50 pl de perlas magnéticas acopladas a proteina A (DynalBeads de Invitrogen) con agitacion a 4 °C durante 16
horas. Entonces, el sobrenadante se extrajo y se incubd con 50 pl de perlas magnéticas de proteina A unidas
covalentemente a los anticuerpos con agitacion a 4 °C durante 16 horas. Después de la incubacion, el sobrenadante
se desechd y las perlas se lavaron tres veces con PBST al 0,1 %. Las proteinas nitradas se eluyeron con tres
lavados consecutivos de 100 ml de glicina 0,1 M a pH 2,5. El pH de la solucién que contenia la proteina se nitrd
equilibrado con 25 ul de Tris-HCI 1 M a pH 9,0. Entonces se secaron por Speed-vac. Para confirmar el
enriquecimiento de proteinas del suero nitradas, se cargd proteina inmunoprecipitada sobre 12 % de SDS-PAGE,
seguido de tincidn con plata (Sigma) (Figura 1).

Los inmunoprecipitados de proteina se cuantificaron usando un espectrofotdmetro ND-1000 nanodrop (Thermo
Scientific) a una longitud de onda de 280 nm. Se usé una curva patréon de BSA nitrada para calcular las
concentraciones de proteina.

Se realiz6 una electroforesis en gel al 15 % de SDS-PAGE usando 5 ug de inmunoprecipitados en 15 % de SDS-
PAGE nitrados. Se insertaron muestras de proteina en carriles paralelos en el gel junto con un marcador de peso
molecular (Kaleidoscope BioRad). Después de la migracion de las proteinas en el gel, las proteinas se transfirieron a
una membrana de PVDF (GE HybondP) en la semi-seca durante 50 minutos. Después de la transferencia, la
membrana continué durante 16 horas a 37 °C para el secado perfecto. Al dia siguiente, la membrana se bloqued
durante 1 hora con 5 % de leche en polvo diluida en 0,1 % de PBST. Después de 3 lavados con 0,1 % de PBST, la
membrana se incub6 durante 16 horas a 4 °C con agitacion con un anticuerpo de cabra policlonal anti-troponina |
cardiaca (comercialmente obtenido de Hytest N.° 4T21) diluido en 5 % de leche en polvo diluida en PBST al 0,1 %.
Después de lavar, la membrana se incubd durante 1 hora con anticuerpo de conejo anti-lgG de cabra conjugado con
HRP, se lavo otra vez y se reveld por el método de ECL.
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Usando técnicas de inmunoenriquecimiento e inmunodeteccion fue posible determinar que la troponina | cardiaca se
nitra después de la isquemia miocardica. Ademas, es posible detectar dicha troponina | cardiaca nitrada en el suero
de individuos después del evento isquémico. Por consiguiente, la troponina | cardiaca nitrada puede usarse como
biomarcador para isquemia cardiaca.

Ejemplo 2

Identificacién de troponina | cardiaca nitrada en modelos porcinos de isquemia controlada

Tres cerdos se sometieron a isquemia controlada en la arteria coronaria circunfleja izquierda proximal por una
oclusion durante 10 minutos usando un catéter con globo, seguido de 3 horas de reperfusion (Figura 3). Se
recogieron muestras de suero de 5 ml antes de la intervencion, inmediatamente después de la intervencion y 10, 30,
60, 90, 120 y 180 minutos después de la reperfusion con el fin de analizar las concentraciones de CK-MB, troponina
| y troponina T ultra-sensible. Estas proteinas son marcadores de necrosis de tejido, que se produce con una
oclusion de mas de 30 minutos y estarian circulando después de aproximadamente 6 horas del evento isquémico
con la apariciéon de necrosis.

Como era de esperar, no se observdé aumento de CK-MB, troponina T y troponina T ultra-sensible en el suero de los
animales, excepto un animal durante el ultimo punto de recogida que era responsable de un aumento en los valores
medios observados (Figura 4).

