ES 2 361214 T3

@ Numero de publicacién: 2 361 214

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
GO1N 33/68 (2006.01)
ESPANA GO1N 33/569 (2006.01)
® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 05755429 .7
Fecha de presentacién : 09.06.2005

Numero de publicacion de la solicitud: 1756582
Fecha de publicacion de la solicitud: 28.02.2007

Titulo: Marcadores para aterosclerosis.

@ Titular/es: IMMUNOCLIN Ltd.
Rowlandson House, 289-293 Ballards Lane
London N12 8NP, GB

Prioridad: 09.06.2004 GB 0412859

Fecha de publicacién de la mencién BOPI:
15.06.2011

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

@ Inventor/es: Bray, Dorothy;
Clerici, Mario y
Trabattoni, Daria, Lucia

Agente: Tomas Gil, Tesifonte Enrique

15.06.2011

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del

Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2361214 T3

DESCRIPCION

Marcadores para aterosclerosis.

Esta invencién se refiere a marcadores para aterosclerosis. Mas particularmente la presente invencion se refiere a
la identificacién de varios marcadores encontrados en la sangre y a su uso para ayudar al diagndstico o prognosis de,
o para identificar una predisposicion hacia la aterosclerosis y especialmente la susceptibilidad al desarrollo de placas
ateroscleréticas y/o obstruccion vascular.

La aterosclerosis es una remodelacion patoldgica de las arterias que es una causa principal de morbilidad y morta-
lidad en paises desarrollados; esta patologia es la base subyacente del infarto miocardial, accidente cerebrovascular y
enfermedad arterial periférica. La aterosclerosis se puede considerar como una forma inusual de inflamacién crénica
que ocurre en la pared de la arteria. Varios datos apoyan el papel patogenético o patégeno de la inflamacién en la
etiologia de aterosclerosis; la inflamacién es un fendmeno inmunolégico. Una de las pruebas de evidencia mds con-
vincentes de esta declaracion proviene de la observacion de que la estria grasa, las lesiones detectables mds temprano
en la aterosclerosis, contienen células espumosas derivadas de macréfagos que se derivan de monocitos circulatorios.
Linfocitos T estdn también presentes en las placas aterosclerdticas y la mayor parte de estos son células T CD3+CD4+
alfa beta. Tales células representan aproximadamente 2/3 de todas las células T CD3+ en lesiones humanas avan-
zadas, y segregan IFN gamma, IL-2, TNF alfa y beta que causan la activacién vascular de macréfagos, activacién
vascular e inflamacién. IFN gamma se considera ser responsable de la desestabilizacién de placa reduciendo el tapén
fibroso. Células T CD8+ estan también presentes en lesiones pero su papel contribuidor en aterosclerosis es menos
evidente.

El enrollamiento, adhesion, e infiltracién de células inmunoldgicas (monocitos y linfocitos T CD4) que circulan
en la sangre periférica en el endotelio se regula por dos familias mds importantes de proteinas expresadas en la su-
perficie de células inmunoldgicas, y en la superficie de células endoteliales: estas familias de proteinas son selectinas
e integrinas. Quimiocinas o citoquinas quimioatrayentes son extremadamente importantes también en el control del
trafico de células y para el reclutamiento de células inmunoldgicas en sitios de inflamacién. Algunas quimiocinas,
aquellas que pueden funcionar como mediadores potentes de migracién de monocitos y diferenciacién de macré-
fagos, se expresan en lesiones aterosclerdticas humanas. En particular, se considera firmemente que la proteina 1
quimioatrayente de macré6fagos (MCP-1) y su receptor especifico CCR2 intervienen en los estadios iniciales de la
aterogénesis.

Un soporte adicional para el papel patogenético o patégeno de la inflamacién en el desarrollo de placas ateroscle-
réticas proviene de la observacién hecha por los presentes inventores de que las citoquinas diferentes preferentemente
desencadenan el desarrollo de placas aterosclerdticas (por ejemplo, citoquinas tipo TH1 son “malas citoquinas” dentro
de este escenario bioldgico, es decir, desencadenan o se implican en la activacidn del desarrollo de placas aterosclerd-
ticas). Esto se vuelve mas claro cuando se considera que las citoquinas TH1 son citoquinas inflamatorias prototipicas.
Las citoquinas y otras proteinas inmunolégicas presentes en las lesiones aterosclerdticas no son sélo producidas por
linfocitos T CD4; de hecho, factores de crecimiento de fibroblasto (FGFs) y factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) son factores de crecimiento derivados de macrdéfagos que se ha descubierto que tienen efectos sig-
nificantes en la patologia de aterosclerosis y que son proteinas derivadas por macréfagos. Mientras sigue aumentando
el conocimiento cientifico de la composicién de la placa aterosclerdtica y la aportacidon de células encontradas en
lesiones, un diagnéstico fécil y fiable de aterosclerosis, particularmente en ausencia de sintomas clinicos sigue siendo
un desafio como la medicién y deteccién de cambios en poblaciones celulares en el sitio de lesién no es viable en la
practica clinica. Consecuentemente hay una necesidad de marcadores predictivos y faciles de valorar que podrian ser
detectados en muestras de sangre periféricas.

