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DESCRIPCION
Biomarcadores

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un conjunto de nuevos biomarcadores para evaluar el riesgo o la gravedad de la
insuficiencia cardiaca (IC) en un paciente, particularmente después de que el paciente ha sufrido un infarto de
miocardio (IM). Se describen ademas kits de diagndstico para medir los niveles de los biomarcadores, no siendo los
kits parte de la invencion.

Antecedentes de la invencion

La insuficiencia cardiaca (IC) no es una enfermedad especifica, sino un conjunto de signos y sintomas, todos ellos
causados por una incapacidad del corazén para aumentar adecuadamente la capacidad cardiaca segun sea
necesario. Los pacientes tipicamente presentan dificultad para respirar, edema y fatiga. La IC se ha convertido en
una enfermedad de proporciones epidémicas, que afecta al 3 % de la poblaciéon adulta. La mortalidad de la IC es
mas grave que muchas formas de cancer con una supervivencia de cinco afios menos en el 30 %. El infarto de
miocardio (IM) es una de las principales causas de la IC. El 63 % de los pacientes desarrollan IC en los 6 afios
posteriores al IM. La remodelacion ventricular izquierda contribuye en gran medida a la IC. Debido a que la HF se
vuelve mas comun en las personas ancianas, el niumero de individuos afectados continuara aumentando con
nuestra poblacion envejecida. Una extensa investigacion en la tltima década ha traido una mejor comprension de la
fisiopatologia de la IC. Al mismo tiempo, se han identificado nuevas dianas terapéuticas, aunque solo unas pocas de
ellas son de uso terapéutico potencial. Algunas de estas dianas se han denominado "biomarcadores prondsticos" o
"biomarcadores" cuando su valor de pronéstico podria demostrarse.

Los biomarcadores pueden clasificarse en tres categorias. Los biomarcadores que pueden ayudar en el cuidado de
individuos aparentemente sanos se denominan “biomarcadores de deteccién”. Los biomarcadores que se observan
en pacientes con sospecha de enfermedad se denominan "biomarcadores de diagnostico” y los biomarcadores que
se observan en pacientes con enfermedad manifiesta se denominan "biomarcadores prondsticos”. Aunque en la
practica clinica se utilizan biomarcadores diagnésticos como la troponina | y la troponina T para el IM y el péptido
natriurético cerebral (BNP) para la insuficiencia cardiaca, el uso potencial de estos biomarcadores como
biomarcadores de pronodsticos para adaptar o modificar el tratamiento del paciente individualmente ("medicina
personalizada" ) no ha sido probado.

Debe tenerse en cuenta que cuanto mas temprano se pueda identificar un paciente propenso a desarrollar IC
después de IM, mas eficientemente se puede ajustar el tratamiento. Sin embargo, una limitacién mayor del uso de
biomarcadores individuales es que no todos los pacientes pueden presentar tales factores de riesgo de forma
independiente. Por lo tanto, se ha hecho evidente que la identificacion temprana de los pacientes propensos a
desarrollar IC después de IM se beneficiaria considerablemente de la multiplicacion e integracion de biomarcadores.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), una sub-familia de factores de crecimiento, es un término amplio
que cubre un numero de proteinas de un numero de familias. Estos factores de crecimiento se han estudiado
principalmente por sus propiedades angiogénicas. Se han identificado hasta la fecha diversos factores de
crecimiento, el mejor conocido de los cuales es el VEGFA. EI VEGFA normalmente se denomina simplemente
“VEGF” Ferrara y col. "The biology of VEGF and its receptors" Nat Med. 2003 jun; 9(6):669-676). Uno de los
biomarcadores propuestos de la presente invencion, VEGFB, es parte de la familia de factores de crecimiento
endotelial vascular pero es distinto del VEGFA.

Objetos de la invencion

Los objetos de la presente invencién son:

1. Proporcionar una herramienta prondstica

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una herramienta para el prondstico temprano de la aparicion de
IC con el fin de mejorar la tasa supervivencia y disminuir el desarrollo de la IC.

Es otro objeto de la presente invencion utilizar esta herramienta pronéstica para identificar pacientes en riesgo de
desarrollar insuficiencia cardiaca.

Es otro objeto que no es parte la presente invencion utilizar esta herramienta prondstica para ajustar los tratamientos
para prevenir de mejor manera el desarrollo de la remodelacion ventricular y la IC después de IM.

2. Proporcionar un nuevo kit de diagnéstico

Es un objeto, que no es parte la invencion, proporcionar un kit de diagnéstico capaz de medir las concentraciones de
marcadores en fluidos bioldgicos con el fin de ayudar en el pronéstico temprano de la aparicion de IC para mejorar la
supervivencia y disminuir el desarrollo de IC.
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Es otro objeto, que no es parte la invencion, proporcionar un nuevo kit de diagnostico para identificar pacientes en
riesgo de desarrollar remodelado ventricular y HF.

Es otro objeto, que no es parte la invencion, proporcionar un nuevo kit de diagnostico para ajustar los tratamientos
para mejor prevenir el desarrollo de la remodelacion ventricular y la IC después del IM. Ademas, es también un
objeto de la presente invencién proporcionar biomarcadores que puedan usarse en el proceso de diagnoéstico de
pacientes, post-IM, para la susceptibilidad de un paciente a desarrollar HF o Remodelacién Ventricular.

Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que el ARNm y los niveles plasmaticos de las
siguientes proteinas VEGFB, THBS1 y PGF varian después de IM y son excelentes indicadores de la probabilidad
de que el paciente continde a desarrollar IC y/o Ventricular Remodelacion.

Por lo tanto, estos biomarcadores pueden utilizarse para detectar pacientes con IM y, en particular, proporcionar una
herramienta de prondstico temprano para identificar a aquellos pacientes que, habiendo sufrido de IM, corren un
mayor riesgo de desarrollar después un IC y/o la Remodelacion Ventricular. También se proporcionan kits de
diagndstico para medir los niveles de estos tres biomarcadores y son Utiles en el contexto del IM para predecir la
ocurrencia de IC y/o Remodelacion Ventricular.

Sumario de la invencién

Se desvela en el presente documento un procedimiento para identificar los pacientes con infarto de miocardio que
tienen un mayor riesgo de desarrollar una afeccioén cardiaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para medir los niveles del factor de
crecimiento endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario
(PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF
de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clinico conocido; y

- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar una afeccion cardiaca, sobre la base de dicha
comparacion.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para identificar pacientes
con infarto de miocardio que tienen un mayor riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para medir los niveles del factor de
crecimiento endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina-1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario
(PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF
con un control; y

- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar una afeccion cardiaca, sobre la base de dicha
comparacion.

En algunas realizaciones, al menos uno de los siguientes indica una mayor probabilidad de que dicho paciente sufra
de dicha afeccion cardiaca:

- niveles mas bajos de VEGFB en la muestra del paciente analizado en comparacion con el nivel de control de
VEGFB;

- niveles mas altos de THBS1 en la muestra del paciente analizado en comparaciéon con el nivel de control de
THBS1; Y/o

- niveles mas altos de PGF en la muestra de paciente analizado en comparacién con el nivel de control de PGF.

Como se desvela en el presente documento, la afeccion cardiaca puede ser infarto de miocardio, sindrome
coronario agudo, cardiomiopatia isquémica o cardiomiopatia no isquémica. Mas preferentemente, el paciente puede
seguir desarrollando o sufrir de insuficiencia cardiaca. Preferentemente, el paciente puede desarrollar remodelacion
ventricular. Se notara que muchos pacientes con infarto de miocardio experimentan remodelacion ventricular y
posteriormente, o al mismo tiempo, desarrollan la condicién conocida como insuficiencia cardiaca. Por lo tanto,
existe una clara correlacion entre la remodelacion ventricular y la insuficiencia cardiaca y, preferentemente, los
pacientes con infarto de miocardio sometidos a remodelado ventricular también desarrollara insuficiencia cardiaca.

Como se desvela en el presente documento la muestra de fluido corporal tomada del paciente puede ser una
muestra de sangre, una muestra de plasma, o una muestra de suero. Preferentemente, los niveles de VEGFB,
THBS1 y PGF ensayados son niveles de ARNm. Estos pueden determinarse mediante el analisis de ARNm en
glébulos rojos y/o blancos. Preferentemente, las células sanguineas son leucocitos, neutrdfilos, basdfilos,
eosindfilos, linfocitos, monocitos, plaquetas o eritrocitos.

Preferentemente, el VEGFB, THBS1 y PGF pueden medirse a nivel de ARNm a partir de células sanguineas
mediante cualquier técnica capaz de cuantificar ARNm, lo mas recomendado es PCR cuantitativa, preferentemente
micromatrices. También se prefiere que el VEGFB, THBS1 y PGF se puedan medir al nivel de las proteinas en el
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plasma mediante cualquier técnica capaz de cuantificar proteinas, preferentemente ELISA. Los resultados del
ensayo de ARNm pueden usarse en combinacion con los resultados de los ensayos de proteinas plasmaticas para
una evaluaciéon mas precisa.

En algunos casos, que no son parte de la invencion, solo se ensaya el nivel de PGF, que puede ser preferentemente
cualquiera de las secuencias dadas para PGF en SEQ ID NO 7-9, o fragmentos de las mismas. En otros casos, que
no son parte de la invencion, solo se ensaya el nivel de THBS1, que puede ser preferentemente una cualquiera de
las secuencias de THBS1 proporcionadas en SEQ ID NO 4-6, o fragmentos de las mismas. En otros casos, que no
son parte de la invencion, se ensayan tanto los niveles de THBS1 como de PGF.

En casos todavia adicionales, se ensaya el nivel de VEGFB, que puede ser preferentemente cualquiera de las
secuencias de VEGFB proporcionadas en SEQ ID NO 1-3, o fragmentos de las mismas. Esto es en combinacion con
THBS1 y PGF. Se prefiere que el VEGFB pueda ser la variante de empalme VEGFB 186, la variante de empalme
VEGFB 167 o ambas. Como se desvela en el presente documento, el nivel de ARNm puede ensayarse el dia del
infarto de miocardio. Los niveles de proteina plasmatica para el analisis pueden obtenerse del paciente el dia 1,
siendo el dia siguiente al infarto de miocardio. También puede ensayarse una muestra posterior, obtenida del
paciente mas tarde en el dia1oeneldia203 04 050607 o0 en cualquier momento hasta 1 mes después del
infarto.

Como se desvela en el presente documento, la muestra posterior se obtiene del paciente el dia 1 y el valor
ensayado del dia a partir del dia 1 se compara con la muestra de referencia. Sin embargo, en otros casos, la
muestra posterior se obtiene del paciente el dia 1 y su valor del dia 1 se compara con los niveles ensayados en la
muestra del dia del infarto. Esto es lo mas preferible con respecto a VEGFB. En otras palabras, el control, la primera
muestra post-IM y las muestras siguientes pueden ensayarse para los niveles de VEGFB y estos niveles se
comparan. Un aumento en los niveles de VEGFB desde la muestra de referencia hasta el dia 1 o 2 es
particularmente Util en la identificacion del paciente como de menor riesgo de desarrollar dicha afeccion. De manera
similar, una disminucién en los niveles de VEGFB desde la muestra control hasta el dia 1 o 2 es particularmente util
en la identificacion del paciente con un riesgo mayor de desarrollar dicha afeccion.

Sin embargo, también se prefiere que se comparen los niveles de VEGFB de la primera muestra post-IM al dia 0 0 1
con la muestra posterior (post IM) al dia 1 o 2, el aumento en VEGFB desde el dia 0 o 1 al dia 1 0 2 es altamente
indicativo de un paciente con menor riesgo de desarrollar las presentes afecciones. Los cambios en VEGFB
medidos entre el dia 0 y el dia 2 o el dia 1 y el dia 3 se prefieren particularmente.

De hecho, los presentes inventores descubrieron que los niveles en plasma de VEGFB fueron similares entre grupos
EF altos y bajos el dia 0 y el dia 1 después de IM. El dia 2 sin embargo, los niveles de VEGFB aumentaron en
pacientes de EF alto (2 veces en comparacion con el dia 0) mientras que cayeron en pacientes de EF bajo (2,5
veces en comparacion con el dia 0) (Figura 9). Estos datos estan en concordancia con la regulacion positiva del
ARNm de VEGFB en pacientes con EF alto (Figura 8). Estos resultados sugieren que los pacientes capaces de
aumentar su produccion de VEGFB después de IM son mas propensos a tener un resultado favorable.

Una disminucion en VEGFB desde el dia 0 o 1 hasta el dia 1 o 2 y particularmente del dia 0 al dia 2, es altamente
indicativa de un paciente con un elevado riesgo de desarrollar las presentes afecciones.

La presente invencion mide los cambios en los niveles de expresién o prevalencia de ciertos biomarcadores, en
lugar de solo la presencia o ausencia de los mismos, como es a veces en el caso de la técnica. Para medir un
cambio en dichos niveles, necesita establecerse un punto de referencia. Este puede ser preferentemente los niveles
en una muestra adicional, en particular una muestra temprana, preferentemente tomada el dia del infarto (dia cero) o
el primer o el segundo dia después del infarto. Preferentemente, la muestra control es el nivel basal de VEGFB,
THBS1 o PGF el dia del infarto, respectivamente.

Alternativamente, el control puede ser un valor de referencia obtenible de una poblacién de pacientes infartados con
un intervalo conocido de resultados clinicos. Puede construirse una base de datos de pacientes infartados y una vez
calibrada para edad, sexo, etc., puede cerciorarse un valor promedio (modo, media o mediana como se considere
apropiado) o un intervalo de valores para pacientes que tienen ciertos criterios (por ejemplo sexo, peso y edad),
medidos en un momento particular después del infarto y con resultados clinicos conocidos (es decir insuficiencia
cardiaca o no). Los datos del paciente ensayado pueden compararse entonces contra su valor de referencia o
intervalo para determinar la probabilidad de que el paciente ensayado tenga uno u otro de los resultados clinicos.
Por ejemplo, si se establece que los niveles de VEGFB menores de alrededor de “X” microorganismos/ml en plasma
de pacientes masculinos infartados con edad de 55-60 medidos el dia 1 después del infarto da un 50 % de
probabilidad de insuficiencia cardiaca, entonces puede tomarse una muestra ensayada de un hombre
correspondiente el dia 1 y compararse con su valor para determinar si el 50 % de probabilidad se aplica a este
paciente.

La etapa de determinacion puede ser por medio de un analisis estadistico adecuado, por ejemplo técnicas de
comparacion de "vecino mas cercano", tales como los programas Kstar y SVM. Un ejemplo particularmente preferido
es el uso de una plataforma de extraccion de datos, tal como Weka. Esto puede ser seguido por agrupamiento
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jerarquico, preferentemente implementado utilizando el procedimiento de grupo de pares no ponderado con
promedios aritméticos y coeficientes de correlacion. La visualizacion en clusteres puede realizarse con GEPAS.
Opcionalmente, las pruebas de significacion estadistica, los valores de correlacion de Pearson y las graficas se
pueden generar con el paquete Statistica (v. 6.0).

El procedimiento puede comprender ademas la recogida de datos sobre uno o mas pacientes IM, preferentemente
para incluir el analisis de los niveles o valores de al menos uno de, y preferentemente cada uno de, los tres ARNm
y/o proteinas plasmaticas (VEGFB, THBS1 y/o PGF) y el resultado clinico asociado para ese paciente. Esto se
utiliza para crear datos caracteristicos/valores para VEGFB, THBS1 y/o PGF asociados con un resultado clinico
particular.

En lo sucesivo, una base de datos puede crearse con los datos de cada individuo. Estos valores conocidos podrian
ser referidos como muestras de referencia (o “vistas”).

Una muestra de "consulta" o "no vista", es decir, de un nuevo paciente recién infartado, se introduce y se comparado
con los datos de referencia en la base de datos. Los datos de consulta se recogen de un paciente que acaba de
tener un IM y para los que se desea establecer la probabilidad de desarrollar insuficiencia cardiaca. En otras
palabras, el resultado clinico para este paciente es desconocido y el operador esta pidiendo al programa predecir el
resultado de este paciente (aumento o reduccién de riesgo de IC después del infarto de miocardio).