El enriquecimiento de la porcion nitrada de muestras bioldgicas se realizd por inmunoprecipitacion. Se unieron
covalentemente las perlas magnéticas de proteina A a anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina (relacion 1:5).
Posteriormente, el complejo se incub6 con 10 mg de suero o proteinas plasmaticas de. Se lavod el complejo y las
proteinas unidas al anticuerpo se eluyeron con acido acético 800 mM. Entonces, se cuantificé la muestra y se
aplicaron 5 pg de proteina a electroforesis en 12 % de SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a membrana y se
incubaron con una anti-troponina | cardiaca policlonal y se revelaron por ECL (Figura 5).

Los resultados demostraron que antes de la induccién de isquemia no pudo observarse la presencia de troponina |

cardiaca nitrada en el suero del animal. La proteina pudo identificarse inmediatamente después de la isquemia y
siguid en la circulacion sanguinea durante hasta 3 horas después de la induccién de isquemia.

Ejemplo 3

Identificacion de troponina | cardiaca nitrada en modelos porcinos de infarto agudo de miocardio.

Cinco cerdos se sometieron a una oclusion permanente de la arteria coronaria circunfleja usando un injerto de
poliestireno. Se recogieron muestras de suero de 5 ml antes de la intervencion, inmediatamente después de la
intervencion y 10, 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de la reperfusion con el fin de analizar las concentraciones
de CK-MB, troponina | y troponina T ultra-sensible. Estas proteinas son marcadores de necrosis de tejido, que se
produce con una oclusion de mas de 30 minutos y estarian circulando después de aproximadamente 6 horas del
evento isquémico con la aparicion de necrosis. Como era de esperar, la troponina T aumentd después de 6 horas de
la aparicion del infarto agudo de miocardio. La troponina T ultra-sensible aumenté poco después de la aparicion de
isquemia sin reperfusion.

Se unieron covalentemente perlas magnéticas de proteina A a anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina (relacion 1:5).
Posteriormente, el complejo se incub6é con 10 mg de suero o proteinas plasmaticas de. Se lavd el complejo y las
proteinas unida al anticuerpo se eluyeron con acido acético 800 mM. Entonces, se cuantificd la muestra y se
aplicaron 5 pg de proteina a electroforesis en 12 % de SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a membrana y se
incubaron con una anti-troponina | cardiaca policlonal y se revelaron por ECL (Figura 6).

Los resultados demuestran que en situaciones donde no hay reperfusion, la troponina | cardiaca nitrada se detecta
en el suero después de aproximadamente 180 minutos de la aparicion del infarto agudo de miocardio.

Ejemplo 4

Identificacion de troponina | cardiaca nitrada en pacientes después de angioplastia con terapia farmacolégica de
prétesis endovascular

Pacientes con angina estable que se sometieron a angioplastia con implantacion de proétesis endovascular
convencional, "Hospital das Clinicas - Instituto do Corag¢do" de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sao
Paulo se enrolaron en este estudio prospectivo de marcadores de isquemia. El protocolo fue enviado para
autorizacion por el Comité de ética en la investigacion del "Hospital das Clinicas" - Universidad de Sao Paulo. Fueron
aptos cinco pacientes con angina estable y una indicacion de angioplastia con implantacion de prétesis endovascular
para el estudio. Estos pacientes tenian isquemia documentada en monitorizaciéon electrocardiografica continua
durante el procedimiento angiografico: elevacion breve y transitoria del segmento ST. Se recogieron muestras de
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suero antes del procedimiento, inmediatamente después y cada 30 minutos hasta que se completaron las 3 horas de
isquemia inducida.

Se dosificaron troponina | ultra-sensible y troponina T en el suero de paciente, como era de esperar no hubo
aumento en estos marcadores (Figura 7).

Se unieron covalentemente perlas magnéticas de proteina A a anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina (Millipore) y el
complejo se incub6 con 10 mg de proteinas de suero o plasma. El complejo se lavo y las proteinas unidas se
eluyeron con acido acético 800 mM. Posteriormente, la muestra se cuantificd y se aplicaron 5 yg de muestra de
proteina a un gel de electroforesis en 12 % de SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana y se
incubaron con una anti-troponina | cardiaca policlonal y se revelaron por el método de ECL (Figura 8).