Los presentes inventores han encontrado que la inmunopatologia de placas ateroscleréticas y alteraciones de los
factores anteriormente descritos, y sus receptores especificos, suponen cambios de caracteristicas de poblaciones celu-
lares multiples que se pueden medir en muestras de sangre y en biopsias vasculares de sangre periférica. Las medidas
usadas pueden ser: (porcentajes) de concentraciones de células, expresion de marcadores de superficie celular, concen-
traciones intracelulares de citoquinas, quimiocinas o integrinas, los cuales solos o junto con otros pardmetros son Utiles
para ayudar al diagndstico o prognosis de, o para identificar una predisposicion hacia aterosclerosis y especialmente
la susceptibilidad al desarrollo de placas aterosclerdticas y/o obstruccién vascular.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un método para el diagnéstico, prognosis o identificacién de
una predisposicion hacia aterosclerosis que elimina o reduce la necesidad de técnicas invasivas tal como la elimina-
cioén de una placa para identificacién o para la necesidad de usar técnicas invasivas de representacién por imagenes
Opticas.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un método para el diagndstico, prognosis o identificacion de
una predisposicién hacia aterosclerosis y la susceptibilidad al desarrollo de placas aterosclerdticas y/o obstruccién
vascular, el método comprendiendo el andlisis de una muestra para determinar la frecuencia de porcentajes de mul-
tiples subpoblaciones de linfocitos T y comparar los datos obtenidos con datos comparativos y/o de control, donde
al menos una de dichas sub-poblaciones es una sub-poblacién de linfocitos T CD8+ seleccionados de los (fenoti-
pos) de subpoblaciones de CD8+/CD11L+/CD45RA+, CD8+/CD11L +/CD45RO+. CD8+CD11 a+, CD8+CD62L+y
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CD8+CD38+RO+, o una sub-poblacidn de linfocitos T CD4+ seleccionados de los siguientes fenotipos: CD4+CD25+,
CD4+DRII+, CD4+CD44+, CD4+CD62L+ y CD4+CD49d+.

Seglin se utiliza en este caso “multiple” significa al menos dos.

Preferiblemente, los porcentajes o proporciones de poblaciones de célula especificas son determinados. Conve-
nientemente, la muestra es una muestra de sangre o una biopsia.

En una forma de realizacion preferida, el método comprende analizar una muestra para determinar la frecuencia
de porcentajes de una o mas subpoblaciones de linfocitos T especificos y comparar los datos obtenidos contra datos
comparativos y/o de control.

Preferiblemente el método comprende determinar la frecuencia de porcentaje de una o mds subpoblaciones de
linfocitos T seleccionados de los (fenotipos) de subpoblaciones catalogados en los experimentos 1 y 2 descritos
aqui.

En particular, el método comprende la determinacién de adhesion, activacidn, y enrollamiento de marcadores
expresados en la superficie de linfocitos T CD8+. Como estas células son las células efectoras del brazo celular
de inmunidad, y como se sabe que su activacién puede tener un impacto negativo en el desarrollo de enfermedad
por medio de la destruccion de células diana (p. ej. la destruccién de células hepaticas que se infectan por virus de
hepatitis se media por células T CD8 y se une con el empeoramiento de la enfermedad) o por medio de la induccién
de una condicién inflamatoria crénica, los inventores creen que centrarse en estas células permite una determinacién
mas precisa de la predisposicién hacia aterosclerosis y la susceptibilidad al desarrollo de placas ateroscleréticas y/o
obstruccién vascular.

Adicionalmente, el método comprende determinar la frecuencia de porcentaje simultdnea de subpoblaciones miil-
tiples de linfocitos. Esta propuesta proviene del hecho de que la predisposicidn hacia aterosclerosis y la susceptibilidad
al desarrollo de placas aterosclerdticas y/o obstruccion vascular es multi-factorial y por tanto serd imposible predecir
con precision tal predisposicién con el andlisis de un tinico marcador.