El programa compara la muestra no vista/consulta con el conjunto de datos de referencia y hace su prediccién sobre
el resultado clinico del paciente.

Cuando se hace referencia al ARNm anterior, se apreciara que lo mismo es valido para los niveles de proteina
plasmatica.

Se prefiere un clasificador para determinar el pronéstico. El clasificador puede incluir programas como PAM, Kstar y
SVM que son bien conocidos por hacer la prediccion de diferentes maneras. Sin embargo, siempre existe una
comparacion de los datos de ARNm (o proteina) en la muestra “no vista” con uno o mas de los puntos de datos
"vistos", por ejemplo cuando se busca el "vecino mas cercano". Kstar y SVM, por ejemplo, usan algoritmos
diferentes, pero basicamente trabajan de manera similar comparando los datos o valores de la consulta con el
conjunto de valores de referencia mas cercano.

Por lo tanto, se prefiere que el clasificador busque en la base de datos y compare el conjunto de datos de la muestra
de consulta/no vista con los conjuntos de datos conocidos/vistos. Habiendo encontrado el emparejamiento mas
cercano, (por ejemplo en un sentido 3D cuando se analizan los tres ARNm o niveles de proteina plasmatica) en la
base de datos, el programa basa su prediccion en el resultado clinico del paciente de la consulta sobre la base del
resultado clinico del emparejamiento mas cercano.

También se proporciona un procedimiento que comprende:

- analizar una muestra de fluido corporal de un paciente post-IM para los niveles de ARNm o proteina plasmatica
de VEGFB, THBS1 y/o PGF para determinar los datos caracteristicos del paciente, asociando estos datos
caracteristicos con un resultado clinico particular relacionado con la incidencia de insuficiencia cardiaca en dicho
paciente, e introducir estos datos de entidad en una base de datos;

- repetir el analisis para una pluralidad de pacientes post-IM, para rellenar la base de datos para contener
informacion de referencia sobre la relacion entre HF y niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF;

- determinar los datos caracteristicos de un paciente post-IM con prondstico desconocido; y

- procesar los datos caracteristicos para los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente para compararlos
con los datos caracteristicos en la base de datos; y

- emitir un prondstico aceptable para el paciente desconocido en funcion del resultado de la comparacion.

Estas etapas también pueden incluirse en el procedimiento de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

El prondstico de probabilidad puede ser un aumento o disminucion del riesgo de IC, lo que puede afectar el
tratamiento clinico proscrito para el paciente. Los términos prondstico y diagndstico se pueden usar indistintamente,
a menos que se evidencie otra cosa.

También se proporciona una base de datos que comprende datos caracteristicos de pacientes con IM, incluyendo
los datos el resultado clinico del paciente coincidiendo con al menos uno de, y preferentemente los tres, niveles de
VEGFB, THBS1 y PGF analizados después del IM, como se describe en el presente documento. La invencion
también proporciona un dispositivo de comparacion tal como un ordenador para acceder a la base de datos y/o
procesar la consulta. La invencién también proporciona un sistema que comprende una base de datos y al menos un
ordenador para acceder y/o operar la base de datos. Un o el ordenador también puede usarse para procesar o
administrar la consulta de la base de datos con los datos caracteristicos del paciente a ensayar. La base de datos
puede almacenarse centralmente, por ejemplo en un servidor, o puede mantenerse en el equipo de laboratorio o de
campo usado para ensayar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF, o en un ordenador asociado a dicho equipo, como
se analiza a continuacién. El ordenador también puede estar situado centralmente con el servidor o de forma
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remota, por ejemplo en un laboratorio intermedio, o situado en el equipo de campo.

Un kit, que puede incluir equipo de laboratorio o de campo para ensayar la muestra del paciente también se desvela
en el presente documento. El equipo puede comprender la base de datos o puede simplemente comprender una
visualizacién o lectura de los resultados del analisis. El equipo puede comprender la capacidad de contactar la base
de datos de forma remota, por ejemplo a través de una red de Internet o de Internet, ya sea por cable o por
transmision inalambrica.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para obtener los datos caracteristicos del paciente,
mediante el analisis de los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF y preferentemente asociando los datos del nivel con un
paciente, por ejemplo utilizando un identificador de paciente, tal como un caédigo.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para recibir datos caracteristicos para los niveles
de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente para compararlo con los datos en la base de datos. Los datos pueden
procesarse por el receptor o transmitirse a un procesador.

Por lo tanto, se desvela en el presente documento un procedimiento para procesar datos caracteristicos para los
niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente y compararlos con los datos de entidad en la base de datos. El
prondstico probable para el paciente desconocido puede ser emitido por el procesador en funcién del resultado de la
comparacion y puede, opcionalmente, ser transmitido a un ordenador separado y/o al equipo o equipo discutido
anteriormente, a través de una red, Internet y transmision por cable o inalambrica.

La base de datos también puede almacenarse en un medio portador, tal como un disco o dispositivo de memoria.
Por lo tanto, la invencién también proporciona un medio portador que comprende una base de datos dispuesta para
que un computador determine la probabilidad de que un paciente desarrolle HF post-IM cuando se le consulte con
datos caracteristicos de los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF de un paciente.

Los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF pueden considerarse valores o relaciones y no necesariamente tienen que ser
volumenes o masa por unidad de volumen y asi sucesivamente.

Preferentemente, la muestra de referencia es de un paciente en un grupo demografico, genotipico o fenotipico
similar al paciente. Se puede considerar que la muestra de referencia esta en el mismo grupo demografico que el
paciente infartado si se cumplen cualquiera de los siguientes criterios: sexo, edad, raza u origen étnico e historial
médico. Las muestras de control genotipicas o fenotipicas adecuadas pueden seleccionarse sobre la base de
cualquier numero de criterios de seleccion adecuados, tales como la determinacién del genotipo de un paciente en
uno o mas loci, en particular aquellos conocidos por estar asociados con pacientes infartados, insuficiencia cardiaca
y/o remodelacion ventricular .

Determinar el genotipo puede comprender la deteccion de la presencia de un cambio de aminoacido en la secuencia
del dominio de la hemopexina de MMP-9 (Metaloproteinasa 9 de matriz), la presencia de un cambio de aminoacido
en dicho dominio indica la susceptibilidad a dicha afeccién cardiaca, infarto post-IM. Preferentemente, la secuencia
que se detecta comprende o codifica un residuo de aminoacido Glutamina (GIn) o Arginina (Arg) en una posicion
correspondiente a la posicion 148 del dominio de hemopexina de MMP-9. Preferentemente, la secuencia detectada
es SEQ ID NO. 13, que es la secuencia de aminoacidos del dominio de hemopexina de MMP-9 del grupo de riesgo
(susceptible) (que muestra Arg en la posicion de aminoacido 148), o una secuencia polinucleotidica que la codifica.
El polimorfismo de nucleétidos unico (SNP), presente en la secuencia codificante del gen MMP-9, se encuentra en
diferentes frecuencias en pacientes con prondsticos buenos o malos para la insuficiencia cardiaca después del
infarto de miocardio y puede conducir a un tnico cambio de aminoacido en la hemopexina de la proteina MMP-9
transcrita y activa, dando como resultado un cambio electrostatico en el sitio en MMP-9 que se une al inhibidor de
tejido de la metaloproteinasa-1 (TIMP-1). Esto es significativo ya que TIMP-1 es el principal inhibidor de la actividad
de MMP-9. Por lo tanto, puede ser util determinar si el presente paciente tiene el SNP anterior y, si lo hace,
comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF (en las muestras ensayadas de la presente invencion) con los
niveles en muestras de pacientes también conocidos por tener el SNP anterior, o viceversa.

Preferentemente, la determinacién de un riesgo disminuido de una afeccion cardiaca es relativa a aquellos pacientes
de referencia infartados que tienen niveles relativamente altos de ARNm de VEGFB (> -1,4), niveles relativamente
bajos de THBS1 (<0) y niveles relativamente bajos PGF (< -0,1), respectivamente. Estos valores se expresan como
relacion logaritmica (ARN del paciente / ARN de referencia). Lo contrario es valido para un mayor riesgo de
desarrollar una afeccioén cardiaca.

Los valores anteriores derivan de la Tabla 4, aunque se prefiere que éstos puedan variar al menos 1 0 2 %, mas
preferentemente al menos 5 %, mas preferentemente al menos 7 %, mas preferentemente al menos 10 %, mas
preferentemente al menos 15 %, mas preferentemente al menos 20 %, mas preferentemente al menos 25 %, mas
preferentemente al menos 30 %, mas preferentemente al menos 40 %, e incluso hasta 50 %.

Dado que el unico biomarcador establecido de HF (insuficiencia cardiaca) es pro-BNP (péptido natriurético cerebral),
el desempefio prondstico del conjunto de 3 biomarcadores revelado en el presente documento se comparé con el
desemperio prondstico de NT-pro-BNP. El desempefio pronéstico del nivel plasmatico de NT-pro-BNP, medido 1 dia
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después del IM, fue moderado (AUC = 0,63, Tabla 5). Por lo tanto, el conjunto de 3 biomarcadores descritos en el
presente documento claramente superé el valor prondstico de NT-pro-BNP. No obstante, se prefiere que el BNP
también se pueda analizar en el presente procedimiento, ya sea para aumentar la precision o confirmar un
prondstico determinado. Este nivel ensayado de BNP puede ser comparado con un nivel basal de BNP o un nivel de
referencia como se discute en el presente documento.

Las secuencias de nucledtidos y proteinas para pro-BNP se proporcionan en las SEQ ID NO 10-11.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para establecer un prondstico para un paciente con
infarto de miocardio, comprendiendo el procedimiento:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmaticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento
placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y PGF a
partir de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clinico conocido; y

- determinar el prondstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparacion.

Los niveles de Trombospondina-1 (THBS1) y/o Factor de Crecimiento Placentario (PGF) son preferentemente
niveles en plasma bajos.

También se proporciona un procedimiento para establecer un prondstico para un paciente con infarto de miocardio,
comprendiendo el procedimiento:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmaticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento
placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y

- determinar el pronéstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparacion.

Esto puede conseguirse comparando los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con el nivel correspondiente de
VEGFB, THBS1 y/o PGF en una muestra de referencia;

en el que al menos uno de los siguientes indica una mayor probabilidad de un pronéstico desfavorable para dicho
paciente:

- niveles mas bajos de VEGFB en la muestra del paciente ensayado en comparacion con el nivel de control de
VEGFB;

- niveles mas altos de THBS1 en la muestra del paciente ensayado en comparacion con el nivel de control de
THBS1;y

- niveles mas altos de PGF en la muestra de paciente ensayada en comparacién con el nivel de control de PGF.

También se proporciona un procedimiento para establecer un prondstico para un paciente con infarto de miocardio,
comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmaticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento
placentario (PGF); y

- consultar un programa estadistico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de
VEGFB, THBS1 y PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian con una mayor probabilidad de desarrollar
dicha afeccion cardiaca; y
- el clasificador determinara si el paciente tiene una mayor probabilidad de desarrollar dicha afeccién cardiaca.

Los niveles de Trombospondina-1 (THBS1) y/o Factor de Crecimiento Placentario (PGF) son preferentemente
niveles en plasma bajos.

El prondstico desfavorable es preferentemente que el paciente tenga una probabilidad aumentada de sufrir dicha
afeccion cardiaca.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para determinar la probabilidad de que un paciente
con infarto de miocardio desarrolle una afeccién cardiaca, que comprende las etapas anteriores.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para identificar pacientes con infarto de miocardio
que tienen un riesgo reducido de desarrollar una afeccion cardiaca, que comprende:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
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endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF a
partir de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clinico conocido; y

- determinar si el paciente tiene un riesgo reducido sobre la base de dicha comparacion.

De acuerdo con un aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para identificar pacientes con
infarto de miocardio que tienen un riesgo reducido de desarrollar insuficiencia cardiaca, que comprende:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF a
partir de un control; y

- determinar si el paciente indicé un mayor riesgo sobre la base de dicha comparacion.

Este procedimiento puede modificarse para incluir la comparacioén de los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con el
nivel correspondiente de VEGFB, THBS1 y PGF en una referencia; en el que al menos uno de los siguientes indica
una menor probabilidad de que dicho paciente sufra de dicha afeccién cardiaca:

- niveles mas altos de VEGFB en la muestra del paciente analizada en comparacién con el nivel de control de
VEGFB;

- niveles mas bajos de THBS1 en la muestra de paciente analizada en comparacion con el nivel de control de
THBS1; y/o

- niveles mas bajos de PGF en la muestra del paciente analizada en comparacién con el nivel de control de PGF.

Este procedimiento puede mejorarse para incluir:

- consultar un programa estadistico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de
VEGFB, THBS1 y/o PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar
dicha afeccion cardiaca; y
- el clasificador determinara si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar dicha afeccién cardiaca.

Se desvela en el presente documento un procedimiento de seleccién de pacientes con infarto de miocardio para
evaluar el riesgo que cada paciente pueda tener de desarrollar una afecciéon cardiaca. Esto puede ser un riesgo
mayor 0 menor.

Los procedimientos de la invenciéon y como se desvelan en el presente documento correlacionan la medicion tres
biomarcadores, con un mejor resultado clinico después de IM. Mas preferentemente, el primer biomarcador es
VEGFB vy si su nivel es alto en el dia 1 post-IM, entonces este paciente tiene un resultado clinico mas favorable
después de IM. Mas preferentemente, el segundo biomarcador es THBS1 y si su nivel es bajo en el dia 1 post-IM,
entonces este paciente tiene un resultado clinico mas favorable después de IM. Mas preferentemente, el tercer
biomarcador es PGF vy si su nivel es bajo en el dia 1 post-IM, entonces este paciente tiene un resultado clinico mas
favorable después de IM.

Se apreciara que los presentes procedimientos son Utiles para establecer un prondstico en pacientes con IM,
correlacionando una evaluacion combinada de muiltiples biomarcadores, los cuales, dependiendo de sus niveles,
pueden indicar un mejor resultado clinico después de IM.

La invencion también puede usarse en el establecimiento de una medicina personalizada, por ejemplo en un
procedimiento para proporcionar o mejorar la estrategia terapéutica de un paciente después de IM, sobre la base de
la identificacion de aquellos pacientes en riesgo de desarrollar una afeccion cardiaca. Esto puede ser a través del
analisis de los niveles de ARNm de células sanguineas o niveles de proteina plasmatica de VEGFB, THBS1 y/o
PGF.

Los kits de diagndstico para uso en la presente invencion son facilmente disponibles para THBS1 y PGF, tales como
los disponibles de R&D Systems. Inc. Sin embargo, para VEGFB, fue necesario construir nuestro propio kit de
diagndstico, como se discute a continuacion. De hecho, el unico kit comercialmente disponible de VEGFB (de
USCNLIFE, VEGFB E0144h) no era lo suficientemente sensible para detectar niveles bajos de VEGFB en plasma.
Usando quimioluminiscencia mejorada como el procedimiento de deteccién y una etapa de amplificacion con biotina-
estreptavidina, el limite de deteccion de nuestro kit fue de 10 pg/ml mientras que el USCNLIFE kit, que utiliza una
deteccion colorimétrica clasica, se encontr6 en alrededor de 100 pg/ml. Por lo tanto, la invencion también
proporciona un procedimiento para analizar niveles de VEGFB en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con al menos un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte para formar
un complejo reactivo de captura inmovilizado-muestra;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 640 900 T3

(b) separar la muestra del al menos un reactivo de captura inmovilizado;

(c) poner en contacto el complejo de reactivo de captura inmovilizado con un anticuerpo secundario especifico
para VEGFB y, opcionalmente, poner en contacto el anticuerpo secundario con un anticuerpo terciario especifico
para el anticuerpo secundario;

(d) poner en contacto el anticuerpo secundario o terciario con una molécula de unién, tal como estreptavidina,
conjugada con medios de deteccion; y

(e) medir el nivel del anticuerpo secundario o terciario unido a los reactivos de captura usando los medios de
deteccion.