Ejemplo 5

Identificacion de troponina | cardiaca nitrada en un modelo celular de isquemia cardiaca in vitro

Se realizaron reacciones de inmunofluorescencia en cardiomiocitos después de la isquemia in vitro con el fin de
verificar la posible co-localizacion de las marcas de los anticuerpos anti-troponina | cardiaca y anti-nitrotirosina.

Se desarrollé isquemia in vitro poniendo cardiomiocitos cultivados bajo tensidon de oxigeno baja, glucosa baja y pH
acido. Se hizo una curva de tiempo a intervalos de 15, 30 y 60 minutos de isquemia, seguido de 60 minutos de
reperfusion con tensién de oxigeno normal para determinar el mejor punto para la isquemia. Se eligieron sesenta
minutos como punto experimental, cuando se obtuvo una tincién mas fuerte del anticuerpo anti-nitrotirosina.

La marca para el anticuerpo anti-troponina | cardiaca se co-localizé con la marca para el anticuerpo anti-nitrotirosina
(Figura 9). Las células que no experimentaron isquemia mostraron una marca débil de nitrotirosina en comparacion
con las células isquémicas. Los cultivos que experimentaron isquemia in vitro presentaron una co-localizacion mas
fuerte, sugiriendo que la troponina | cardiaca se nitra durante la isquemia.

Ejemplo 6

Identificacion de troponina | cardiaca nitrada en el miocardio de modelo murino de isquemia cardiaca e infarto agudo
de miocardio

Con el fin de reproducir la nitraciéon de troponina | in vitro, los presentes inventores realizaron isquemia e infarto en
ratas. Se congelaron los corazones de tres ratas en cada grupo (control, 10 minutos de isquemia e infarto). Se
prepararon portaobjetos histoldgicos nuevos y se realizé ensayo de inmunofluorescencia posterior con anticuerpos
anti-troponina | y anti-nitrotirosina. Los datos reproducen los resultados encontrados en la isquemia in vitro, que
muestran que la nitracién de troponina | cardiaca también se produce in vivo (Figura 10).

Los datos sugieren que cuanto mayor sea el tiempo de tensién de oxigeno baja en el musculo cardiaco, mayor sera
la cantidad de troponina | nitrada.

Ejemplo 7

Caracterizacién molecular de troponina | cardiaca nitrada

Con el fin de caracterizar y describir la nitracion de troponina | cardiaca, se nitr6 una troponina | cardiaca humana
purificada in vitro y se analizé por espectrometria de masas en tandem acoplada a cromatografia de liquidos.

Para el ensayo de nitracion in vitro, los presentes inventores usaron troponina | cardiaca humana (Sigma N.° T9924).
Se sintetizé peroxinitrito y posteriormente se nitraron 40 ug de troponina | cardiaca con peroxinitrito 1 mM.

La proteina nitrada se digirié con tripsina durante 16 horas a 37 °C y los péptidos se analizaron en un LC-ESI-Q-TOF
(Synapt Il - Waters). El analisis de espectrometria de masas permitié la identificacion y caracterizacion del péptido
nitrado y el sitio de nitracion (tirosina 29). El analisis cubre el 66,7 % de la proteina, que incluye el sitio de nitracion.

La secuencia de la troponina | cardiaca nitrada es (SEQ ID NO:1):
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MADGSSDAAREPRPAPAPIRRRSSNY(NO;)RAY(NOJATEPHA
KKKSKISASRKLQLKTLLLQIAKQELEREAEERRGEKGRALSTRCQPLELAG
LGFAELQDLCRQLHARVDKVDEERYDIEAKVTKNITEIADLTQKIFDLRGKFK
RPTLRRVRISADAMMQALLGARAKESLDIL.RAHLKQVKKEDTEKENREVGD
WRKNIDALSGMEGRKKKFESL

La nitracién puede producirse en una o dos tirosinas. Los mismos resultados se obtuvieron para troponina purificada
de muestras humanas.

Ejemplo 8

Analisis de troponina | cardiaca nitrada en muestras humanas por LC-ESI-TQS

Para la identificacion y cuantificacion de troponina | cardiaca nitrada en muestras de paciente se usd un
espectrometro de masas LC-ESI-TQS (Xevo TQ-S-Waters). La prueba se optimizd usando los péptidos
AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) derivado de troponina | cardiaca nitrada y AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) derivado
de troponina | cardiaca no nitrada.