En una forma de realizacién preferida, el método comprende determinar la frecuencia de porcentaje de multiples
subpoblaciones de linfocitos T donde al menos una de dichas subpoblaciones es una sub-poblacién de linfocitos T
CDS8+ y al menos otra de dichas subpoblaciones es una sub-poblacién de linfocitos T CD4+. Preferiblemente las
subpoblaciones de CD8+ y CD4+ se seleccionan de los fenotipos catalogados més arriba.

Particularmente preferidas, las subpoblaciones de CD8+ son: CD8+/CD11L+/CD45RA+ y CD8+/CDI11L
+/CD45RO+. Particularmente preferidas, las subpoblaciones de CD4+ son CD4+CD62L+ y CD4+CD49d+. Ideal-
mente, una o mds de cada una de las precedentes subpoblaciones de CD8+ y CD4+ son medidas juntas.

Las cuestiones bioldgicas que conducen a la definicién de tal panel se detallan de la siguiente manera:

= CD8/CDI11L/CD45RA; células post-ingenuas que expresan CD11 (aka LFA-1alfa) con una densidad de expre-
sién baja, asi estas son células que expresan niveles bajos de la adhesina CD11; esta expresion baja las hace
adherirse menos al endotelio. La reduccién de estas células en aterosclerosis significa que hay menos células
en circulacién con una baja “capacidad de adhesion” al endotelio. Estas células son similares a células de la
memoria central y migran a la periferia como un efecto posible de una “retroalimentacién negativa” que resulta
de la formacién de placas.

= CD8+/CDI11L +/CD45RO+; éstas son células T CD8 que se aumentan en inflamacion, similar al fenotipo de
células de memoria de efector; estas células también tienen una capacidad reducida de adherirse al epitelio y
pueden ser un producto de “retroalimentacioén negativa” como resultado de formacién de placas.

= CD4/CD62L; CD62L es una adhesina (aka L selectina) por tanto un marcador de adhesién expresado en CD4
y utilizado por estas células para adherirse a las altas vénulas endoteliales (HERV) y penetran en la pared
vascular.

= CD4/CD25 y CD8/DR11;/CD8/DR11; CD25 es el receptor para IL-2 y su expresién se correlaciona con la
inflamacién. DRII se expresa por CD4 y CDS tras su activacion, por tanto los datos de los inventores confirman
el estado inflamatorio asociado a la aterosclerosis.

= CD4/CD44 y CD4/CD49d; (cd44 aka M-CAM; CD49d aka VLA-4alfa); CD44 y CD49d son moléculas de
adhesidn; en teoria éstas deberfan aumentar en aterosclerosis; la reduccion podria ser secundaria a una retroali-
mentacién negativa (es decir, una via en la cual el cuerpo trata de parar el proceso aterogenético).

El valor predictivo del método de la invencién se puede aumentar por suplementacién del andlisis de diferentes
subpoblaciones de linfocitos con mds pruebas para otros marcadores inmunolégicos implicados en el desarrollo de
placas ateroscleréticas y obstruccién vascular. El uso de marcadores multiples facilita la prediccion de la progresion de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2361214 T3

la enfermedad con mejor valor predictivo y, por lo tanto, proporciona unos mejores resultados para el paciente porque
un tratamiento apropiado puede ser iniciado anteriormente. Multiples correlaciones inmunoldgicas proporcionan una
herramienta potente predictiva porque hay interdependencia entre los marcadores a diferencia de los diagndsticos de
rutina donde muy pocos resultados dependen unos de otros.

Por consiguiente, en otra forma de realizacion, la invencién proporciona un método para el diagnéstico, prognosis
o identificacién de una predisposicion hacia aterosclerosis y la susceptibilidad al desarrollo de placas aterosclerdticas
y/o obstruccion vascular como se ha descrito anteriormente, la cual ademds comprende determinar la concentracién
de uno o maés factores solubles intracelularmente, en plasma o en suero y comparar los datos obtenidos contra datos
comparativos y de control. Preferiblemente, dicho factor soluble es seleccionado del grupo que consiste en citoquinas
y quimiocinas. De la forma mds preferible, las citoquinas son citoquinas de activacion.

En otra forma de realizacién mads, la invencién proporciona un método para el diagndstico, prognosis o identi-
ficacién de una predisposicion hacia aterosclerosis y la susceptibilidad al desarrollo de placas aterosclerédticas y/o
obstruccién vascular como se ha descrito anteriormente, el cual ademds comprende uno o mds de los pasos adiciona-

les (a) y (b):

(a) determinar la frecuencia de porcentaje de células que expresan citoquinas de activacién, y/o quimiocinas, y/o
integrinas, y/o selectinas en la muestra;

(b) determinar la frecuencia de moléculas de la superficie celular responsables de la activacién celular y comparar
los datos obtenidos contra datos comparativos y de control.