El reactivo de captura puede ser un anticuerpo, mas preferentemente uno que reconoce el mismo epitopo como clon
58013 monoclonal de ratén de anticuerpo contra VEGFB humano, estando dicho anticuerpo monoclonal unido
preferentemente especificamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186.

El anticuerpo secundario puede ser un anticuerpo que reconoce el mismo epitopo que el anticuerpo de cabra
policlonal que se une especificamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo terciario puede ser un anticuerpo
conjugado con biotina especifico para el anticuerpo secundario, por ejemplo un Ac de burro Anti-cabra.
Preferentemente, los medios de deteccion comprenden una actividad de fosfatasa alcalina.

Se desvela en el presente documento un procedimiento para analizar niveles de VEGFB en una muestra, que
comprende:

(a) poner en contacto y, opcionalmente, incubar la muestra con un reactivo de captura inmovilizado en un soporte
sélido, en el que el reactivo de captura es un anticuerpo que reconoce el mismo epitopo que el anticuerpo
monoclonal de ratén 58013 contra VEGFB humano, uniendo dicho anticuerpo monoclonal especificamente a
VEGFB 167 y VEGFB 186 para formar un complejo reactivo de captura inmovilizado-VEGFB;

(b) separar la muestra de los reactivos de captura inmovilizados;

(c) poner en contacto el complejo de reactivo de captura inmovilizado-VEGFB con un anticuerpo secundario, en
el que el anticuerpo secundario es un anticuerpo que reconoce el mismo epitopo como anticuerpo policlonal de
cabra que se une especificamente a VEGFB 167 y VEGFB 186;

(d) poner en contacto el anticuerpo secundario con un anticuerpo terciario, en el que el anticuerpo terciario es un
anticuerpo de burro anti-cabra conjugado con biotina especifico para el anticuerpo secundario;

(e) poner en contacto el anticuerpo terciario con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina;

(f) medir el nivel de VEGFB 186 o VEGFB 167 unido a los reactivos de captura usando un medio de deteccion
para el anticuerpo detectable.

Ademas, los presentes inventores desvelan un kit ELISA para medir los niveles de VEGFB 186 y VEGFB 167 en
fluidos biolégicos y su uso como una herramienta de diagndstico para identificar a los pacientes en riesgo de
desarrollar IC después de IM.

El kit comprende preferentemente;

(a
(b

al menos un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte;

un anticuerpo secundario especifico para VEGFB 186 y/o VEGFB;

(c) opcionalmente, un anticuerpo terciario especifico para el anticuerpo secundario;

(d) una molécula de unién, tal como estreptavidina, conjugada con medios de deteccion; y

(e) medios para medir el nivel del anticuerpo secundario o terciario unido a los reactivos de captura usando los
medios de deteccion.

—_ — — —

Como anteriormente, el reactivo de captura es un anticuerpo, mas preferentemente uno que reconoce el mismo
epitopo que el anticuerpo clon monoclonal de ratén 58013 frente a VEGFB humano, estando dicho anticuerpo
monoclonal unido preferentemente especificamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo secundario puede
ser un anticuerpo que reconoce el mismo epitopo que anticuerpo policlonal de cabra que se une especificamente a
VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo terciario puede ser un anticuerpo conjugado con biotina especifico para
el anticuerpo secundario, por ejemplo, un Ac de burro anti-cabra. Preferentemente, los medios de deteccion
comprenden una actividad de fosfatasa alcalina.

Dicha muestra biologica puede, preferentemente, aislarse de un sujeto humano y puede ser plasma o suero.
También se prefiere que los reactivos de captura inmovilizados se recubran sobre una placa de microtitulacién.
Preferentemente, la deteccidon se amplifica mediante un reactivo quimioluminiscente. EI VEGFB 167 humano
purificado puede proporcionarse como un patrén de antigeno.

Los presentes inventores compararon su kit VEGFB con el Unico kit VEGFB comercialmente disponible que
encontraron (USCNLIFE VEGFB E0144h). El kit de los presentes inventores es mas sensible y por lo tanto permite
medir VEGFB en mas pacientes que el kit USCNLIFE.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un procedimiento para identificar pacientes
con infarto de miocardio que tienen un riesgo disminuido de desarrollar una afeccién cardiaca, que comprende:
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- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario (PGF); y

- consultar un programa estadistico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de
VEGBF, THBS1 y PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar
insuficiencia cardiaca; y
- el clasificador determinara si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar dicha afeccién cardiaca.

Los presentes inventores tienen una gran base de datos de pacientes con IM agudo con mas de 20 parametros
clinicos y 4 meses y 1 afio de seguimiento. Entre otros parametros clinicos, la fraccién de eyeccion (EF) del corazén,
que representa la capacidad del corazén para bombear sangre a las arterias periféricas, se midié por
ecocardiografia el dia del infarto, 4 meses después y 1 afio después. Se asume que los pacientes con EF a los 4
meses < 40 % sufren de remodelacion mientras que los pacientes con EF a los 4 meses > 40 % se estan
recuperando normalmente. Varios protocolos realizados en el laboratorio de los presentes inventores utilizaron la
base de datos para identificar los biomarcadores tempranos de la apariciéon de la IC después del IM a través de
diferentes enfoques. Los biomarcadores identificados por dos enfoques fundamentalmente diferentes se combinaron
y la combinacion de los biomarcadores mas predictivos se definié como el "conjunto prondstico".

El primer enfoque involucr6 la tecnologia de micromatrices de ADN. Se analizaron las biofirmas o perfiles de
expresion génica de células sanguineas circulantes a partir de muestras de sangre extraidas el dia del IM. Esta
tecnologia permitié la identificacion de genes regulados diferencialmente entre dos grupos de pacientes con
fenotipos extremos, es decir, un grupo de pacientes con un resultado clinico favorable después del IM (grupo EF
alto, EF > 40 %) y un grupo con un resultado desfavorable después del IM Bajo EF, EF = 40 %). Los presentes
inventores caracterizaron las biofirmas de las células sanguineas de 32 pacientes, 16 de cada EF alta y baja EF
grupo. Utilizando el algoritmo SAM (Analisis Estadistico de Micromatrices) y un doble cambio de 1,3, se encontraron
525 genes expresados diferencialmente entre los 2 grupos de pacientes (Tasa de Descubrimiento Falso de 24,5 %).
Entre estos genes, 9 tenian un valor prondstico significativo para la IC.

El segundo enfoque se basé en una caracterizacion bioinformatica de una red de interaccion proteina-proteina de
angiogénesis en el IM humano. De hecho, la angiogénesis es uno de los procesos de curacion beneficiosos que
tienen lugar en el corazén después de IM y un defecto en la angiogénesis puede conducir a la IC. La red fue
construida con interacciones proteina-proteina anotadas de la Human Protein Reference Database. Esta red global
consistia en 556 nodos (es decir, proteinas) y 686 bordes (es decir, interacciones). Después de la posterior red
sobre la base de la expresidon génica y analisis, 38 genes de la red de genes mostraron un significativo valor
prondstico. Curiosamente, la combinacion de los modelos de clasificacion basados en la expresion génica con los
modelos de clasificacion sobre la base de la red produjo un nimero reducido de biomarcadores candidatos con un
valor pronéstico mucho mejor que cada enfoque considerado por separado. El area bajo la curva (AUC), que
representa la capacidad prondstica de los biomarcadores, estaba entre 0,56 y 0,72 para el modelo de clasificacion
sobre la base de la expresion génica, y entre 0,56 y 0,73 para el modelo de clasificacion sobre la base de la red.
Cuando se combinaron los dos modelos, se implementé un conjunto de 3 biomarcadores con un AUC de 0,82 (es
decir, con un fuerte valor prondstico para la aparicion de IC): este conjunto se denomina en el presente documento
el "conjunto de prondstico". Estos 3 biomarcadores fueron: trombospondina-1 (THBS1), factor de crecimiento
placentario (PGF o PIGF) y factor de crecimiento endotelial vascular B (VEGFB). Aunque THBS1 tiene propiedades
anti-angiogénicas, VEGFB y PGF deben su capacidad pro-angiogénica para estimular el crecimiento y la
multiplicacion de las células endoteliales vasculares.

Luego, se verificod que las diferencias en la expresion de genes observados en el nivel de ARNm por micromatrices
fueran eficaces a nivel de proteina. Para este propdsito, los niveles plasmaticos de los 3 biomarcadores se midieron
mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Estos experimentos atestiguaron que los niveles de proteina de
THBS1 y PGF eran significativamente distinguibles entre pacientes con EF alta y baja.

Dado que los kits de VEGFB ELISA comercialmente disponibles no se encontraron lo suficientemente sensibles para
detectar VEGFB en las presentes muestras de plasma, los presentes inventores disefiaron su propio kit que permite
la cuantificacion de VEGFB en fluidos bioldgicos tales como el plasma humano.

Por "resultado favorable", se entendera que esto significa un menor riesgo de que el paciente desarrolle una
afeccion cardiaca, tal como insuficiencia cardiaca y/o sufra de remodelacion ventricular izquierda. Se cree que
Remodelacién ventricular derecha es menos relevante, por lo que no se prefiere.

Por "resultado desfavorable", se entendera que esto significa un mayor riesgo de que el paciente desarrolle una
afeccion cardiaca, tal como insuficiencia cardiaca y/o sufra de remodelacion ventricular izquierda.

También se comprendera que mientras se asocian los riesgos de insuficiencia cardiaca y remodelacién ventricular
izquierda, estas son afecciones separadas y, por lo tanto, un paciente podria sufrir uno, pero no el otro. Por lo tanto,
el mayor riesgo de insuficiencia cardiaca o remodelacién ventricular es desfavorable.
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Se apreciara que las secuencias de ARN dadas en el listado de secuencias comprenden Timina (T) ya que es como
se representa en la pagina web de NCBI. En cada caso, esta claro que se contempla el reemplazamiento de T por
Uracilo (U).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracion de los datos de micromatrices interpretados con el algoritmo SAM.
La Figura 2 muestra la red de interaccion proteina - proteina de la angiogénesis en el IM humano.

La Figura 3 ilustra la estrategia utilizada para el analisis combinado de los modelos de clasificacion basados en la
expresion génica con los modelos de clasificacion basados en la red.

La Figura 4 muestra un mapa térmico que ilustra las diferencias en la expresion (micromatrices) de los
biomarcadores entre pacientes con fraccion de eyeccion alta (H) y baja (L).

La Figura 5 muestra graficas cuantil-cuantil que ilustran la relacion entre la fraccion de eyeccion y la expresion de
los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA.

La Figura 6 muestra graficos de dispersion que ilustran la relacion entre la fraccion de eyeccion y la expresion de
los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA.

La Figura 7 representa la evolucion de los niveles plasmaticos de VEGFB entre el dia del infarto (dia 0) y el dia
después (dia 1). Mientras que el VEGFB plasmatico disminuye entre el dia 0 y el dia 1 en los pacientes con EF
baja (-10 %), los pacientes con EF alta tienen niveles crecientes de VEGFB (+ 15,4 %).

La Figura 8A muestra los valores de expresion de VEGFB usando PCR cuantitativa y micromatrices para
pacientes con EF alto y EF bajo

La Figura 8B muestra la correlacion significativa observada entre la expresion de VEGFB y la fraccion de
eyeccion.

La Figura 9 muestra los niveles de VEGFB entre los grupos EF alto y bajo en el dia 0, el dia 1 y el dia 2 después
del IM.

La Tabla 1 es un resumen de los resultados predictivos de los modelos de clasificacion basados en los niveles de
ARNm de VEGFB, THBS1 y PGF.

La Tabla 2 es un resumen de las conclusiones alcanzadas en los experimentos subyacentes a la presente
invencion.

La Tabla 3 es un resumen de las estadisticas realizadas para comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF
entre pacientes con EF alta y pacientes con EF baja.

La Tabla 4 es un resumen de las estadisticas de la comparacién entre los niveles de ARNm de los 3
biomarcadores en los dos grupos.

La Tabla 5 es un resumen del rendimiento predictivo de NT-pro-BNP.
La Tabla 6 es una lista de 28 genes angiogénicos expresados diferencialmente entre grupos EF altos y bajos.
La Tabla 7 muestra rendimientos de prediccion usando dos modelos de aprendizaje automatico.

Descripcion detallada

La insuficiencia cardiaca (IC) es la principal complicacion del infarto de miocardio (IM). Los datos recientes
mostraron que el 63 % de los pacientes desarrollan IC en los 6 afios posteriores al IM. La angiogénesis es un
fendmeno clave involucrado en la reparacion del miocardio después de IM. La angiogénesis esta estrechamente
regulada por un equilibrio que se rige por un gran numero de factores angiogénicos, siendo algunos de ellos pro- y
otros anti-angiogénicos. Una desregulacion de este equilibrio puede conducir a una angiogénesis inapropiada y
puede sentar las bases para el desarrollo de IC después de un episodio de IM.

Los informes recientes indican claramente que la identificacién temprana de los pacientes propensos a sufrir de IC
después de IM puede mejorar significativamente la adaptacion de las estrategias terapéuticas al paciente individual
("medicina personalizada"). Al igual que muchos otros trastornos cardiovasculares, la IC es una enfermedad
multifactorial. Por lo tanto, el uso de biomarcadores Unicos para predecir la aparicion de IC después de IM tiene un
valor limitado. La multiplicacién de biomarcadores pronésticos puede ser de interés para predecir finamente la IC.

En primer lugar, los presentes inventores hipotetizaron que un conjunto de biomarcadores prondstico podria
identificarse a través del analisis de las biofirmas de las células sanguineas circulantes. En segundo lugar,
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hipotetizaron que un enfoque sobre la base de la red de interaccién proteina-proteina también puede tener el
potencial de destacar biomarcadores pronosticos de la IC. Y en tercer lugar, los presentes inventores probaron si la
combinacién de los datos obtenidos por estos dos enfoques independientes permitiria alcanzar un mayor nivel de
prondstico que cada enfoque tomado por separado.

Para este proposito, se seleccionaron dos grupos de pacientes (n = 16 por grupo) con IM, un grupo de pacientes con
resultado favorable después del IM (Fraccion de Eyeccion (EF) > 40 %) y un grupo de pacientes con resultado
desfavorable (EF < 40 %). Esta estrategia para seleccionar "fenotipos extremos" se eligid para aumentar las
posibilidades de encontrar diferencialmente expresado genes entre los dos grupos sin la necesidad de un gran
tamafio de la muestra. EI ARN se extrajo de células enteras aisladas de la sangre periférica de estos pacientes. Las
biofirmas se determinaron por perfiles de micromatrices. Después de varios procedimientos de normalizacion,
filtrado y estadistica, se encontré6 que un conjunto de 525 genes se expresaban diferencialmente entre los dos
grupos de pacientes (cambio de 1,3 veces, tasa de descubrimiento falso 24,5 %). Entre ellos, un grupo de 47 genes
con valor pronéstico moderado se identificé por modelos de clasificacién con un maximo AUC de 0,72. El filtrado
adicional de estos genes llevo a un grupo de 9 genes con un valor pronéstico equivalente (AUC 0,68).

En un intento de aumentar la fuerza de la prediccion proporcionada por los genes recuperados de experimentos de
micromatriz, y teniendo en cuenta la importancia de la angiogénesis en la reparacion del corazon después de IM, se
dibuj6 una red de interaccion proteina-proteina de angiogénesis en el IM humano. Esta red se ensamblé mediante la
extraccion de genes conocidos por estar implicados en este proceso y las correspondientes interacciones (curadas)
proteina-proteina de bases de datos publicas. Los analisis de agrupacion de esta red informaron de un médulo
significativamente asociado al crecimiento de las células y la regulacién del crecimiento. Dentro de este grupo, se
encontraron 38 genes significativamente expresados diferencialmente entre las clases de EF. Diferentes
clasificadores independientes construidos con estos 38 genes informaron un valor prondstico moderado (AUC max.
= 0,73), equivalente al obtenido a partir de micromatrices. Curiosamente, el filirado adicional de estos genes
(seleccion de caracteristicas sobre la base de correlacion) produjo un conjunto de 3 genes con un valor prondstico
mas fuerte (AUC = 0,82 utilizando un alumno sobre la base de la instancia, Tabla 1). Estos 3 genes, VEGFB, THBS1
y PGF, se ven en el presente documento como un nuevo "conjunto prondstico" de biomarcadores de IC. La
expresion diferencial de estos 3 genes se validé por PCR cuantitativa. Ademas, se midieron los niveles plasmaticos
de los 3 biomarcadores.