Los péptidos se sintetizaron a una pureza superior al 90 %, se nitraron con 2 mM de peroxinitrito y luego se
purificaron por HPLC.

El espectrometro de masas se acoplé a una columna de cromatografia tipo PFP, que permitié una unién y elucion
diferencial de los péptidos de troponina | cardiaca nitrada y no nitrada.

La monitorizacién de iones mono y doblemente cargados especificos de m/z se realiz6 usando el péptido
AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2). También se monitorizaron los iones derivados de la fragmentacion del péptido
en la camara de colision.

Los iones cuantificados derivados de la fragmentacion de AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) son: carga Unica de
Y(NO2) con masalcarga especifica; carga unica de AY(NO2) con masal/carga especifica; carga unica de AY(NO2)A
con masa/carga especifica y carga unica de AY(NO2)ATE (SEQ ID NO:5) con masa/carga especifica.

Los iones cuantificados derivados de la fragmentacion de AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) son: carga unica de
ATEPHAK (SEQ ID NO:7) con masal/carga especifica; carga unica de PHAK (SEQ ID NO:6) con masa/carga
especifica; carga unica de HAK con masa/carga especifica y carga Unica de AK con masa/carga especifica.

Después de la normalizacion de parametros, la troponina | cardiaca nitrada pudo identificarse y cuantificarse en
suero, plasma, proteinas, proteina inmunoprecipitada y proteina de tejido. Se tomaron en alicuotas 50 yl de muestra
(suero, proteina inmunoprecipitada o tejido) con 10 pl de solucion de NH4HCO3. Se afiadieron 25 ul de 0,2 % de
RapiGest SF (Waters). La solucién se sometié a vortex y se incubé durante 15 minutos a 80 °C. Después de la
incubacion, la solucion se dejé enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 2,5 ml de DTT 100 mM. La solucién se
incubd durante 30 min a 60 °C y se afadieron 2,5 ml de yodoacetoamida 300 mM. La reaccion se incub6 durante 30
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Después de la alquilacion, se afiadieron 10 pl de 0,05 g/ul de
tripsina (Promega) diluidos en NHsHCO3 50 mM. La soluciéon se sometié a vortex y se incubd durante 16 horas a
37 °C.

Después de la digestion con tripsina para hidrolizar RapiGest, se afadieron 10 yl de 5% de TFA (Pierce) a la
solucién que se incubo durante 90 min a 37 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante
30 minutos a 6 °C.

Las muestras se analizaron en el espectrémetro usando una curva para concentraciones de troponina | cardiaca
nitrada en paralelo. Se us6 un patron interno para corregir el calculo de la concentracion de troponina | cardiaca
nitrada y no nitrada en la muestra. Los patrones internos son el péptido AY(NO2)ATEPHAK (SEQ ID NO:2) y el
péptido AYATEPHAK (SEQ ID NO:3) de concentracién conocida marcados con "*C y N e insertados en cada
muestra al principio del proceso.

Ejemplo 9

Anticuerpo anti-troponina | cardiaca nitrada
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Basandose en el analisis de la secuencia y la estructura de los péptidos de troponina | cardiaca nitrada, se eligio el
péptido PAPIRRRSSNY(NO2)RAY(NO2) ATEPHA (SEQ ID NO:4). Este péptido se eligié debido a que presenta dos
sitios de nitracién de tirosina. Este péptido también se expone en la estructura 3D de la troponina | cardiaca nitrada.
Este péptido se corresponde con la region que comprende los aminoacidos 16-35 de troponina | cardiaca nitrada.

a) Sintesis de péptidos.

Se sintetizaron 15 mg del péptido PAPIRRRSSNY(NO2)RAY(NO2)ATEPHA (SEQ ID NO:4) a > 90 % de pureza. El
péptido se nitr6 con 2 mM de peroxinitrito, seguido de purificacion por HPLC en columna C18. El péptido nitrado
purificado se uso en los ensayos de conjugacion e inmunizacion.

b) Inmunizacién y cribado por ELISA.