Se prefiere que toda la informacién anterior se obtenga de la misma muestra de sangre, y ademads, los datos de la
quimiocina y la citoquina se pueden obtener de suero o plasma. Adicionalmente, la informacién se puede obtener de
una muestra de biopsia. No obstante, se prefiere que el método se use con una muestra de sangre para evitar o reducir
la necesidad de tomar muestras de biopsia.

Las citoquinas preferidas incluyen interleuquina-1 (o), interleuquina-2, interleuquina-3, interleuquina-4, interleu-
quina-5, interleuquina-6, interleuquina-7, interleuquina-8, interleuquina-9; interleuquina-10; interleuquina-11; inter-
leuquina-12; interleuquina-13; interleuquina-14; interleuquina-15; interleuquina-16; interleuquina-17, interferon-c,
interferon-3, interferon-y, factores de necrosis tumoral tales como TNF-a y TNF-8, factores de crecimiento de fi-
broblasto (FGF), factores de crecimiento derivados de las plaquetas(PDGF), factores estimuladores de colonias tales
como G-CSF, GM-CSF, M-LSF, y factores de crecimiento transformantes tal como TGF-g. De estos, TNF-q, IL-12,
interferon-«, FGF, y PDGF son especialmente preferidos.

Las quimiocinas preferidas incluyen quimiocinas CC y CXC.

El método puede incluir el paso adicional de determinar la concentracién de proteina macréfaga quimioatrayente
1 (MCP-1) en una muestra del mismo paciente.

Opcionalmente, el método puede también comprender los pasos matemadticos de determinar los cambios esta-
disticos en pardmetros inmunolégicos que pueden incluir proporciones de poblacién de linfocitos; por ejemplo la
proporcién de linfocitos CD8+/CD11L+/CD45RA+ a linfocitos CD8+/CD11L+/CD45RO+, puesto que estas dos po-
blaciones son propensas a ser una parte de la via de maduracién de linfocitos y las proporciones pueden por lo tanto
ayudar a determinar si el proceso de maduracién es alterado.

Formas de realizacion de la invencidn serdn ahora descritas puramente a modo de ejemplo no limitativo en el que
se hace referencia a las figuras de las cuales:

Figura 1 a a f. Describe cambios en subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica de individuos infectados de
HIV que desarrollaron (pl+) o no desarrollaron (pl-) placas aterosclerdticas (arteria cardtida) segin fue determinado
por evaluaciones por ecografia doppler y en controles saludables.

Figura 2 a a h. Describe cambios en poblaciones de célula T en sangre periférica de individuos HIV negativos
que desarrollaron (pl+) o no desarrollaron (pl-) placas ateroscleréticas (arteria cardtida) segtiin fue determinado por
evaluaciones por ecografia doppler.

Experimento 1: poblaciones de células T fueron evaluadas en sangre periférica de individuos infectados por HIV
que desarrollaron (pl+) o no desarrollaron (pl-) placas ateroscleréticas (arteria cardtida) seglin fue determinado por
evaluaciones por ecografia doppler. Datos de 10 controles saludables unidos por sexos y edades fueron también obte-
nidos. Los datos se presentan en tablas I y Il y en la figura 1.
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TABLA I

Andlisis de varias subpoblaciones de linfocitos diferentes por métodos de FACS en sangre periférica de individuos
infectados por HIV que desarrollaron (pl+) o no desarrollaron (pl-) placas aterosclerdticas (arteria carétida)
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seguin fue determinado por evaluaciones por ecografia doppler en el experimento 1

Fenotipo Prueba T Media

Pl+vspl- Pl+ Pl-

CD8+CD25+ 0, 374225892 236 580

CD4+CD25+ 0, 072409562 291 0,56

CD8+DRIi+ 0, 282417879 19, 83 711

CD4+DRII+ 0, 030600648 23,09 1,565
CD4+CD44+ 0, 00395716 70, 60 20, 36
CD8+CD44+ 0, 160297549 72, 80 51,30
CD4+CD11a+ 0, 225448719 51,05 29, 99
CD8+CD11a+ 0, 074474538 87,70 52,83
CD4+CD62L+ 0, 21745848 35,67 13,27
CD8+CD62L+ 0, 029642338 41,87 20, 42

CD8+CD38+RO+ 0, 00295714 12, 80 2,35
CD8+CD28-RA+ 0, 245463793 36,17 52,72
CD4+CD3+RO+ 0, 085958624 69, 50 41, 58
CD4+CD62L+RA+ 0, 654853858 20,98 18,12
CD8+CD11altoRA+ 0, 166981489 13,57 14, 80
CD8+CD11bajoRA+ 0, 344892909 4,93 16, 08
CD8+CD11altoRO+ 0, 044961021 28,00 10, 80
CD4+CD49d 0, 034261111 39,10 12,98
CD8+CD49d ND 40, 10 47, 80

Los pacientes (N=15/grupo) fueron comparables en términos vitro-inmunolégicos y han estado experimentando

un ARV basado en Pl-.