En un descubrimiento, se demostr6 que los pacientes capaces de montar una respuesta significativa a la IM,
caracterizado por altos niveles de ARNm o proteina plasmatica del factor de crecimiento endotelial vascular B
(VEGFB) y bajos niveles plasmaticos de Trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario PGF o
PIGF), tienen una baja susceptibilidad a desarrollar HF y/o someterse a Remodelacion Ventricular. Por lo tanto la
medicién de los niveles plasmaticos de estos tres biomarcadores puede servir como una herramienta util para
predecir la aparicion de HF y/o Remodelado Ventricular después del IM.

Tabla 1. Rendimiento predictivo de los modelos de clasificacion basados en los niveles de ARNm de los 3
biomarcadores.

Tipo de entrada Modelo de clasificacion | Precision tipica* (%) | AUC*
Solo biomarcadores sobre la base de SAM K* 65 0,63
Biomarcadores sobre la base de la red K* 84 0,82
Solo biomarcadores sobre la base de SAM SVM 68 0,68
Biomarcadores sobre la base de la red SVM 75 0,75

* Sobre la base de la validacion cruzada de “dejar uno fuera”

Biomarcadores potenciales utilizados: derivados de SAM (9 genes) y basados en la red (3 genes). AUC: area bajo la
curva (ROC); SVM: Maquina de Vector de Soporte.

Por lo tanto, los presentes inventores proponen una nueva estrategia para identificar a los pacientes en riesgo de
desarrollar IC después de IM, sobre la base de la medicion de un grupo de 3 biomarcadores, VEGFB, THBS1 y
PGF. Estas mediciones pueden hacerse a partir de ARN extraido de células sanguineas o de niveles plasmaticos de
las proteinas correspondientes.

La Tabla 2 resume los descubrimientos particulares detras de la presente invencion.
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Tabla 2. Asociacion entre el ARNm y los niveles plasmaticos de los 3 biomarcadores y la EF.

EF alto (resultado favorable) EF bajo (resultado desfavorable)
ARNmM Plasma ARNmM Plasma
VEGFB Alto Alto Bajo Bajo
THBS1 Bajo Bajo Alto Alto
PGF Bajo Bajo Alto Alto

Los niveles de ARNm se miden mediante micromatrices en muestras de sangre cosechadas el dia de MI.
Los niveles plasmaticos se miden por ELISA un dia después de IM.

Todas las referencias citadas en el presente documento se incorporan en su totalidad en el grado en que no estén
en conflicto con la presente invencion.

La invencion se describira a continuacion con detalle adicional en los ejemplos no limitantes que acompanian.
Ejemplos

Ejemplo 1
PACIENTES Y PROCEDIMIENTOS

Pacientes

Los pacientes con IM agudo fueron tratados con intervencion coronaria percutanea primaria. El IM agudo se definié
por la presencia de dolor toracico < 12 horas con elevacion significativa del segmento ST y enzimas cardiacas
positivas. Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de la reperfusion mecanica (para micromatrices y
analisis cuantitativos de PCR) y el dia después del IM (para la determinacién de los niveles plasmaticos). Todos los
pacientes firmaron un consentimiento informado.

Micromatrices

Para aumentar las posibilidades de detectar biomarcadores relevantes en el contexto del remodelado ventricular, se
seleccionaron dos grupos de pacientes con fenotipos "extremos" después del IM, a saber, pacientes que
evolucionaron favorablemente después del infarto (EF = 45 %, promedio 61 %) y pacientes que evolucionaron
desfavorablemente (EF < 40 %, promedio del 33 %). Cada grupo contenia 16 pacientes.

El ARN total se extrajo de células de sangre entera mediante la tecnologia PAXgene ™. La sangre extraida en tubos
de ARN de sangre PAXgene ™ (PreAnalytix®, BD Europe, Erembodegem, Bélgica) se almaceno a -20 °C hasta la
extraccion de ARN. La extraccion se realizd con el kit PAXgene ™ Blood RNA (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN se midié usando el espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop® Technologies, Wilmington, EE.UU.). La calidad del ARN se evalué utilizando el aparato Bioanalyzer®
2100 (Agilent Technologies, Massy, Francia) con los Nano chips ARN 6000. Solo el ARN de alta calidad
(DO260/DO2g0 > 1,9 y DO260/DO230 > 1,7) y el ARN sin degradar se consideraron para su analisis adicional.

Un ARN de referencia comun (Universal Human Reference RNA, Stratagene Europe, Amsterdam, Paises Bajos), se
utilizé una mezcla de ARN de 11 lineas celulares junto con ARN del paciente en todas las etapas siguientes para
proporcionar un patrén de referencia interno para comparaciones de los niveles de expresion génica a través de
matrices.

Los ARN mensajeros se amplificaron usando el kit Amino Alil MessageAmp ™ (Ambion®, Cambridgeshire, Reino
Unido) de acuerdo con el protocolo del fabricante, comenzando con un ug de ARN total. Cinco ug de cada amino alil
ARNa se marcaron con Cy3 o Cy5 (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido). Se midié el acoplamiento de amino
alil ARNa usando el espectrofotometro ND-1000 NanoDrop®. El rendimiento de acoplamiento del colorante > 5 %
fue un requisito previo para un analisis posterior. Se combinaron 750 ng de cada amino alil ARNa marcado Cy3 o
Cy5 (ARN de referencia o ARN donante) y se hibridaron en micromatrices de oligonucleétidos pangendmicos que
contenian 25.000 genes (Genomic Platform, lllkirch, Francia). Se hibridaron cuatro micromatrices por paciente y se
realizd un intercambio de colorantes (2 micromatrices paciente Cy3/referencia Cy5 y 2 micromatrices paciente
Cyb/referencia Cy3). Las etapas de hibridacion se realizaron utilizando el sistema Agilent Technologies. Brevemente,
el ARN se fragmentdé con un tampoén de fragmentacién antes de mezclar con un tampoén de hibridacion. Los
micromatrices se bloquearon con etanolamina 50 mM en tampén de borato 50 mM pH = 9,0. Las camaras de
hibridacion de Agilent y el horno de rotacién se usaron para la hibridacion a 60°C durante 17h a 4 rpm. Los
micromatrices se lavaron durante 10 min en SSC 6X, Triton X-102 al 0,005 %, durante 5 min en SSC 0,1X, Triton X-
102 al 0,005 % y luego se secaron por centrifugacion antes de escanear usando un escaner de micromatrices Axon
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4000B y GenePix Pro 6® (Molecular Devices, Berks, Reino Unido). Se permitio el ajuste de la ganancia del
fotomultiplicador y 0,1 % de puntos saturados durante el escaneado.

La determinaciéon de los puntos y la cuantificacion de los datos brutos de los cuatro micromatrices para cada
paciente se realizaron en un analisis por lotes usando el software gratuito MAIA® (Institut Curie, Francia). Este
software asigna cada punto con nueve parametros de calidad que permiten la determinacion de "puntos de buena
calidad" entre los cuatro micromatrices. Solo se mantienen buenos puntos para un analisis posterior. Se realizdé un
paso de normalizacion no lineal Lowess con el software Acuity® (Molecular Devices) para compensar la distribucion
desigual de Cy3-Cy5. En los pasos siguientes se utilizdé la relacion logaritmica normalizada de Cy3/Cy5. A
continuacion, se realizd una etapa de filirado para retirar los genes que no estaban presentes en al menos tres
micromatrices de cuatro. La calidad y reproducibilidad de cada uno de los cuatro micromatrices por paciente se
evaluaron mediante ANOVA, coeficientes de correlacion y Mapas de Autoorganizacion elaborados con el software
Acuity®. Los datos se almacenan en el administrador de datos de micromatriz sobre la base de la Web MEDIANTE.

Antes del analisis estadistico, los genes no presentes en al menos el 50 % de los pacientes fueron filtrados. El
analisis supervisado se realizé utilizando dos enfoques complementarios. El primer enfoque involucré el software de
Andlisis de Significacion de Micromatrices (SAM) que correlaciona la expresion génica con una variable externa
como el valor EF. Se utilizé una prueba no apareada de dos clases. La imputacion de valores faltantes de genes se
realizé a través de un algoritmo K-Vecino mas cercano utilizando 10 vecinos.

Red de interaccién proteina-proteina

Un conjunto de genes centrales, conocidos por estar asociados a la angiogénesis en el infarto de miocardio, se
recupero de la base de datos Entrez-Gene, Consulta: "humano Y corazén Y angiogénesis Y miocardio E infarto". Las
interacciones proteina-proteina anotadas asociadas con estos genes centrales se recuperaron de la base de datos
de referencia de proteinas humanas (HPRD).

Se implementé un analisis de agrupacioén en red para identificar posibles modulos de red funcionales. Los clusteres
se identificaron mediante el algoritmo de agrupacion de red MCODE (Cytoscape plug-in).

Ensayos bioquimicos para THBS1, PGF y NT-pro-BNP

Los niveles plasmaticos de THBS1 y PGF se midieron en muestras de 46 pacientes mediante ELISA utilizando los
kits Quantikine DTSP10 y DPGOO, respectivamente (R&D Systems, Oxon, RU). Los limites de deteccién de los
ensayos fueron 0,35 ng/ml para THBS1 y 7 p/ml para PGF. Se midio el nivel plasmatico de pro-BNP (N-terminal-pro-
BNP, NT-pro-BNP) utilizando el dispositivo inmunolégico Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Meylan, Francia). El
limite de deteccion de los ensayos fue de 20 pg/ml.

Montaije del kit de diagndstico VEGFB

Se desarrollé un ELISA sandwich para detectar VEGFB 167 y VEGF-B 186. Se recubren placas de microtitulacion
(Lumitrac 600, Greiner, Bélgica) con 100 ul de anticuerpo monoclonal anti-VEGF-B de ratéon (2 pg/ml en PBS,
MAB751, R&D systems, RU) durante la noche a 4 °C. Después de tres lavados, las placas se bloquearon durante 1
hora con 300 ul de BSA-PBS al 5 % a 500 rpm y temperatura ambiente. Se produce una curva patréon de 2000 pg/ml
a 15,6 pg/ml con VEGFB 167 humano (751-VE, R&D Systems) en BSA-PBS al 1 %. Después del bloqueo, las
placas se lavan tres veces y se incuban durante 2 horas con 100 ul de plasma, blanco o patrones a 500 rpm y
temperatura ambiente. Después de tres lavados, se afiaden 100 pul del anticuerpo policlonal de VEGF-B de cabra
(400 ng/ml en BSA - PBS al 1 %, AF751, R & D Systems) a cada pocillo y las placas se incuban durante 1 hora a
500 rpm y temperatura ambiente. Después de tres lavados, se afiaden 100 pl de anticuerpo anti-cabra de burro
conjugado con biotina (127500 en BSA-PBS al 1 %, 705-065-147, Jackson, EE.UU.) a cada pocillo y las placas se
incuban durante 1 hora a 500 rpm y temperatura ambiente. Después de tres lavados, se afiaden 100 pl de
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (2 ug / ml en BSA-PBS al 1 %, 016-050-084, Jackson) a cada pocillo
y las placas se incuban durante 1 hora a 500 rpm y temperatura ambiente. Las placas se lavan cuatro veces con
solucion salina tamponada con Tris afiadida con Tween 20 (pH 7,5) antes de la incubacion con 100 pl por pocillo de
Lumiphos 530TM (Lumigen, EE.UU.) durante 30 minutos a 500 rpm, a temperatura ambiente y protegidas de la luz.
La quimioluminiscencia se detecta usando un Polarstar Optima (BMG Labtech, Paris, Francia).

Analisis estadistico

Para cada conjunto de entrada, se evaluaron diferentes clasificadores estadisticos convencionales y de aprendizaje
de magquinas, por ejemplo. Analisis de Prediccion para Micromatrices (PAM), Maquina de soporte de vector (SVM) y
las técnicas K*. El K* es un modelo sobre la base de casos que clasifica una nueva muestra sobre la base de la
informacion de clase proporcionada por sus vecinos mas relevantes (0 mas cercanos) en un conjunto de datos de
formacién. K* aplica una medida de distancia sobre la base de entropia para estimar el conjunto de vecinos. Se
implementaron modelos con combinacién global = 20, y curvas de entropia media de columna para estimar valores
faltantes.

El filtrado adicional en los datos de genes sobre la base de la red se implementd con el algoritmo de seleccion de
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caracteristicas sobre la base de correlacion (CFS) utilizando la estrategia de "mejor primera busqueda" (BF) (Figura
3). EI CFS es un procedimiento de seleccion de caracteristicas de filtro que encuentra subconjuntos de
caracteristicas (es decir, genes) que maximizan la correlacion gen-clase mientras minimizan la correlacion gen-gen.
Los procedimientos de seleccion de la caracteristica de filiro se implementan independientemente de cualquier
modelo de clasificacion. La estrategia de BF se basd en una escalada codiciosa de la colina aumentada con un
retroceso de subconjunto.

Los resultados de la evaluacion de la clasificacion se calcularon utilizando la estrategia de validacion cruzada "leave-
one-out" (LOO), asi como la validacion cruzada de 10 veces. Se utilizaron las areas estimadas bajo las curvas (AUC)
de la ROC (Curva Caracteristica Operativa del Receptor) validada de forma cruzada para resumir el rendimiento de
clasificacion estimado de los clasificadores.

Las diferencias estadisticas entre los grupos EF (sobre la base de cada uno de los biomarcadores) se realizaron
mediante la prueba t de Student y se corroboraron con pruebas no paramétricas. Las correlaciones entre estos
biomarcadores y los valores de EF se estimaron con coeficientes de Pearson convencionales (Tabla 2).

Software

La implementacion de los modelos de aprendizaje automatico y la evaluacion estadistica se realizaron con la
plataforma de extracciéon de datos Weka (v. 3.4). El agrupamiento jerarquico se implementé utilizando el
procedimiento de grupo de pares no ponderado con promedios aritméticos y coeficientes de correlacion. La
visualizacion de clusteres se realizd6 con GEPAS. Se generaron ensayos de significacion estadistica, valores de
correlacion de Pearson y graficas con el paquete Statistica (v. 6.0).

RESULTADOS

1. El grafico del Analisis estadistico de Micromatrices (SAM) muestra que 525 genes se expresan diferencialmente
entre grupos de baja y alta EF (Figura 1). Se seleccion6 un umbral para el cambio de 1,3 veces y se obtuvo un FDR
del 24,5 %. Los puntos rojos representan genes regulados positivamente en el grupo EF bajo, los genes verdes
regulados positivamente en el grupo EF alto y los puntos negros representan genes cuyo plegamiento de veces es <
1,3 entre los dos grupos.

2. Red de interaccion proteina-proteina de angiogénesis en el IM humano (Figura 2). La red resultante consistié en
556 nodos (proteinas) y 686 aristas (interacciones). El analisis de agrupacion de redes consistentemente destaco la
existencia de un cluster de red (53 proteinas) con una representacion altamente significativa de los procesos
bioldgicos (Ontologia Génica) relacionados con el crecimiento celular y la regulacién del crecimiento.

3. La Figura 3 muestra que el andlisis combinado de los modelos de clasificacion sobre la base de la expresion
génica con los modelos de clasificacion basados en la red permitié la identificacién de 3 genes con mayor valor
prondstico (AUC max. = 0,82) que los modelos de clasificacion basados en la expresion génica sola
(0,56<AUC<0,72) o modelos de clasificaciéon basados en la red solamente (0,56<AUC<0,73). Los resultados
pronoésticos mas elevados (sobre la base de los 3 genes) obtenidos hasta la fecha se han obtenido con el modelo de
aprendizaje sobre la base de el caso K*.