El péptido modificado se conjugd con una proteina transportadora, tal como KLH o BSA. Se inmunizan 10 ratones
Balb/c y se refuerzan con un protocolo de inmunizacién estandar. Se cribaron los sangrados de la cola por ELISA
con péptidos nitrados y no nitrados, y BSA nitrada.

c) Fusion y cribado.

Se realizaron dos fusiones (1-2 bazos por fusidn) en los ratones que mejor respondieron al nitro-péptido en la fase
b). Las células de hibridoma se expandieron y se cribaron por ELISA con nitro y no nitro péptidos, y BSA nitrada.
Todos los clones positivos se expandieron en placas de 24 pocillos. Los clones con los mejores valores de ELISA y
especificidad por péptido nitrado se seleccionaron para subclonacion.

d) Subclonacién, expansion y criopreservacion.

Se cribaron subclones de hibridoma por ELISA con péptido nitrado y no nitrado. Se subclonaron hasta cinco clones
parentales positivos por dilucion limitante, isotipificando los sobrenadantes positivos finales. Se expandieron y
criopreservaron dos subclones para cada clon parental.
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REIVINDICACIONES
1. Un péptido nitrado seleccionado del grupo que consiste en:

un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:1;
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2; y
un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:4.

2. Una proteina de unioén seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una proteina que se une especificamente a un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO:1;

(b) una proteina que se une especificamente a una region de (a) que comprende los aminoacidos 16-35 de la
secuencia mostrada en SEQ ID NO:1;

(c) una proteina que se une especificamente a un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO:4,

en la que la proteina de unién es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monocatenario,
un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado,

3. Un método de prueba y deteccion de la presencia de troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de la misma en
una muestra de un sujeto que comprende:

a) proporcionar una muestra de plasma o suero de un sujeto humano; y
b) probar y detectar si la troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de la misma que comprenden un resto de
tirosina nitrada esta presente en dicha muestra.

4. El método de la reivindicaciéon 3, que es un método de diagndstico o prondstico de isquemia miocardica y que
comprende ademas medir y comparar una concentracion de troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de la misma
en la muestra con una curva patron de concentraciones conocidas de troponina | cardiaca nitrada purificada o
fragmentos de troponina | cardiaca nitrada.

5. El método de la reivindicacion 3, que es un método de diagndstico o prondstico de isquemia miocardica en un
sujeto y que comprende ademas:

c) medir y determinar una relacion de troponina | cardiaca no nitrada o fragmentos de la misma con troponina |
cardiaca nitrada o fragmentos de la misma que comprende un resto de tirosina nitrada presente en dicha
muestra; y

d) comparar dichas relaciones con valores de referencia con el fin de diagnosticar o pronosticar isquemia
cardiaca.

6. El método de la reivindicacion 3, que es un método de diagndstico o prondstico de sindrome agudo coronario en
un sujeto y que comprende ademas medir y comparar una concentracion de troponina | cardiaca nitrada o
fragmentos que comprenden un resto de tirosina nitrada de la misma con valores de referencia obtenidos de
pacientes con el fin de diagnosticar o pronosticar sindrome agudo coronario.

7. El método de la reivindicacion 3, que es un método de diagndstico o prondstico de sindrome agudo coronario en
un sujeto y que comprende ademas:

c) medir y determinar una relacion de troponina | cardiaca no nitrada o fragmentos de la misma con respecto a
troponina | cardiaca nitrada o fragmentos de la misma que comprende un resto de tirosina nitrada presente en
dicha muestra; y

d) comparar dicha relacién con valores de referencia obtenidos de pacientes con el fin de diagnosticar o
pronosticar sindrome agudo coronario.

8. El método de la reivindicacion 3, que es un método de estratificacion de un nivel de riesgo de infarto de miocardio
en un sujeto con o sin sindrome agudo coronario, que comprende ademas comparar la concentracion de troponina |
cardiaca nitrada o fragmentos de la misma con valores de referencia obtenidos de pacientes con el fin de determinar
el nivel de riesgo de infarto de miocardio.