TABLA II

Datos obtenidos en 10 controles saludables unidos por sexos y edades en experimento 1

Fenotipo Media Sd Se
CD8+CD25+ 2,14 0, 17591935 0,07
CD4+CD25+ 0,84 0, 22154221 0,09
CD8+DRIl+ 7.22 4, 19724456 1,71

CD4+DRIl+ 1,77 0, 9772532 0.4
CD4+CD44+ 42 16 5,68561259 2,32
CD8+CD44+ 29, 21 3, 33288092 1,36
CD4+CD11a+ 19, 60 5, 92143001 242
CD8+CD11a+ 30,93 3, 40377941 1,39
CD4+CD62L+ 32,19 5, 790345 2,36
CD8+CD62L+ 20, 67 3, 95462357 1,61

CD8+CD38+RO+ 3,83 2, 68271451 1,09
CD8+CD28-RA+ 49, 40 8, 18005705 3,34
CD4+CD3+RO+ 45,53 5, 96984486 2,44
CD4+CD62L+RA+ 18, 64 5, 45858869 2,23
CD8+CD11altoRA+ 18, 10 5, 76136558 2,35
CD8+CD11bajoRA+ 441 3, 05692033 1,25
CD8+CD11altoRO+ 15,23 5, 00723286 2,04
CD4+CD49d 9,57 2, 21578802
CD8+CD49d NT

Experimento 2: poblaciones de células T fueron evaluadas en sangre periférica de individuos HIV negativos que
desarrollaron (pl+) o no desarrollaron (pl-) placas aterosclerdticas (arteria carétida) segtin fue determinado por eva-
luaciones por ecografia doppler. Los datos se presentan en la tabla Il y figura 2.

Las observaciones iniciales de los presentes inventores fueron hechas en pacientes infectados de HIV. Como HIV
es una deficiencia inmunoldgica, es posible que las diferencias en poblaciones de linfocitos observadas en pacientes
infectados de HIV no puedan ser exactamente reflejadas en individuos no infectados por HIV. Por consiguiente, los
inventores estudiaron poblaciones de linfocitos en pacientes que no tenian ninguna otra enfermedad pero con un
diagnéstico positivo de grosor de la intima como fue determinado por ecografia Doppler y en controles saludables
como fue confirmado por ecografia Doppler.
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Cuando estos datos fueron comparados con aquellos para pacientes infectados de HIV, fue observado que varios
de los marcadores de poblaciones de linfocitos fueron alteradas en la misma direccidn (es decir, frecuencia aumentada
o disminuida en pacientes que desarrollaron placas contra pacientes que no lo hicieron) en los pacientes no infectados
por HIV como se observé previamente en los pacientes infectados de HIV. Los pacientes de HIV + en el experimento
1 estaban en una fase avanzada de la enfermedad de HIV y fueron tratados con inhibidores de proteasa que debian ser
asociados con un aumento estadisticamente significante en el riesgo de enfermedad cardiovascular. La enfermedad de
HIV es una inmunodeficiencia y se prevé que una alteracion espectacular en marcadores de linfocitos sea progresi-
vamente superior con la enfermedad avanzada. La uniformidad de cambios en poblaciones multiples de linfocitos en
pacientes ateroscleréticos ambos experimentos son sorprendentes en la vista de las discrepancias previstas entre la po-
blacién infectada de HIV inmunodeficiente y pacientes no infectados de HIV. Por consiguiente, estos datos confirman
la utilidad de cambios en estas poblaciones de linfocitos como marcadores para aterosclerosis.

Habia algunas discrepancias entre los resultados de Experimento 1 (pacientes infectados de HIV) y experimento 2
(no infectados de HIV), pero esto ocurrié en poblaciones de linfocitos conocidas por ser afectadas por HIV.

Poblaciones de linfocitos que fueron observadas para ser alteradas en la misma direccién para pacientes que de-
sarrollaron placas tanto en los estudios de pacientes infectados de HIV como no infectados son los marcadores de
diagndstico mas prometedores para aterosclerosis. No obstante, puede ser discutido que poblaciones de linfocitos que
fueron observadas para alterarse en direcciones opuestas en los dos experimentos pueden todavia ser ttiles como mar-
cadores ya que un cambio observado de esta poblacién en un paciente en cualquier direccién podria ser una indicacién
de que una investigacion ulterior estd garantizada.