4. Un mapa térmico ilustra las diferencias en la expresion (obtenida por micromatrices) de los biomarcadores entre
pacientes con fracciéon de eyeccion alta (H) y baja (L) (Figura 4). Los colores (rojo, rosa, azul claro, azul oscuro)
muestran el intervalo de valores de expresion (alto, moderado, bajo, mas bajo). El color blanco indica valores
indetectables. VEGFB se expresa mas claramente en el grupo de pacientes con EF alto mientras que THBS1 y PGF
es mas expresados en el grupo EF bajo.

5. Los Graficos cuantil-cuantil (Figura 5) y parcelas de dispersion (Figura 6) ilustran las dependencias estadisticas
entre la fraccion de eyeccion y la expresion de los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA. La relacion
lineal mostrada sugiere que estas variables siguen distribuciones de datos similares. Los resultados de la prueba t
de Student y la correlacion de coeficientes lineales correspondientes a estas graficas se resumen en la Tabla 3.
VEGFB es positivamente correlacionado con la EF, mientras que THBS1 y PGF estan correlacionados
negativamente con la EF. Se obtienen resultados concordantes con micromatrices y ELISA para THBS1 y PGF.
Para VEGFB el nivel de ARNm se encontré significativamente mayor en pacientes con EF bajo que en pacientes con
EF bajo la técnica de micromatrices.

Tabla 3
Gen Micromatrices Proteinas plasmaticas
THBS1 t=24,p=0,02 t=2,1,p=0,04
r=-0,3,p=0,2 r=-0,2,p=0/1
PGF t=2,8, p=0,01 t=2,2,p=0,04
r=-0,2,p=0,2 r=-0,2,p=0,2
VEGFB t=3,1, p=0,004 t=-1,3,p=0,20
r=0,3,p=0,05 r=02,p=0,3
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(continuacion)

Gen Micromatrices Proteinas plasmaticas

t: Estadistica t

r: coeficiente de correlacion lineal

Las estadisticas realizadas sobre los niveles de ARNm medidos por micromatrices en muestras de sangre
recolectadas el dia de IM y los niveles plasmaticos medidos por ELISA un dia después de IM.

6. Estadistica descriptiva de los niveles de ARNm de los 3 biomarcadores en los dos grupos de pacientes con IC que
muestran el mayor nivel de ARNm de VEGFB vy los niveles mas bajos de ARNm de THBS1 y PGF en pacientes con
EF alto en comparacion con pacientes con EF baja (Tabla 4). También se proporcionan en esta tabla los umbrales
tedricos para los niveles de ARNm asociados con una EF alta (> 40 %) o un EF bajo (< 40 %) segun se determina a
partir de las figuras 5 y 6. Por ejemplo, en la poblacién de pacientes con IC utilizada en este estudio, un paciente que
tenia un nivel de ARNm de VEGFB superior a -1,4, un nivel de ARNm de THBS1 inferior a 0 y un nivel de ARNm de
PGEF inferior a -0,1, era mas propenso a tener una EF alta. Por el contrario, un paciente que tiene un nivel de ARNm
de VEGFB inferior a -1,4, un nivel de ARNm de THBS1 superior a 0 y un nivel de ARNm de PGF superior a -0,1 era
mas propenso a tener una EF baja. Es importante mencionar que la combinacién de los 3 biomarcadores en lugar de
cada biomarcador solo o una combinacién de 2 biomarcadores se asocia mas exactamente a la EF.

Tabla 4. Estadisticas descriptivas de los niveles de ARNm de los 3 biomarcadores en los dos grupos.

Alta EF Baja EF
(Resultado favorable) (Resultado desfavorable)
Media * DE (min / max.) Limite Media * DE (min/ max.) | Limite Estad, T
-1,05+ 0,42 -1,46 £ 0,32 t=3,1
VEGFB (1781 -0,20) >-1.4 (2,07 1 -1,09) <141 5=0.004
-0,13+0,28 0,29 + 0,58 t=2,4
THBS1 (0,57 /0,33) <0 (-0,66 /1.97) >0 p=0,02
-0,19+0,10 -0,07 £ 0,15 t=2,8
PGF (-0.34 / -0,03) <-0.1 (-0,34/0,15) >-0,1 p=0,01
t: Estadistica t
p: valor de probabilidad
DE : Desviacion estandar

7. Pruebas adicionales del clasificador utilizando los niveles plasmaticos de VEGBF, THBS1 y PGF medidos 1 dia
después de IM en los mismos 32 pacientes que se han utilizado para construir el clasificador produjeron un AUC de
0,75. Esto sugiere que el rendimiento de prediccion del clasificador es bueno incluso cuando se utiliza un conjunto
de datos diferente que codifica otros tipos de mediciones (por ejemplo, los niveles plasmaticos).

8. Dado que el unico biomarcador establecido de HF es pro-BNP, se compar6 el rendimiento prondstico del conjunto
de 3 biomarcadores en el presente documento descrito con el rendimiento prondstico de NT-pro-BNP. El rendimiento
prondstico del nivel plasmatico de NT-pro-BNP, medido 1 dia después del IM, fue moderado (AUC = 0,63, Tabla 5).
Por lo tanto, el conjunto de 3 biomarcadores descritos en el presente documento claramente superd el valor
prondstico de NT-pro-BNP.

Tabla 5. Rendimiento predictivo de NT-pro-BNP

Tipo de entrada Modelo de clasificacion Precision tipica* (%) AUC*
NT-pro-BNP K* 50 0.52
NT-pro-BNP SVM 63 0.63

* Sobre la base de la validacion cruzada leave-one-out.
AUC: Area bajo la curva (ROC); SVM: Maquina de Vector de Soporte.
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Ejemplo 2
PACIENTES Y PROCEDIMIENTOS

Los pacientes con IM agudo fueron inscritos en un registro nacional de IM y tratados con intervencion coronaria
percutanea primaria. El IM agudo se definid por la presencia de dolor toracico < 12 horas con elevacion ST
significativa y aumento de la creatina quinasa y la troponina | a mas de 2 veces el limite superior de la normalidad.
Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de la reperfusidn mecanica (para ARN y aislamiento del
plasma), un dia o dos dias después del IM (para el plasma). El protocolo ha sido aprobado por el comité de ética
local y se ha obtenido el consentimiento informado de todos los sujetos.

La cohorte de validacion de 290 pacientes con IM fue de un estudio prospectivo realizado en los Hospitales
Universitarios de Leicester NHS Trust (Reino Unido). La ecocardiografia se realiz6 al alta y 6 meses después del
infarto. El volumen diastdlico final de LV (LVEDV) se estimé utilizando la regla de Simpson modificada biplanar a
partir de vistas apicales de dos y cuatro camaras. El grado de remodelacién del VI se evalué a partir del cambio en
LVEDV (DEDV) entre la descarga y el seguimiento.

Micromatrices

Los perfiles transcriptomicos de células de sangre completa se obtuvieron utilizando micromatrices de
oligonucledtidos que representan 25.000 genes. Los datos estan disponibles en la base de datos Gene Expression
Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bajo el numero de registro GSE8723. El analisis supervisado se realizd
mediante el software de Analisis de Significacion de Micromatrices (SAM). La significacion estadistica de la sobre-
representacion de términos de Ontologia Génica (GO) en conjuntos de genes se estim6 con la base de datos
DAVID. Los mapas de calor se obtuvieron utilizando el software Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).

Medida de la expresion de VEGFB

La expresion de VEGFB ARNm en células sanguineas obtenidos el dia de MI se determin6 por PCR cuantitativa. Se
preparé un ELISA en sandwich casero para medir los niveles plasmaticos de VEGFB.

Modelos de clasificacion de pacientes

La Maquina de Vector de Soporte (SVM) y los modelos de clasificacion computacional de K* fueron evaluados para
probar la significacion prondstica de los niveles de expresion de VEGFB. El algoritmo SMO (optimizacion minima
secuencial) para el entrenamiento de los clasificadores SVM se implementd con los siguientes parametros:
parametro de complejidad C = 1,0, épsilon = 1,0E-12, exponente del nucleo polinomial = 1,0. Se implementaron
modelos con combinacion global = 20, y curvas de entropia media de columna para estimar valores faltantes. Los
resultados de la evaluacion de la clasificacion se calcularon mediante la estrategia de dejar de lado una validacion
cruzada (LOO). El area bajo la curva caracteristica de funcionamiento del receptor (AUC) se utilizd para resumir el
rendimiento de clasificacion estimado de los clasificadores.

Andlisis estadistico

Las comparaciones entre las medias de dos grupos de pacientes se realizaron con prueba de t no apareada de dos
colas para los datos gaussianos y la prueba de Mann-Whitney para los datos no gaussianos. Las variables
categoricas se compararon mediante la prueba exacta de Fisher. La correlacion entre los niveles de biomarcadores
y la clase EF se estimé con la prueba de Spearman. La implementacion de los modelos de aprendizaje automatico
se realiz6 con la plataforma de mineria de datos Weka (v. 3.4). El agrupamiento jerarquico se implemento utilizando
el procedimiento de grupo de pares no ponderado con promedios aritméticos y coeficientes de correlacion. La
visualizacion de clisteres se realizd con GEPAS. Se generaron pruebas de significacion estadistica con el paquete
Statistica (v. 6,0). Se consider6 estadisticamente significativo un valor de P < 0,05.

Resultados
Seleccion y caracteristicas del paciente

Se reclutaron pacientes que presentaban IM con elevacion de ST aguda, tratados con reperfusién mecanica. Para
los analisis transcriptomicos, dos grupos de 16 pacientes con IM agudo fueron seleccionados sobre la base de su EF
1 mes después de MI. Un grupo de pacientes tenia una funcion sistolica del VI mantenida con alta FE después de IM
(> 40 %, mediana 63 %, intervalo 45-73), y el otro grupo con funcién FE baja (< 40 %, mediana 35 % 20-40).

Analisis transcriptémico de las células sanguineas

Los perfiles de expresion génica de células sanguineas totales aisladas en el momento de la reperfusion se
obtuvieron utilizando micromatrices de 25.000 genes. Entre éstos, 525 genes se encontraron diferencialmente
expresado por SAM entre EF alta y pacientes con baja EF de 1,3 veces el cambio de umbral y una tasa de falso
descubrimiento de 24,5 %. 226 genes fueron regulados en el grupo de alto EF y 299 fueron regulados en el grupo de
baja EF. De los 525 genes, GSEA recupero6 los 50 genes mas significativamente asociados a uno u otro grupo de
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pacientes.
Genes angiogénicos asociados al resultado clinico después del IM

Siguiendo la presente hipotesis de trabajo que la angiogénesis puede desempefar un papel significativo en la
reparacion cardiaca después de IM, el objeto fue identificar, a partir de los 525 genes expresados diferencialmente
en pacientes con alta y baja EF, los genes relacionados con la angiogénesis. Para este propdsito, se recuperaron de
la base de datos Entrez Gene una lista de 494 genes que se sabe que estan relacionados con la angiogénesis en
los seres humanos con la siguiente consulta: "angiogénesis" Y "homo sapiens". De los 525 genes expresados
diferencialmente, 28 se encontraron en este conjunto de 494 genes angiogénicos: hasta 20 regulados positivamente
en el grupo de baja EF y hasta 8 regulados positivamente en el grupo de alta EF (Tabla 6).

Tabla 6. Lista de 28 genes angiogénicos expresados diferencialmente entre grupos EF alta y baja.

Sobre-expresados en grupo EF baja

(I3nr21a5r;giogénico \(/):(ggio en g-valor (%) Anti angiogénico (n=6) \(/):(ggio en g-valor (%)
BMX 1,90 11,36 CLU 1,50 4,97
PBEF1 1,73 20,21 THBS1 1,44 5,88
FOS 1,66 4,09 ITGB1 1,34 25,29
PFKFB3 1,65 0,00 MAPK14 1,31 24,72
CD55 1,65 5,53 STAT1 1,31 25,56
HIF1A 1,63 0,00 MME 1,31 20,21
IL8 1,59 7,51

PTGS2 1,55 11,36

TGFBR1 1,50 9,87

THBS1 1,44 5,88

SLC2A3 1,40 0,00

ERO1L 1,32 28,34

PLAUR 1,31 5,88

ADM 1,31 25,06

B2M 1,30 28,12

Bajo-expresados en grupo EF baja

Pro angiogénico (n=4) \(/):(ggio en g-valor (%) Anti angiogénico (n=4) \(/):(ggio en g-valor (%)
VEGFB 0,74 4,97 SOD1 0,70 11,36
RHOC 0,74 8,70 MAGED1 0,75 9,31
CX3CR1 0,76 17,27 ANXA2 0,76 17,27
ATP5B 0,80 21,32 BAI1 0,76 17,27

q valor: la tasa mas baja de descubrimiento falso a la que el gen se denomina significativo (como 'valor p'
adaptado al analisis de un gran nimero de genes). Nota: el nimero total de genes en esta tabla es 28 puesto que
la trombospondina 1 (THBS1) es tanto pro como antiangiogénica,

Un mapa de calor elaborado con estos 28 genes mostré que el resultado clinico después del IM se asocia con una
biofirma distinta vinculada a la angiogénesis.

En un intento de evaluar si esta biofirma se asocia a la estimulacion o la represion de la angiogénesis, se consulto la
base de datos Entrez Gene para las propiedades pro o anti angiogénicas de los 28 genes angiogénicos encontrados
expresados diferencialmente entre los 2 grupos de pacientes con IM. Como se muestra en la Tabla 6, el equilibrio
entre los factores conocidos pro y anti angiogénicos tiende a inclinarse hacia el lado pro angiogénico para los
pacientes con EF baja, aunque solo se puede especular que esto esta asociado con la estimulacion de la
angiogénesis.

Después los presentes inventores estrecharon sus investigaciones sobre VEGFB porque: (1) entre los 4 genes pro
angiogénicos sobre expresados en el grupo EF alta (y, por tanto, potencialmente implicados en la remodelacion
favorable del corazén), solo VEGFB fue recuperado por la base datos Entrez Gene utilizando la consulta:
"angiogénesis Y homo sapiens Y corazén"; y (2) la diferencia entre la expresion de VEGFB en pacientes EF altos y
bajos fue la mas significativa entre los genes pro-angiogénicos (Tabla 6).
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La expresion de VEGFB se correlaciona con el resultado después de IM

La PCR cuantitativa se utilizé para confirmar los datos de micromatrices sobre VEGFB. Los valores de expresion
entre los 2 grupos de 16 pacientes con IM se compararon entre los micromatrices y la PCR cuantitativa. Ambas
técnicas informaron niveles mas altos de expresion de ARNm de VEGFB en pacientes con EF alta en comparacién
con pacientes con EF baja: 1,3 veces (t = 3,35; P = 0,004) para micromatrices y 1,7 veces (t = 3,35; P = 0,003) para
PCR cuantitativa (Figura 8A). La Figura 8B muestra la correlacion significativa observada entre la expresion de
VEGFB y la EF (r = 0,39; P = 0,03). Por lo tanto, la expresion de VEGFB en las células sanguineas parece estar
correlacionada con el resultado después del IM.

Los niveles plasmaticos de VEGFB se asocian al resultado clinico después del IM

Después los presentes inventores midieron la VEGFB en el plasma sanguineo de 140 pacientes con IM, separados
en 2 grupos, es decir, aquellos con funcion VE preservada (mediana del 57 %, intervalo 45-89) y con deterioro
(mediana 37 %, intervalo 17-44). El muestreo de sangre se realizé el dia del IM (n = 77), 1 dia después del IM (n =
65) o 2 dias después del IM (n = 12). Los niveles plasmaticos de VEGFB fueron similares entre los grupos EF alto y
bajo en el dia 0 y el dia 1 después del MI. Sin embargo, en el dia 2, los niveles de VEGFB aumentaron en los
pacientes con alta EF (2 veces en comparacion con el dia 0), mientras que disminuyeron en los pacientes con EF
bajo (2,5 veces en comparacion con el dia 0) (Figura 9). Estos datos estan de acuerdo con la regulacion ascendente
de ARNm de VEGFB en pacientes con alta EF (Figura 8). Estos resultados sugieren que los pacientes capaces de
aumentar su produccion de VEGFB después del IM son mas propensos a tener un resultado favorable.