9. El método de la reivindicacion 3, que comprende ademas medir y comparar la concentracion de troponina |
cardiaca nitrada o fragmentos de la misma que comprende un resto de tirosina nitrada con valores de referencia
obtenidos de pacientes con el fin de determinar el nivel de riesgo de muerte.

10. El método de la reivindicacion 3, que es un método de estratificacion del nivel de riesgo de infarto de miocardio
en un sujeto con o sin sindrome agudo coronario, que comprende ademas comparar la concentracion de troponina |
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cardiaca nitrada o fragmentos de la misma con valores de referencia obtenidos de pacientes con el fin de determinar
el nivel de riesgo de infarto de miocardio.

11. El método de la reivindicacién 3, que es un método de determinacién de la presencia de cardiotoxicidad en un
sujeto con o sin sindrome agudo coronario, que comprende ademas comparar la concentracion de troponina |
cardiaca nitrada o fragmentos de la misma con los valores de referencia obtenidos de pacientes con el fin de
determinar el nivel de riesgo de infarto de miocardio.

12. El método de la reivindicacion 3, en el que la etapa de prueba y deteccién comprende usar una espectrometria
de masas.

13. El método de la reivindicacion 3, en el que la etapa de prueba y deteccidon comprende digerir enzimaticamente
proteinas, seguido de cromatografia de liquidos y espectrometria de masas de cuadrupolo en tandem.

14. El método de la reivindicacion 3, en el que la etapa de prueba y deteccion comprende cromatografia de liquidos
seguida de digestion y analisis de cromatografia de liquidos-espectrometria de cuadrupolo en tandem (LC-TQS).

15. El método de la reivindicaciéon 12, en el que:

se monitoriza un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2;

se monitoriza un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:3; o

se monitorizan un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:2 y un péptido que
tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:3.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que los iones derivados de la fragmentacion del péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2) son AY(NO3), Y(NO2), AY(NO2)A y AY(NO2)ATE mostrados en SEQ ID
NO:5 y en el que los iones derivados de la fragmentacion del péptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO:3 son ATEPHAK como se muestra en SEQ ID NO:7, PHAK como se muestra en SEQ ID NO:6, HAK y AK.

17. El método de la reivindicacion 3, en el que la etapa de prueba y detecciéon comprende:

realizar un inmunoensayo;

realizar un inmunoensayo que comprende un anticuerpo especifico para troponina | cardiaca nitrada y/o
troponina | cardiaca o fragmentos de la misma;

capturar uno o mas de troponina | cardiaca nitrada, troponina cardiaca nitrada, y fragmentos de las mismas;
capturar uno o mas de troponina | cardiaca nitrada, troponina cardiaca, y fragmentos de las mismas, que
comprende un resto de tirosina nitrada con perlas paramagnéticas, un anticuerpo, o una columna de
cromatografia;

capturar uno o mas de troponina | cardiaca nitrada, troponina cardiaca, y fragmentos de las mismas, que
comprende un resto de tirosina nitrada con un anticuerpo monoclonal especifico para una region que comprende
los aminoacidos 16-35 de SEQ ID NO:1 o un anticuerpo monoclonal especifico para la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:4;

comparar (x) los valores obtenidos con (y) una curva patron de concentraciones de troponina | cardiaca nitrada
purificada y/o troponina | cardiaca o fragmentos de las mismas que comprenden un resto de tirosina nitrada o (z)
un patrén interno; o

comparar (x) los valores obtenidos con (y) un patrén interno marcado con '3C y '®N y seleccionado del grupo que
consiste en troponina cardiaca nitrada, un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:6,
troponina | cardiaca, y un péptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:3.

18. El método de la reivindicacion 3, en el que el sujeto tiene o se sospecha que tiene isquemia cardiaca, isquemia
cardiaca aguda, isquemia cardiaca cronica, enfermedad crénica coronaria, sindrome agudo coronario, angina
inestable, infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST o infarto de miocardio con elevacion del segmento ST.

19. Un kit para diagnosticar isquemia cardiaca, que comprende el péptido aislado de la reivindicacion 1 y un sistema
para detectar el péptido unido a un anticuerpo para dicho péptido y/o un sustrato.
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