De manera interesante, poblaciones monociticas que expresan CD86 y CD80 fueron encontradas para ser disminui-
das en pacientes con aterosclerosis. Estas reducciones pueden ser una reflexién de migracion de monocitos en placas
ateroscleroticas.

Tabla IIT a y b muestran un anélisis fenotipico de varias subpoblaciones de linfocitos diferentes en sangre periférica
de individuos que desarrollaron placas aterosclerdticas (ATHERO1) y controles saludables (HC) en la parte a y niveles
de citoquina plasmaticas en la parte b. Cabe destacar que como niveles previstos de MCP-1 fueron mads altos en
pacientes de aterosclerosis en comparacion con controles saludables.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA IV

Marcadores de linfocitos citados en experimentos 1y 2

Marcador

Descripcién

Experimento 1 en HIV+ pts
Pl+ vs. pl-

Experimento 2 en HIV neg
pts Pl+ vs. PL-

CD8+CD25+

CD25 es el receptor para IL- 2 y su
expresion se correlaciona con
inflamacion. Linfocitos de expresién de
CD25 son linfocitos activados (un indice
indirecto de inflamacion)

Reduccién en pl+ cuando se
compara con HIV+ pero no
cuando se compara con
controles saludables

Aumento en pl+

CD4+CD25+

CD25 es el receptor para IL- 2 y su
expresion se  comelaciona  con
inflamacion. Linfocitos de expresiéon de
CD25 son linfocitos activados (un indice
indirecto de inflamacién)

Aumento en pl+

Ningin cambio en Pl+

CD8+DRII+

DRIl se expresa por CD4 y CD8 tras la
activacion. Linfocitos de expresion de
DRIl: mismo valor que CD25

Aumento en pl+

Aumento en pi+

CD4+DRII+

DRIl se expresa por CD4 y CD8 tras la
activacién. Linfocitos de expresion de
DRIi: mismo valor que CD25

Aumento en pl+

Aumento en pl+

CD4+CD44+

CD44 (M-CAM) es una molécula de
adhesion: linfocitos en circulacién se
adhieren a las células endoteliales; esto
facilita su penetracién en el endotelio

Aumento en pl+

Reduccion en Pi+

CD8+CD44+

CD44 (M-CAM) es una molécula de
adhesioén: linfocitos en circulacién se
adhieren a las células endoteliales; esto
facilita su penetracion en el endotelio

Aumento en pl+

Ningin cambio en pl+

CD4+CD11a+

CD11 a es cadena de integrina alfal
importante para adhesiones
intercelulares, y sefializacion
coestimulante

Aumento en pl+

Aumento en pi+

CD8+CD11a+

CD11 a es cadena de integrina alfal
importante para adhesiones
intercelulares, y sefializacién
coestimulante

Aumento en pl+

Aumento en pl+

CD4+CD62L+

CD82L es una adhesina (L selectina). Un
marcador de adhesién expresado en
CD4 y utilizado por estas células para
adherirse a las altas vénulas endoteliales
(HEV) y penetran en la pared vascular.

Aumento en pk

Aumento en pl+

CcD8+CD62L+

CD62L es una adhesina (L selectina). Un
marcador de adhesion expresado en
CD8 y utilizado por estas células para
adherirse a las altas vénulas endoteliales
(HEV) y penetrar en la pared vascular.

Aumento en pacientes pl+

No realizado

CD8+CD38+CD
45RO+

Linfocitos T activados por memoria: un
Indice indirecto de inflamacién vy
activacién inmunolégica

Aumento en pacientes pi+

No realizado

CD8+CD28-
CD45RA+

supresor T, células productoras de IL-10:
cuanto inferior sea su valor peor serd la
condicién inflamatoria

Ningun cambio

No realizado

CD4+CD3+CD4
5RO+

Linfocitos T activados por memoria: un
indice indirecto de inflamacién vy
activacién inmunolégica

Aumento en pi+

No realizado

CD4+CD62L+C
D45RA+

Linfocitos T ingenuos

Ningun cambio

No realizado

CD8+CD11
alto+CD45RA+

CD11 es una molécula de adhesién:
linfocitos en circulacion se adhieren a las
células endoteliales; esto facilita su
penetracion en el endotelio

Ningin cambio

No realizado
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CD8+CD11bajo | CD11 es una molécula de adhesién. | Reduccién en Pl+ Reducciétn en Pl+
+CD45RA+ Células que expresan niveles bajos de la
adhesina CD11 las hacen adherirse
menos al endotelio.