Validacion independiente

Se utilizé una cohorte independiente de 290 pacientes con IM para estudiar mas a fondo la asociaciéon entre los
niveles plasmaticos de VEGFB y el remodelado del VI después del IM. Se han publicado las caracteristicas clinicas
de esta poblacion de pacientes. El VEGFB plasmatico medio fue 64 % mayor (U Estadistica = 8128, P <0,001) en
pacientes en los que AEDV (n = 138) mostré una caida durante este periodo (n = 138), en comparacion con los
pacientes en los que AEDV aumento (n= 152). Estos datos confirman nuestra observacion de que el VEGFB esta
asociado con el remodelado del VI después del MI.

Rendimiento prondéstico del VEGFB

Los presentes resultados sugieren que VEGFB podria representar un biomarcador potencial de la remodelacion
después del IM. Dos modelos de aprendizaje de la maquina construidos con varios conjuntos de datos obtenidos, ya
sea por micromatrices, PCR cuantitativa o determinacién de plasma, se utilizaron para probar la eficiencia prondstica
de VEGFB. Los resultados se muestran en la Tabla 7. El mejor rendimiento se logré6 cuando el modelo de
aprendizaje sobre la base de el caso K* se construyd con los niveles de expresion de VEGFB medidos en células
sanguineas por micromatrices de los 32 pacientes de la cohorte de prueba. Este modelo alcanzé una especificidad
del 75 % (12 de 16 pacientes con EF bajo correctamente clasificado), una sensibilidad del 50 % (8 de 16 pacientes
EF altos clasificados correctamente) y una precision general del 62 % (20 de 32 pacientes correctamente
clasificados). La AUC fue de 0,75. Cuando se construyd con los niveles plasmaticos de VEGFB de la cohorte de
validacion (290 pacientes), la significacion prondstica maxima proporcioné un AUC de 0,52.

Tabla 7. Rendimientos de prediccion de VEGFB.

n Modelo de clasificacion AUC Especificidad (%) Sensibilidad (%) Precision (%)

VEGFB Dia - SVM 0,56 56 56 56
(micromatrices) 0 K* 0,75 75 50 62
Dia SVM 0,68 94 44 69

VEGFB (PCR) 32
0 K* 0,68 56 56 56
Dia SVM 0,5 0 1 66

77
0 K* 0,51 0 92 60
VEGFB Dia 65 SVM 0,5 0 1 66
(plasma) 1 K* 0,47 0 87 57
Dia 12 SVM 0,5 0 1 66
2 K* 0,07 0 1 66

AUC: Area bajo la curva Caracteristica de funcionamiento de receptor (ROC).

La especificidad indica el porcentaje de pacientes correctamente clasificados como EF baja; la sensibilidad indica el
porcentaje de pacientes correctamente clasificados con alta EF; precision indica el porcentaje de pacientes
correctamente clasificados como EF alta y baja.

19



10

15

20

25

ES 2 640 900 T3

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Centre de Recherche Public de la Santé
<120> BIOMARCADORES
<130> 08171-2.WO
<160> 13
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211> 1172
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gcgatgeggg
cctgetgete
tgeecetgge
ccagococgy
gctggtgcoc
ggagtgtgtyg
gageagteag
aaaaaaggac
cegttetgtt
tcoccactceea
cccceggacct
ttagagctca
cagactcage
ctggtaaaaa
gggectetca
cagagttgga
atggagtact
tccteoececte
aactgtgace

aaaaaaaaaa

cgocecogge
geegeacteoc
caccagagga
gaggtggtgg
agctgogtga
cccactggge
ctgggggaga
agtgctgtga
ccgggctggy
gocccaggcec
goecgetgoeg
acccagacac
agggtgactt
acagccaagc
gagggcetett
agaggagact
gtctcagttt
actaagaaga
cccaacecty

daaaaaaaaa

gggeggecce
tgcagctgge
aagtggtgte
tgccottgac
ctgtgcagcg
agcaccaagt
tgtecctgga
agccagacag
actetgecee
cctctgecca
ctgccgacgce
ctgcaggtgce
gocteagagg
ccccaagace
ctgecatece
gggaggcagce
ctaaccactc
cccaaacctc
ataaaagaga

daaaaaaaaaa

ggcgggeace
ccoccgoccag
atggatagat
tgtggagote
ctgtggtgge
ccggatgecag
agaacacage
ggctgeocact
cggagcacec
cgetgcacce
cgcagcttco
cggaagctge
ctatatccca
tcagecccagg
ttgteteccet
aagaggggtc
tgtgcaagta
tgcataatgg
tggaaggaaa

aa

<210> 2

<211> 624

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

20

atgagodete
gocoetgtet
gtgtatacte
atgggcaccyg
tgctgeceoetyg
atcctcatga
cagtgtgaat
coocaccace
tocccagetg
agcaccacca
tcocgttgeca
gaaggtgaca
gtgggggaac
cagaagctge
gaggccatca
acataccagc
agcatcttac
gatttggget

aaaaaaaaaa

tgctecgecy
cccagectga
gegetacetyg
tggccaaaca
acgatggect
tceggtacce
gcagacctaa
gtoceccagee
acatcaccca
gogoccotgac
agggcggggc
catggeotttt
aaagaggage
tctaggacct
tcaaacagga
tcaggggaga

aactggctct

ttggtacaag

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
g40
900
9260

1020
1080
1149

1172



ES 2 640 900 T3

atgagccctc tgctocegecg coctgetgcte gecgcactcc tgcagcoctgge cecccgcecoccag 60
gccocetgtet cccagectga tgcccoctgge caccagagga aagtggtgte atggatagat 120
gtgtatacte gogoctacetyg ccagececgy gaggtggtgyg tgeccttgac tgtggagetce 180
atgggcaceg tggocaaaca gotggtgoeee agetgegtga ctgtgcageg ctgbggtgge 240
tgetgecctg acgatggoct ggagtgtgtg coccactggge ageaccaaght coggatgeag 300
atcctcatga tccggtaccc gagcagtcag ctgggggaga tgtccctgga agaacacagce 360
cagtgtgaat gcagacctaa aaaaaaggac agtgctgtga agccagacag ggctgccact 420
cccrcaccacce gtccccagec cogttotgtt cegggectggyg actcoctgeccce cggagcaccce 480
tecccagetg acatcacoca teccactoca gococcaggee cctetgeocca cgetgeaccee 540
agcaccacca geogecctgac ccocceggacet gecgetgeocg ctgoegacge cgcagektec 600
tecgttgeca agggegggge ttag 624
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<400> 3
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Pro Arg Glu Val Val Val Pro Leu Thr Val Glu Leu Met Gly Thr Vval
50 55 60
Ala Lys Gln Leu Val Proc Ser Cys Val Thr Val Gln Arg Cys Gly Gly
85 70 75 80
Cys Cys Pro Asp Asp Gly Leu Glu Cys Val Prco Thr Gly Gln His Gln
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Val Arg Met Gln Ile Leu Met Ile Arg Tyr Pro Ser Ser Gln Leu Gly
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Glu Met Ser Leu Glu Glu His Ser Gln Cys Glu Cys Arg Pro Lys Lys
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ttggecaatyg
aacgaggaat
tgcaaaaagyg
tgectgtecte
tggacctact
agcctcaaca
tgtgacaaga
tetgtgacat
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gcetgeccca
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ggcagetgga
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aggatggaat
gggacaactg
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atcagtgtga
gcattggaga
tggacaacty
gagatgeoctyg
gactegtgee

aagatgattt

23

gecteccota
tagetgoact
catcatgeocce
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ctgcoctgec
acggeocaaca
aacaagaacyg
tgcaagcctg
tggeccaatg
tgecocaace
tgtgatgatg
tacaacccag
cectacaace
getgeagaca
aatgtggace
ttggaacaca
aacaatcaqgg
cecaatgeoca
gatgacaacg
cagaaggact

agtgtgccag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1520

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



acatcgatga
agatgattce
atcagggtaa
atgagtttaa
actatgctgg
agcaagtcac
tttctgtgaa
ggcacacagyg
getggaaaga
ttagagtggt
aaacctatge
ctgacctgaa
cataaaccaa
cacttetect
gacctgccte
aagacatctt
gettcagttg
gaggccatct
tcactagaat
ggcecaaagea
aactgttaca
catgatgetg
gaaagggaga
ctgcagtgge
ttgcctggte
ggaaaatagg
cgtgettata
cctttectet
atttttttta
getgaaggat

agagtetteg

catctgtect
totggacece
agaactogte
tgctgtggac
atttgtcttt
cocagtcctac
agttgtaaac
aaacacccct
ttteoacegee
gatgtatgaa
tggtggtaga
atacgaatgt
tgetggtatt
tggettoctt
aagaaaatgc
ccaagcatat
ggaaggtgcc
ctgagcagtyg
tagcaaacaa
ctaaggggag
tgtteggtac
actggegtta
caaagactgg
cagaattagy
acattgaaat
aaaacctacc
tttttatggt
tttttectga
aatgetttac
tatteatgga

tgactgtaag
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gagaatgttyg
aaagggacat
cagactgtca
ttcagtggea
ggctaccagt
tgggacacca
tccaccacag
ggccaggtge
tacagatgge
gggaagaaaa
ctagggttgt
agagatocct
geaccttetg
ettttetgtyg
agttttcaaa
aaacaattge
cattccactce
gactcaaaag
aaccaccotg
ggogeatace
taagtcattt
getgattaac
cttctggact
gaatcagaat
tggtggettc
atctcagtga
tacaatggca
attatcatgg
gatgtaaaat
acaggaagaa

attgtaaata

acatcagtga
cccaaaatga
actgtgatec
cctteottcat
ccagcagccg
accccacgag
ggcctggoga
gcaccctgtyg
gtctcageca
tcatggctga
ttgtettete
aatcatcaaa
gaactatggg
cttgeatcag
aacagactca
tttggtttee
tgcoctttgte
cattttecagg
acatcctoct
cgagacgatt
tcaggggatt
ccatgtaaat
toctoocotga
caaaccagtyg
attctagatg
gcaccagctg
caaaattatt
agttttctaa
atttattttt
gegtaaagac

cagattattt

24

gaccgatttce
cocctaactgg
tggacteget
caacaccgaa
cttttatgtt
ggctcaggga
gcacctgoegy
gcatgaccct
caggecaaag
ctcaggacce
tcaagaaatg
ttgttgattyg
cttgagaaaa
tgtggactee
gcattcagecc
ttttgaaaaa
acagagcagyg
catgtcagag
tcaggaacac
gtatgaagaa
gaaagactat
aggcacttaa
tccoccacoot
taaggcagty
tagecttgtge
cctcccaaag
atcaacctaa
ttcteotcttt
tacttattet
tatccatgte

attaactetg

cgcoogattec
gttgtacgcc
gtaggttatg
agggacgatg
gtgatgtgga
tactcgggec
aacgccctgt
cgtcacatag
acgggtttea
atctatgata
gtgttettet
aaagactgat
cecccaggat
tagaacgtge
tccaatgaat
gcatctactt
gtgctattgt
aagggaggac
ggggagcaga
aatatggagg
tgctggattt
atagaagcag
tactcatcac
ctggctgeoea
agatgtagca
gaggggcagc
ctaaaacatt
tggaatgtag
ggaagatcotg
atetttgttg

ttetgeotgyg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
35960
4020
4080
4140
4200
4280
4320
4380
4440
4500
4580
4620
4680
4740
4800

4860



10

aaatttagge
tettgeaaga
agtggatgtt
tatccatttg
cccocatcect
tttccaaaag
ttgtgtgact
ttaaagctac
aagtattcec
ttttttctat
tggaatagat
cctgtagagt
ggttttttet
ttttactatt
cattttacat

caataaatca

ttcatacgga
acagcacaaqg
atgggattet
caaatgtttt
tgtgecatatt
agaaaaaaat
gagtaaagaa
tgtagtacct
aataaggaaa
catctggtat
atctcagatt
tagtatttot
tttttttgtt
tgccaatace
tetaaageag

tatggaaatt

<210>5

<211> 3513

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

atggggctgg
attccagagt
cgcaaggagt
atcgaggatg
getgtgeggy
cggggcacyc
tccaatggea
gtgtctgtyg
caggaagaca
gtoeccated

aaggggggcy

accacaccag

cctggggact
ctggcggaga
ctgggegeeg
ccaacctgat
cagaaaaggg
tgctggecet
aggcgggeac
aagaagctct
gggeccaget
aaagcegtett
tcaatgacaa

aagacatcct
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aagtgtttga
gaaaatcagt
ttttttetet
aaattgcaaa
tccagggaga
gacaaaaggt
tttttggate
aaaaagtcag
tagcattgaa
accattgett
gtgtagatat
atttttatat
ttgttttttt
tttttetagg
tgtaagttgt

tatatttata

aggcgtcectg
caacagcgtg
actggtgaag
ccccccetgty
tttectectt
ggagcggaaa
cctggacecteo
cctggcaace
gtacatcgac
caccagagac
tttecagggyg

caggaacaaa

gageaagtag
ctaataaget
gttttatett
gaaagccatyg
aggaaagcat
gaaacttaca
aagcggaaaqg
tgttgtacat
atgttaaata
tatttttata
gctatttaaa
aatgtttgca
tttttttitt
aatgtgettt
atattactgt

daaaaaaaaa

ttocectgatge
tttgacatct
ggccccgace
cctgatgaca
ctggeatoce
gaccactctyg
agocctgacog
ggccagtaga
tgtgaaaaga
ctggecagea
gtgctgcaga

ggctgctcca

25

ttgacattta
getetgecee
ttecaagtgga
aggtctteocaa
atacactttt
tacaaatatt
agtttaagtg
agcataaaaa
caatttetga
aattattttc
taatttatca
cactgaattg
ttttgetttt
tttttgtaca
ttettatgta

aaaaaaaaaa

atgtgtgtgg

ttgaactcac
cttecageeo
agttcocaaga
tgaggcagat
gocaggtctt
tccaaggaaa
agagcatcac
tggagaatge
tegecagact
atgtgaggtt

gctctaccag

teageaaate
ttgtgeteag
attagttggt
tactgtttta
ttotttcatt
acctcatttg
tetaacaaace
ctetgoagag
aagttatgtt
tcattgceat
ggaaatactyg
aagaattgtt
gaccteoccat
catttttate
caaggaacaa

daaaaaaaaa

caccaaccgc
cggggcecgec
agctttooge
cetggtggat
gaagaagace
cagcgtggty
gecagcacgtyg
cctgtttgty
tgagttggac
cegeategea
tgtetttgga

tgtecctecte

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



acccttgaca
cacaagacaa
gtectggaac
gtgactgaaqg
aacggagttc
tgteagaact
gocacagtte
ggctggtctce
cagegoggece
cggacctgee
tggtecccogt
cteotgoaact
acdcaaagecot
tgggacatct
aaccccacac
tgcaacaage
aagtgtacta
ggaaatggca
aaccacaatg
cocccacget
aaacaggtgt
gacaagtgea
ggctacgetyg
gagaacctgg
cttcccaact
gacgatgaca
gotcagtatyg
cacaacccag
attgatggag
cagagagaca
aatcecggate

gatattgatg

acaacgtggt
aggacttgca
tcaggggeet
agaacaaaga
agtacagaaa
cagttaccat
ctgatggaga
catggtccga
goeteetgega
acattcagga
ggtcatcttg
ctcoccagece
goaagaaaga
gttctgtcac
coccagtttgy
aggactgtee
gctaccctga
tccagtgecac
gagagcaccg
tcacoggete
goaageccog
actacctggy
gcaatggcat
tgtgcgtgge
cagggcagga
atgataaaat
actatgacag
ateaggeaga
acggtatect
ctgatatgga
agetggacte

aagatggeca
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gaatggttcoc
agecatctyge
gegeaccatt
gttggccaat
taacgaggaa
ctgcaaaaag
atgetgtoct
gtggacctcc
tagoctcaac
gtgtgacaag
ttctgtgaca
ccagatgaac
cgoctgooea
ctgtggagga
aggcaaggac
aattgatgga
tggcagctgg
agatgttgat
gtgtgagaac
acagccctte
taaccocktyge
ceactatage
catctgoggg
caatgcgact
agactatgac
tecagatgac
agatgatgtyg
cacagacaac
caatgaacgg
tggguttgga
tgactcagac

ccagaacaat

agoocctgeca
ggcatcteoct
gtgaccacge
gagctgagge
tggactgttg
gtgtectgea
cgetgttgge
tgttctacga
aaccogatgty
agatttaaac
togtggtgatg
gggaaaccct
atcaatggag
ggggtacaga
tgegttggtyg
tgectgteca
aaatgtggtg
gagtgcaaag
acggaccccyg
ggccagggty

acggatggga

gacoccatgt
gaggacacayg
taccactgca
aaggatggaa
agggacaact
ggagaccaget
aatggggaag
gacaactgee
gatcagtgtg
cgcattggag

ctggacaact

26

tcogoactaa
gtgatgagcect
tgcaggacag
ggoctoccet
atagctgcac
ccatcatgee
ccagogacte
gctgtggcaa
agggcteocte
aggatggtag
gtgtgatcac
gtgaaggcga
getggggtac
aacgtagtceg
atgtaacaga
atceotgott
cttgtoccee
aagtgcctga
getacaactg
tocgaacatge
cogacgacty
accgcetgega
acctggatgg
aaaaggataa
ttggtgatgce
gtecatteca
gtgacaactyg
gagacgcctg
agtacgtcta
acaattgccc

atacctgtga

gtecctatgt

ctacattgge
gtccagecatg
catcocgoaaa
atgctatcac
tgagtgtcac
ctgotocaat
tgoggacgat
tggaattcag
ggtocagaca
ctggagecac
aaggatecgg
agcgcgggag
ttggtcacca
tctetgeaac
aaaccagate
tgeceggegty
tggttacagt
tgecctgette
cetgecococtge
cacggocaac
caacaagaac
gtgcaagect
ctggcccaat
ttgccccaac
ctgtgatgat
ttacaaccca
tecctacaace
tgetgeagac
caatgtggac
cttggaacac
caacaatcag

goccaatgee

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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aaccaggctg accatgacaa agatggcaag ggagatgcect gtgaccacga tgatgacaac 2700
gatggcattc ctgatgacaa ggacaactgc agactcgtge ccaatcccga ccagaaggac 2760
tctgacggeg atggtcgagyg tgatgoctge aaagatgatt ttgaccatga cagtgtgeca 2820
gacatcgatg acatctgtcee tgagaatgtt gacatcagtg agacecgattt cegecgatte 2880
cagatgatte ctetggacce caaagggaca teccaaaatg acoctaactg ggttgtacge 2940
catcagggta aagaactegt ccagactgte aactgtgate ctggactege tgtaggttat 3000
gatgagttta atgctgtgga cttcocagtgge accttettca tcaacaccga aagggacgat 30860
gactatgctg gatttgtctt tggctaccag tccagcagcc gottttatgt tgtgatgtgg 3120
aagcaagtea cccagtcocta ctgggacacc aaccccacga gggetcaggg atactcggge 3180
ctttetgtga aagttgtaaa cteocaccaca gggeoectggog ageacctgeg gaacgeoecctg 3240
tggcacacag gaaacacdece tggocaggtyg cgcacectgt ggoatgacec togtcacata 3300
ggctggaaag atttcacege ctacagatgg cgtcteoagee acaggecaaa gacgggttte 3360
attagagtgg tgatgtatga agggaagaaa atcatggctyg actcaggacc catctatgat 3420
aaaacctatg ctggtggtag actagggttg tttgtcttct ctcaagaaat ggtgttctte 3480
tctgacctga aatacgaatg tagagatccc taa 3513
<210> 6
<211> 1170
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 6
Met Gly Leu Ala Trp Gly Leu Gly Val Leu Phe Leu Met His Val Cys
1 5 10 15
Gly Thr Asn Arg Ile Pro Glu Ser Gly Gly Asp Asn Ser Val Phe Asp
20 25 30
Ile Phe Glu Leu Thr Gly Ala Ala Arg Lys Gly Ser Gly Arg Arg Leu
35 40 45
Val Lys Gly Pro Asp Pro Ser Ser Pro Ala Phe Arg Ile Glu Asp Ala
50 55 60
Asn Leu Ile Pro Pro Val Pro Asp Asp Lys Phe Gln Asp Leu Val Asp
85 70 75 80
Ala Val Arg Ala Glu Lys Gly Phe Leu Leu Leu Ala Ser Leu Arg Gln
85 90 95

27



Met

Ser

Glu

145

Gln

Ala

Ser

Gln

Asp

225

Thr

Asn

Ser

Thr

Asn

305

Asn

Thr

Lys

Gly

Leu

130

Ala

Glu

Glu

Ile

Gly

210

Ile

Leu

Tyr

Cys

Ile

290

Lys

Gly

Glu

Lys

Gln

115

Ser

Asp

Ala
195

Val

Asp

Ile

Asp

275

val

Glu

val

Cys

Thr

100

Val

Leu

Leu

Arg

Asp

130

Arg

Leu

Arg

Asn

Gly

280

Glu

Thr

Leu

Gln

His
340

Arg

Phe

Thr

Ala

Ala

165

Val

Leu

Gln

Asn

Asn

245

Hig

Leu

Thr

Ala

Tyr

325

Cys
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Gly

Ser

Val

Thr

150

Gln

Pro

Arg

Asn

Lys

230

Val

Lys

Sazr

Leu

Asn

310

Arg

Gln

Thr

val

Gln

135

Gly

Len

Ile

Ile

Val

215

Gly

Val

Thr

Ser

Gln

295

Glu

Azn

Asn

Leu

Val

120

Gly

Gln

Tyr

Gln

Ala

200

Arg

Cys

Asn

Lys

Mat

280

Asp

Leu

Asn

Ser

28

Leu

105

Ser

Lys

Trp

Ile

Ser

185

Lys

Phe

Ser

Gly

Aszp

265

val

Ser

Arg

Glu

val
345

Ala

Asn

Gln

Lys

Asp

170

Val

Gly

val

Ser

Ser

250

Leu

Ile

Arg

Glu

330

Thr

Leu

Gly

His

Ser

155

Cys

Phe

Gly

Phe

Ser

235

Ser

Gln

Glu

Arg

Pro

315

Trp

Ile

Glu

Lys

Val

140

Ile

Glu

Thr

Val

Gly

220

Thr

Pro

Ala

Lau

Lys

300

Pro

Thr

Cys

Arg

Ala

125

Val

Thr

Lys

Asn

205

Thr

Ser

Ala

Ile

Arg

285

val

Leu

val

Lys

Lys

110

Gly

Ser

Leu

Met

Asp

190

Asp

Thr

Vval

Ile

Cys

270

Gly

Thr

Cys

Asp

Lys
350

Asp

Thr

val

Phe

Glu

175

Leu

Asn

Pro

Leu

Arg

255

Gly

Lau

Glu

Tyr

Sar

3335

val

His

Leu

Glu

Val

160

Asn

Ala

Phe

Glu

Leu

240

Thr

Ile

Arg

Glu

His

320

Cys

Ser



Cys

Cys

Trp

385

Gln

Ser

Lys

Val

Pro

465

Thr

Pro

Gln

Lys

Asp

545

Lys

Pro

Lys

Pro

Pro

370

Ser

Arg

Vval

Gln

Thr

450

Ser

Lys

Trp

Lys

Asp

530

Cys

Cys

Gly

Glu

Ile

355

Arg

Glu

Gly

Gln

Asp

435

Cys

Pro

Ala

Sar

Arg

515

Cys

Pro

Thr

Tyr

val
595

Met

Cys

Trp

Arg

Thr

420

Gly

Gly

Gln

Cys

Pro

500

Ser

val

Ile

Ser

Ser

580

Pro

Pro

Trp

Thr

Ser

405

Arg

Gly

Asp

Mat

Lys

485

Trp

Arg

Gly

Asp

Tyr

565

Gly

Asp
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Cys

Pro

Ser

3%0

Cys

Thr

Trp

Gly

Asn

470

Lys

Azp

Leu

Asp

Gly

550

Pro

Asn

Ala

Ser

Ser

375

Cys

Asp

Cys

Ser

Val

455

Gly

Asp

Ile

Cys

val

535

Cys

Asp

Gly

Cys

Asn

360

Asp

Ser

Ser

His

His

440

Ile

Lys

Ala

Cys

Asn

520

Thr

Leu

Gly

Ile

Phe
600

29

Ala

Ser

Thr

Leu

Ile

425

Trp

Thr

Pro

Cys

Ser

505

Azn

Glu

Ser

Ser

Gln

585

Asn

Thr

Ala

Ser

Asn

410

Gln

Ser

Arg

Cys

Pro

490

Val

Pro

Asn

Asn

Trp
570

Cys

His

val

Asp

Cys

395

Asn

Glu

Pro

Ile

Glu

475

Ile

Thr

Thr

Gln

Pro

555

Lys

Thr

Asn

Pro

Asp

380

Gly

Arg

Cys

Trp

Arg

460

Gly

Asn

Cys

Fro

Ile

540

Cys

Cys

Asp

Gly

azp

365

Gly

aAsn

Cys

Asp

Ser

445

Leu

Glu

Gly

Gly

Gln

525

Cys

Phe

Gly

val

Glu
605

Gly

Trp

Gly

Glu

Lys

430

Ser

Cys

Ala

Gly

Gly

510

Phe

Asn

Ala

Ala

Asp

590

His

Glu

Ser

Ile

Gly

415

Arg

Cys

Asn

Trp

435

Gly

Gly

Lys

Gly

Cys

575

Glu

Arg

Cys

Pro

Gln

400

Ser

Phe

Ser

Ser

Glu

480

Gly

val

Gln

Val

560

Pro

Cys

Cys



Glu

Thr

625

Lys

Cys

Cys

Cys

705

Leu

Ala

Asn

Asp

Gln

785

Ile

Tyr

Cys

Ser

Asn

610

Gly

Gln

Asn

Tyr

Gly

690

Val

Pro

Cys

Cys

Val

770

Ala

Asp

Asn

Asp

Asp

Thr

Sear

val

Lys

Arg

675

Glu

Ala

Asn

Asp

Pro

755

Gly

Asp

Gly

Val

Asn

835

Arg

hep

Gln

Cys

Asn

660

Cys

Asp

Asn

Ser

Asp

740

Phe

Asp

Thr

Asp

Asp

820

Cye

Ile

Pro

Pro

Lys

645

Ala

Glu

Thr

Ala

Gly

725

Asp

His

Arg

Asp

Gly

805

Gln

Pro

Gly
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Gly

Phe

630

Pro

Lys

Cys

Asp

Thr

710

Gln

Asp

Tyr

Cye

Asn

790

Ile

Arg

Leu

Asp

Tyr

€15

Gly

Arg

Cys

Lys

Leu

695

Tyr

Glu

hsp

Asn

Asp

775

Asn

Leu

Asp

Glu

Thr

Azn

Gln

Asn

Asn

Pro

680

Asp

His

Asp

Asn

Pro

760

Asn

Gly

Asn

Thr

Hisg

840

Cys

30

Cys

Gly

Pro

Tyr

665

Gly

Gly

Cys

Tyr

Asp

745

Ala

Cys

Glu

Glu

Asp

825

Asn

Asp

Leu

Val

Cys

650

Leu

Tyr

Trp

Lys

Asp

730

Lys

Gln

Pro

Gly

810

Met

Pro

Asn

Pro

Glu

635

Thr

Gly

Ala

Prao

Lys

715

lys

Ila

Tyr

Tyx

Asp

795

Rep

Asp

Asp

Asn

Cys

620

His

Asp

His

Gly

Asn

700

Asp

Asp

Pro

Asp

Asn

780

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln

Pro

Ala

Gly

Tyr

Asn

685

Glu

Asn

Gly

Asp

Tyr

765

His

Cys

Cys

Val

Leu

845

Asp

Pro

Thr

Thr

Sar

670

Gly

Asn

Cys

Ile

Asp

150

Asp

Asn

Ala

Gln

Gly

830

Asp

Ile

Arg

Ala

His

655

Asp

Ila

Leu

Pro

Gly

735

Arg

Arg

Pro

Ala

Tyr

815

Asp

Ser

Asp

Phe

Asn

640

Asp

Pro

Ile

Val

Asn

720

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

800

vVal

Gln

Asp

Glu
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850 855 860

Agp Gly Hig Gln Azn Asn Leu Azp Asn Cys Pro Tyr Val Pro Asn Ala
865 870 875 880

Asn Gln Ala Asp His Asp Lys Asp Gly Lys Gly Asp Ala Cys Asp His
885 830 895

Agp Agp ARsp Asgn Azp Gly Ile Pro Asp Asp Lys Asgp Asn Cys Arg Leu
900 905 910

Val Pro Asn Pro Asp Gln Lys Asp Ser Asp Gly Asp Gly Arg Gly Asp
915 920 925

Ala Cys Lys Asp Asp FPhe Asp His Asp Ser Val Pro Asp Ile Asp Asp
930 935 940

Ile Cys Pro Glu Asn Val Asp Ile Ser Glu Thr Asp Phe Arg Arg Phe
945 850 955 960

Gln Met Ile Pro Leu Asp Pro Lys Gly Thr Ser Gln Asn Asp Pro Asn
865 970 975

Trp Val Val Arg His Gln Gly Lys Glu Leu Val Gln Thr Val Asn Cys
280 985 290

Asp Pro Gly Leu Ala Val Gly Tyr Asp Glu Phe Asn Ala Val Asp Ph
995 1000 1005

Ser Gly Thr Phe Phe Ile Asn Thr Glu Arg Asp Asp Asp Tyr Ala
1010 1015 1020

Gly Phe Val Phe Gly Tyr Gln Ser Ser Ser Arg Phe Tyr Val Vval
1025 1030 1035

Met Trp Lys Gln Val Thr Gln Ser Tyr Trp Asp Thr Asn Pro Thr
1040 1045 1050

Arg Ala Gln Gly Tyr Ser Gly Leu Ser Val Lys Val Val Asn Ser
1055 1060 1065

Thr Thr Gly Pro Gly Glu His Leu Arg Asn Ala Leun Trp His Thr
1070 1075 1080

Gly Asn Thr Pro Gly Gln Val Arg Thr Leu Trp Hig Asp Pro Arg
1085 1090 1095
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<210>7