CD8+CD11a+C | CD11 a es una cadena de integrina alfalL | No realizado Ningun cambio
D45RA+ importante para adhesiones

intercelulares, y sefializacion

coestimulante
CD8+CD11alto | CD11 es una molécula de adhesiéon: | Aumento en pacientes Pl+ No realizado
+CD45RO+ linfocitos en circulacién se adhieren a las

células endoteliales; esto facilita su
penetracién en el endotelio
CD8+CD11bajo | CD11 es una molécula de adhesion; | No realizado Aumento en pl+
+CD45RO+ éstas son células T CD8 que aumentan
en inflamacion.

CD4+CD49d+ CD49 (VLA4 alfa) es una molécula de | Aumento en pacientes Pl+ Reducciotn en Pl+
adhesion: linfocitos en circulacion se
adhieren a las células endotefiales; esto
facilita su penetracién en el endotelio
CD8+CD49d+ CD49 (VLA-a alfa) es una molécula de | Ningan cambio No realizado
adhesion: linfocitos en circulacion se
adhieren a las células endoteliales; esto
facilita su penetracién en el endotelio
CD14+CD86+ CD86 es también conocido como B7.2 se | No realizado Reduccion en Pl+
enlaza a Cd28 responsable de Ila
coestimulacion de «células T, se
considera ser principaimente TH2

CD14 +CD80+ CD80 es también conocido CDB80 | No realizado Reduccibn en Pl+
también conocido como 87.1; se
considera ser principalmente TH1

CD14 +TLR2+ Receptor TLR2= TLR No realizado Ninguin cambio
CD14 + TLR4+ | Receptor TL4=TLR No realizado Ningtin cambio
CD14 + CD36+ | CD36 es marcador de activacién No realizado Ningtin cambio

Preferiblemente, el método incluye la etapa posterior de evaluacion del espesor de la intima vascular para valorar si
hay un grosor que puede ser indicativo de la presencia o probabilidad de aterosclerosis o placas ateroscleréticas. Para
conseguirlo se prefiere que otras técnicas no invasivas tales como ultrasonografia, incluyendo técnicas de ultrasonidos
de Doppler, se usen conjuntamente con el método de la presente invencién. Ademads, la presente invencién se puede
utilizar como una sustitucién de o ademds de técnicas de representacion por imdgenes invasivas convencionales.

Los inventores han mostrado que alteraciones en los pardmetros anteriormente descritos, en particular, cam-
bios en poblaciones de células T tales como CD8+/CD11L+/CD45RA+, CD8+/CD11L +/CD45RO+, CD8+CD11a+,
CD8+CD62L+, CD8+CD38+RO+, evaluadas junto con CD4+CD3+RO+, CD8+CDl11altoRO+, CD4+CD62L+,
CD4+CD49d+, CD4+CD25+, CD4+DRII+, CD4+CD44+, son indicativos de formacién de placas. Cuando el ani-
lisis segtin la invencidén indica un alto riesgo de que una placa se ha formado o es inminente, esto se puede confirmar
por prueba invasiva. Ventajosamente, la prueba segin la invencién es realizada primero en intervalos regulares y la
prueba invasiva sélo se realiza si se observa una frecuencia aumentada para una o mas de las poblaciones de células
indicadoras.

Esté previsto que los datos del método de la invencién sean interpretados usando software informatico y represen-
tacion gréfica.

Los métodos usados para medir células incluyen: marcar toda la sangre en un tinico tubo; lisar glébulos rojos; y
leer usando citometria de flujo. Alternativamente, las células marcadas se pueden adicionar a una fase sélida donde
las células son contadas usando un analizador de imédgenes y se utiliza un software personalizado para proporcionar
salida automatizada de datos: la salida se puede confeccionar para comparar resultados Unicos de los pacientes con
una base de datos de resultados de individuos saludables y con una base de datos de datos de estadios variables de la
enfermedad para facilitar una prediccidn precisa de formacion de placas.
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REIVINDICACIONES

1. Método para el diagndstico, prognosis o identificacion de una predisposicion hacia aterosclerosis y la suscep-
tibilidad al desarrollo de placas aterosclerdticas y/o obstruccién vascular, el método comprendiendo el andlisis de
una muestra para determinar la frecuencia en porcentaje de al menos dos subpoblaciones de linfocitos T y la com-
paracién de los datos contra datos comparativos y/o de control, donde al menos una de dichas subpoblaciones de
linfocitos T es una poblacion de células T CD8 seleccionada de la lista que consiste en CD8+/CD11L+/CD45RA+,
CD8+/CD11L+/CD45RO+, CD8+CD11 a+, CD8+CD62L+, CD8+CD11 altoRO+ y CD8+CD38+RO+, 0 una pobla-
cién de células CD4 T seleccionada de la lista que consiste en CD4+/62L+, CD4+CD49d+, CD4+CD25+, CD4+DRII+,
CD4+CD44+ y CD4+CD3+RO+.