His

His

Lys

Ala

Phe

<211> 1758
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

Ile
1100

Arg
1115

Lys
1130

Gly
1145

Phe
1160

Gly Trp Lys

Pro Lys Thr

Ile Met Ala

Gly Arg Leun

Ser Asp Leun
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Asp

Gly

Asp

Gly

Lys

Phe Thr Ala Tyr Arg
1105

Phe 1Ile Arg Val Val
1120

Ser Gly Pro Ile Tyr
1135

Leun Phe Val Phe Ser
1150

Tyr Glu Cys Arg Asp
1165

32

Trp Arg Leun Ser
1110

Met Tyr Glu Gly
1125

Azp Lys Thr Tyr
1140

Gln Glu Met Val
1158

Pro
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ctgetgtectg cggaggaaac tgeatcgacg gacggoegee cagetacggg aggacctgga 60
gtggcactgy gogocegacyg gaccatocee gggaceagee tgeococtegyg cgeccogoce 120
cgcocgggocyg ctcccegteg ggttcceccag ccacagoctt acctacggge tcctgactcee 180
gcaaggcttc cagaagatgce tcocgaaccace ggccggggcec toggggcagce agtgagggag 240
gegtccagee ccccactcag ctcttcoctoet cetgtgecag gggcteccccg ggggatgage 300
atggtggttt teoccteggag coccctgget cgggacgtet gagaagatge cggtcatgag 360
goetgttecet tgettectge ageteoctgge c¢gggctggeg ctgectgetyg tgeccecccea 420
geagtgggee ttgtetgetg ggaacggete gtcagaggtg gaagtggtac cettcocagga 480
agtgtgggge cgcagctact gcoccgggegcet ggagaggctg gtggacgtcg tgtccocgagta 540
coccagcgag gtggagcaca tgttcagoce atcctgtgtce toecotgetge getgcaccgg 600
ctgctgegge gatgagaatc tgecactgtgt gecggtggag acggccaatg tcaccatgea 660
getoctaaag atecegtteotg gggaceggee ctectacgtg gagetgacgt teteteagea 720
cgttogetge gaatgecgge ctetgeggga gaagatgaag ccggaaagga ggagaccacaa 780
gggcaggggy aagaggagga gagagaagcea gagaccocaca gactgoecace tgtgoggoga B40
tgetgttoce cggaggtaac ccaccccttg gaggagagag accocgcacc cggctoegtgt 800
atttattacc gtcacactct tcagtgacte ctgctggtac ctgccctcta tttattagec 960
aactgtttcc ctgctgaatg cctcgetcec ttcaagacga ggggcaggga aggacaggac 1020
cctcaggaat tcagtgectt caacaacgtg agagaaagag agaagecage cacagacccecs 1080
tgggagette cgetttgaaa gaagcaagac acgtggecte gtgaggggea agetaggoce 1140
cagaggecct ggaggtctee aggggcectge agaaggaaag aagggggccce tgctacctgt 1200
toettgggeoet caggotetge acagacaage ageccttget tteggagete ctgtocaaag 1260
tagggatgeg gatoctgetg gggocgecac ggoctggetg gtgggaagge cggeageggg 1320
cggaggggat ccagccactt cccoctctte ttctgaagat cagaacattc agectctggag 1380
aacagtggtt gcctggggge ttttgocact ccttgtcocceoe cgtgatctec cctcacactt 1440
tgccatttge ttgtactggyg acattgttet ttocggocaa ggtgccacca cecotgecoceco 1500
cctaagagac acatacagag tgggcocccgg getggagaaa gagetgectyg gatgagaaac 1560
agetcagoca gtggggatga ggtcaccagg ggaggageoect ghgoeghbocca getgaaggea 1620
gtggcagggg agcaggttcoe ccaagggecee tggoacccoce acaagetgte coctgeaggge 1680
catctgactg ccaagccaga ttctcttgaa taaagtattc tagtgtggaa aaaaaaaaaa 1740
aaaaaaaaaa aaaaaaaa 1758

<210> 8

<211> 513

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 8
atgceggtca tgaggetgtt ccettgette ctgeagetece tggeoceggget ggogetgect 80
getgtgeoece ccocagecagtg ggecttgtet getgggaacg geotogtcaga ggtggaagtg 120
gtaccecttee aggaagtgtyg gggeccgecage tactgecggg cgetggagag getggtggac 180
gteogtgtoeeg agtaceoccag cgaggtggag cacatgttea geccatectg tgtetecetyg 240
ctgegetgea coggetgetyg cggegatgag aatotgeact ghgtgeecggt ggagacggee 300
aatgteaceca tgeagetect aaagateoogt tetggggace ggeccteocta cghtggagetg 360
acgttecteote agroacgtteog ctgogaatge cggectoctge gggagaagat gaagocggaa 420
aggaggagac ccaagggcag ggggaagagg aggagagaga agcagagacc cacagactgce 480
cacctgtgeg gegatgeotgt tcoccceggagg taa 513

<210>9

<211>170

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Pro Val Met Arg Leu Phe Pro Cys Phe Leu Gln Leu Leu Ala Gly
1 5 10 15

Leu Ala Leu Pro Ala Val Pro Pro Gln Gln Trp Ala Leu Ser Ala Gly
20 25 30
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Asn Gly

Ser
50

Tyr Pro

65

Val Glu

Asp Arg

Glu Cys

130

Lys
145

Gly

His Leu

Ser Ser

35

Tyr Cys

Ser Glu

Cys Thr

85

Thr
100

Pro Ser

115

Arg Pro

Arg

Gly

Cys Gly

Glu Val

Arg Ala

Val

Gly

Ala Asn Val

Tyr Val

Leu Arg

Lys

Asp Ala
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Glu Val

Val Pro

40

Leu
55

Glu
70

His

Cys

Cys

Thr

Glu

Glu Arxrg

Met

Gly Asp

Met

Leu

Phe Ser

Glu
90

Gln
105

Leu

Thr Phe

120

Glu
135

Arg Arg Arg

150

Val

165

Lys

Pro

Met Lys

Glu

Lys

Arg Arg
170

Phe Gln

Glu Val

Trp

45

Val
60

Pro Ser

15

Asn
Leu

Lys

Ser Gln

Asp Val

Cys

His

Ile

His

Val Ser

Val

Ser

Val
95

Cys

Arg Ser

110

Val Arg

125

Pro
140

Gln Arxg
155

Pro

Glu Arg Arg Arg

Thr Asp

Gly

Glu

Leu

80

Pro

Gly

Cys

Pro

Cys
160

<210>10
<211>708

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

10

cocogcaggce
agcagaagca
cocttcocggg
caccegetgy
cgoaaccatt
ctocaggaga
atccgtggge

gtgocaagggt

ggctgcaaag

ttocacaagg

tgagggcagg
gcagcagcag
cgectoctget
goagoocegy
tgcagggeaa
gocccegtee
accgcaaaat
ctggotgett
tgctgaggeg

ggctttttee

tgggaagcaa
ccteocgeagt
cctgctetto
tteagecteg
actgtceggag
cacaggtgte
ggtcctctac
tgggaggaag
gcattaagag

tcaaccctgt

acccggacgc
ccctoccagag
ttgcatctgg
gacttggaaa
ctgcaggtyg
tggaagtcce
accctgoggy
atggacogga
gaagtcctgy

ggccegeettt

35

atcgcagcag
acatggatcc
ctttcotggg
cegteegggtt
agcagacatc
gggaggtage
caccacgaag
tcagctecte
ctgcagacac

gaagtgacte

cagcagcagc
ccagacagca
aggtcgttce
acaggagcag
cetggageoce
caccgaggge
ccccaagatyg
cagtggoctyg
ctgcttotga

atttttttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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10

tgtatttatg tatttatttg attgttttat ataagatggt ttcttacctt tgagcacaaa 660
atttccacgg tgaaataaag tcaacattat aagctttaaa aaaasaaaa 708

<210> 11

<211> 405

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
atggatccece agacageace ttecegggeg ctectgeotce tgetetteott geoatetgget 60
ttcotgggag gtogttocca cocogetggge agocccggtt cageoctcogga cttggaaacg 120
tccgggttac aggagcagcyg caaccatttg cagggcaaac tgtcggaget gcaggtggag 180
cagacatcecc tggagccect ccaggagagc ccccgtccca caggtgtctg gaagtcccgg 240
gaggtagcea cogagggeat cceghbgggoac cgeaaaatgg tectetacac cetgegggea 300
ccacgaagec ccaagatggt geaagggtet ggetgetttyg ggaggaagat ggaccggate 360
agcteocteoeca gtggectggy ctgeaaagtg ¢tgaggegge attaa 405

<210>12

<211>134

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
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Met

Leu

Gly

His

Glu

65

Glu

Thr

Phe

<210> 13

<211> 184
<212> PRT

Asp

Hisg

Ser

Len

50

Pro

Val

Len

Gly

Pro

Leu

Ala

35

Gln

Leu

Ala

Arg

Arg
115

<213> Homo sapiens

<400> 13

Gln

Ala

20

Ser

Gly

Gln

Thr

Ala

100

Lys

Thr

Phe

Asp

Lys

Glu

Glu

85

Pro

Met
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Ala

Leu

Leu

Len

Ser

70

Gly

Arg

Asp

Lys

Pro

Gly

Glu

Ser

55

Pro

Ile

Ser

Arg

Val
130

Ser

Gly

Thr

40

Glu

Arg

Arg

Pro

Ile
120

Len

37

Arg

Arg

25

Ser

Len

Pro

Gly

Lys

105

Ser

Arg

Ala

10

Ser

Gly

Gln

Thr

Hisg

90

Met

Ser

Arg

Len

Hisg

Leu

Val

Gly

75

Arg

Val

Ser

His

Len

Pro

Gln

Glu

60

Val

Lys

Gln

Ser

Len

Leu

Glu

45

Gln

Trp

Met

Gly

Gly
125

Len

Gly

30

Gln

Thr

Lys

Val

Ser

110

Leu

Len

15

Ser

Arg

Ser

Ser

Leu

95

Gly

Gly

Phe

Pro

Asn

Len

Arg

80

Tyr

Cys

Cys



Phe

Gly

Pro

Ser

Arg
65

Trp

Glu

Phe

145

Val

Asp

Lys

Phe

Val

50

Gln

Asgp

Arg

Val

130

Gln

Val

Thr

Ala

Tyr

Leu

35

Phe

val

Lys

Ser

Phe

115

Asgp

Tyr

Ser

Tyr

Ile

20

Ile

Glu

Trp

Gly

100

Asp

Arg

Arg

Ser

Aszp
130

Arg

Ala

Glu

val

Gly

g5

Arg

Val

Met

Glu

Arg

165

Ile
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Glu

Phe

Asgp

Arg

Tyr

70

Leu

Gly

Lys

Phe

Lys

150

Ser

Leu

Ile

Ser

Lys

Leu

55

Thr

Gly

Lys

Ala

Pro

135

Ala

Glu

Gln

Gly

Glu

Trp

40

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Gly

Tyr

Leu

Cys

38

Asn

Gly

25

Pro

Lys

Ala

Asgp

Leu

105

Met

Val

Phe

Asn

Gln

10

Arg

Ala

Lys

Ser

Val

90

Val

Pro

Cys

Gln
170

Leu

Gly

Leu

Leu

val

15

Ala

Phe

Asp

Leu

Gln

155

Val

Tyr

Ser

Pro

Phe

60

Gln

Ser

Pro

Asgp

140

Asp

Asp

Leu

Arg

Arg

45

Phe

Gly

Val

Gly

Arg

125

Thr

Arg

Gln

Phe

Pro

30

Lys

Phe

Pro

Thr

Arg

110

Ser

His

Phe

Val

Lys
15

Gln

Ser

Arg

Gly

95

Arg

Ala

Asgp

Tyr

Gly
175

Asp

Gly

Asgp

Gly

Arg

80

Ala

Leu

Ser

Val

160

Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificaciéon de pacientes con infarto de miocardio que tienen un mayor riesgo de
desarrollar insuficiencia cardiaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB), de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y

- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca, sobre la base de dicha
comparacion.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que control es un valor de referencia obtenible de una
poblacién de pacientes infartados con un intervalo de resultados clinicos o en el que el control es un nivel
correspondiente de VEGFB, THBS1 y PGF de una muestra adicional de dicho paciente

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la muestra adicional es una muestra anterior del
paciente y uno de los siguientes niveles indica una mayor probabilidad de que dicho paciente sufra insuficiencia
cardiaca:

- niveles mas bajos de VEGFB en la muestra ensayada del paciente en comparaciéon con el VEGFB de la
muestra anterior;

- niveles mas altos de THBS1 en la muestra ensayada del paciente en comparacion con el THBS1 de la muestra
anterior; y

- niveles mas altos de PGF en la muestra ensayada del paciente en comparacion con el PGF de la muestra
anterior.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de fluido
corporal tomada del paciente es una muestra de sangre, una muestra de plasma, o una muestra de suero y/o en el
que los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF analizados son niveles de ARNm o niveles de proteina plasmatica, y/o en
el que la determinacion es mediante técnicas de comparacion de analisis estadistico del vecino mas cercano y/o el
procedimiento comprende ademas recopilar datos sobre uno o mas pacientes con IM, incluyendo el analisis de los
niveles o valores de VEGFB, THBS1 y PGF y el resultado clinico asociado para ese paciente para crear datos
caracteristicos para VEGFB, THBS1 y PGF asociados a un resultado clinico particular, y/o en el que se utiliza un
clasificador para determinar el pronostico, incluyendo el clasificador programas tales como PAM, Kstar y SVM.

5. Un procedimiento de identificacion de pacientes con infarto de miocardio (IM) que tienen un mayor riesgo de
desarrollar insuficiencia cardiaca, que comprende:

- analizar una muestra de fluido corporal de un paciente post-IM para los niveles de ARNm o proteina plasmatica
de VEGFB, THBS1 y PGF para determinar datos caracteristicos del paciente, asociando estos datos
caracteristicos a un resultado clinico particular relacionado con la incidencia de insuficiencia cardiaca en dicho
paciente, e introducir estos datos caracteristicos en una base de datos;

- repetir el andlisis para una pluralidad de pacientes post-IM, para llenar la base de datos para contener
informacion de referencia sobre la relacion entre IC y niveles de VEGFB, THBS1 y PGF;

- determinar los datos caracteristicos de un paciente post-IM con pronéstico desconocido; y

- procesar los datos caracteristicos para los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente con prondstico
desconocido para compararlos con los datos caracteristicos de la base de datos; y

- emitir un prondstico probable para el paciente con prondstico desconocido en funcién del resultado de la
comparacion.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la determinacién de un
mayor riesgo de insuficiencia cardiaca es relativa a aquellas muestras de referencia infartadas que tienen niveles
comparativamente altos de ARNm de VEGFB (relacién log > -1,4), niveles relativamente bajos de THBS1 (relacién
log < 0) y niveles relativamente bajos de PGF (relaciéon log < -0,1), en comparacién con la muestra consultada,
respectivamente y preferentemente en el que los valores de relacién varian en una cantidad seleccionada del grupo
que consiste en: al menos el 1 %, al menos el 5 %, al menos el 7 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos
el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 % y hasta el 50 %.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas analizar
el nivel de BNP y compararlo con una muestra de referencia de péptido natriurético cerebral (BNP).

8. Un procedimiento para establecer un prondstico para un paciente con infarto de miocardio de desarrollar
insuficiencia cardiaca, comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF); y

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con un control; y

- determinar el prondéstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparacion.
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9. Un procedimiento para establecer un prondstico para un paciente con infarto de miocardio de desarrollar
insuficiencia cardiaca, comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF); y

- consultar un programa estadistico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de
VEGFB, THBS1 y PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB vy bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar
insuficiencia cardiaca; y
- el clasificador dictara si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar insuficiencia cardiaca.

10. Un procedimiento de identificacion de pacientes con infarto de miocardio que tienen un riesgo reducido de
insuficiencia cardiaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y

- determinar si el paciente tiene un riesgo reducido de desarrollar insuficiencia cardiaca, sobre la base de dicha
comparacion.

11. Un sistema que comprende una base de datos, comprendiendo la base de datos datos caracteristicos de
pacientes con IM e incluyendo los datos los resultados clinicos que corresponden con los niveles de VEGFB, THBS1
y PGF obtenidos en el andlisis post-IM y al menos un dispositivo de comparacion para acceder y/u operar la base de
datos y para procesar la consulta y adaptado para realizar el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-
10.
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Figura 1
P L Resistencia de cola (%): 32
Significativo: 525 . - i
Nimero medio de falsos positivos: 128,68 Hoja de grafico SAM se (%) 24,6
Tasa de descubrimiento falsa (%): 24,51
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Figura 2
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Figura 3

47 genes (filtrados con SAM) 38 genes
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Figura 4
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Figura 5
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Micromatrices

Grafico de dispersion Cuantil-Cuantil (micromatriz THBES1)
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Figura 6

VEGFB

PGF

THBS1

= r

Nivel de expresién (Iog ARN paciente/ARN referencia)

ol

i

.

F
33
wat

e

e}

Lol

]
&
H

B

L

A

i
R L —
i

B s oo A e et e B

H
H
(4]
i

1
i
Akl

L2

w3

H
i

(13

o T RS TRCTRRIE S ———

ey
R
T3
1.4
1.z
1)
e
e
4
ni
wa
ki
e

)

ES 2 640 900 T3

Micromatrices
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Figura 7
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Figura 9
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