2. Método segtin la reivindicacién 1, donde al menos una de dichas subpoblaciones de linfocitos T es una poblacién
de células T CDS seleccionada de la lista que consiste en CD8+/CD11L+/CD45RA+, CD8+/CD11L+/CD45RO+,
CD8+CD11 a+, CD8+CD62L+, CD8+CD11 altoRO+ y CD8+CD38+RO+ y al menos otra de dichas subpoblaciones
de linfocitos T es una poblacién de células T CD4 seleccionada de la lista que consiste en CD4+/62L+, CD4+CD49d,
CD4+CD25+, CD4+DRII+, CD4+CD44+y CD4+CD3+RO+.

3. Método segtn la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, donde la muestra es una muestra de sangre o una biopsia.

4. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes que ademds comprende determinar la concentra-
cién de uno o mds factores solubles intracelularmente, en plasma o en suero y comparar los datos obtenidos contra
datos comparativos y de control.

5. Método segtn la reivindicacién 4, donde dicho factor soluble es seleccionado del grupo que consiste en citoqui-
nas y quimiocinas.

6. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes que ademds comprende uno o més de los pasos
adicionales (a) y (b):

(a) determinar la frecuencia en porcentaje de células que expresan citoquinas de activacion, y/o quimiocinas,
y/o integrinas, y/o selectinas en la muestra;

(b) determinar la frecuencia de moléculas de superficie celular responsable de la activacién celular
y comparar los datos obtenidos contra datos comparativos y de control.

7. Método segtin la reivindicacion 5 o 6, en el que la citoquina es una o mds de interleuquina-1 (o), interleuquina-
2, interleuquina-3, interleuquina-4, interleuquina-5, interleuquina-6, interleuquina-7, interleuquina-8, interleuquina-9;
interleuquina-10; interleuquina-11; interleuquina-12; interleuquina-13; interleuquina-14; interleuquina-15; interleu-
quina-16; interleuquina-17, interferon-c, interferon-g, interferon-y, factores de necrosis tumoral tal como TNF-a y
TNF-S (factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), facto-
res estimuladores de colonias tales como G-CSF, GM-CSF, M-LSF, factores de crecimiento transformantes tal como
TGF-8.

8. Método segtn la reivindicacion 7, en el que las citoquinas son TNF-a, IL-12, interferon-a, FGF, y PDGF.

9. Método segun la reivindicacién 5 o 6, en el que las quimiocinas incluyen quimiocinas CC y CXC.

10. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método ademds comprende el paso
adicional de determinacién de la concentracion de proteina 1 quimioatrayente de macréfagos (MCP-1) en una muestra

del mismo paciente.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método ademds comprende el paso
adicional de determinar los cambios estadisticos en parametros inmunoldgicos.

12. Método segtn la reivindicacién 11, en el que el parametro inmunolégico es las proporciones de linfocitos.
13. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método ademas comprende el paso
de evaluacion del grosor de la intima vascular para determinar si hay grosor que puede ser indicativo de la presencia o

probabilidad de aterosclerosis o placas ateroscleréticas.

14. Método segtn la reivindicacién 13, en el que la evaluacién del espesor de la intima vascular es por ultrasono-
graffa.

15. Método segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que los datos son interpretados usando el
software informadtico y representacion de imagenes grafica.
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16. Método segtin la reivindicacién 3, en el que andlisis de la muestra de sangre comprende marcar toda la sangre
en un dnico tubo.

17. Método segun la reivindicacién 16, en el que el andlisis de la muestra de sangre comprende los otros pasos de
lisar gl6bulos rojos, y leer usando citometria de flujo.

18. Método segtn la reivindicacién 16, en el que andlisis de la muestra de sangre comprende los otros pasos de
afiadir las células marcadas a una fase sé6lida, y usar un analizador de imagenes para contar células.

19. Método segtin la reivindicacién 17 o 18, en el que el software informadtico se utiliza para comparar resultados

unicos de los pacientes con una base de datos de resultados saludables de los individuos y con una base de datos de
datos de estadios variables de la enfermedad para facilitar una prediccion precisa de la formacion de placas.
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