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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Este campo se refiere al campo de evaluaciéon de riesgo de enfermedad cardiovascular, tal como la
ateroesclorosis y las enfermedades cardiovasculares isquémicas.

DESCRIPTION DE LA TECNICA RELACIONADA

[0002] Ateroesclorosis es una enfermedad cronica que causa un engrosamiento de la capa mas interna (la
intima) de las arterias de tamafio medio y grande. Ello hace que el flujo de sangre disminuya y pueda causar
isquemia y la destruccioén de tejido en 6rganos suministrados por los vasos afectados. La ateroesclorosis es
la mayor causa de enfermedad cardiovascular incluyendo infarto de miocardio, ataque de apoplejia y
enfermedad arterial periférica. Es la mayor causa de mortalidad en el mundo occidental y se predice que
puede llegar a liderar la causa de muerte en el mundo entero dentro de dos décadas.

[0003] La enfermedad se inicializa por acumulacion de lipoproteinas; primariamente lipoproteina de baja
densidad (LDL)m en la matriz extracelular del vaso. Estas particulas LDL se agregan y se someten a una
modificacion oxidativa. LDL oxidad es proinflamartoria, téxica y causa dafio bascular. Ateroesclerosis
reprensta en muchos aspectos una respuesta a este dafo incluyendo inflamacion y fibrosis.

[0004] En 1989 Palinski y sus colegas indentificaron anticuerpos circulantes contra LDL oxidadas en
humanos. Esta obeservacion sugirié que la ateroesclerosis puede ser una enfermedad autoinmune causada
por reaxxiones inmunes contra lipoproteinas oxidadas. En este momento, varios laboratorios empezaron la
busqueda de asociaciones entre titulos de anticuerpo contre LDL oxidadas y enfermedad cardiovascular.
Sin embargo, la imagen que surgié de estos estudios fue nada Lara. Esistian anticuerpos contra un gran
numero de difrentes epitopos en LD oxidadas, pero la estructura de estos epitopos era desconocida. El
término “anticuerpos LDL oxidados” se referia asi a una mezcla desconocida de diferentes anticuerpos en
lugar de un anticuerpo especifico.

[0005] Esta bien establecido que hay una inflamacién en curso en las lesiones de aterosclerosis,
caracterizada por la activacion de células inmunocompetentes y la produccion de citoquinas inflamatorias.
Factores de riesgo establecidos como hipertension, lipidos en sangre, diabetes y fumar es probable que
promuevan esta reaccién inflamatoria, pero el mecanismo por el cual esto ocurre no esta bien caracterizado
y existen posiblilidades diferentes que no se excluyen mutuamente, Varios autoantigenos diferentes que
pueden provocar esta reactividad inmune han sido proguestos, incluyendo lipoproteina oxidada de baja
densidad (oxLDL) y proteinas de choque térmico (HSP) 23 Los datos disponibles en el papel de reacciones
inmunes en aterosclerosis indican una relacion compleja, Un ejemplo de esto es la inmunizacién en modelos
animales para influenciar la aterogenesis. Cuando HSP es utilizado, la ateroesclerosis aumenta pero
disminuye cuand oxLDL es el antigeno *°.

[0006] El papel de aOxLDL en enfermedad en humanos parece ser complejo. En humanos ha sido
previamente demostrado que aOxLDL es superior en controles de salud en hombres proximos a la
hipertension, un ejemplo de enfermedad® cardiovasacular temprana. Estudios recientes estan en linea con
la observacion "% Por otro lado, varios autores han informado que aOxLDL se elevan en enfermedades
cardiovasculares en humanos (CVD), especialmente en las ultimas <atapasz'3'9'10 . Un ejemplo es el lupus
eritematoso sistémico (SLE) y la enfermedad autoinmune asociada con un alto riesgo de CVD. Pacientes-
SLE con un historial de CVD tuvieron elevados niveles aOxLDL ''. Estos resultados hasta cierto punto
contradictorios pueden depender de métodos diferentes y etapas de LDL-oxidacion, dando diferencias en la
antigenicidad. Es también probable que la etapa de la enfermedad y el perfil de factor riesgo estén
relacionados con los niveles anticuerpo.

[0007] La lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL) tiene ella misma porpiedades porinflamatorias
inclutendo la activacion de las células T'>"*, monocitos/macrofagos y células endoteliales™ . OxLDL
promueve también la inflamacién en las células competentes inmunes de las lesiones ateroscleroticas'” Sin
embargo, deberia remarcarse que oxLDL puede disminuir las reacciones inflamatorias agudas X por
ejemplo, promover una inflamaciones crénica de grado mas bajo como se ve en las aterosclerosis’ . Es
interesante resaltar que muchos efectos bioldgicos de oxLDL son causados por factores de activacion en
placa (PAF)- similar a lipidos en oxLDL'*?".

[0008] Fosforilcolina (PC) es un componente principal no soélo en los fosfolipidos inflamatorios similares al
factor de activacion en placa-PAF (donde es fundamentel para la interaccion con el PAF-receptor) y en
oxLDL, pero también como componentes inmunogénicos de muchas bacterias incluyendo S. Pneumoniae®.
Ademas, PC se expresa por células? ** apoptoticas.

[0009] En US5455032, los conjugados de fosfocolina han sido utilizados en vacunas para inducir
inmunoporteccion contra infecciones de muchas bacterias como Streptococcus pneumoniae. En un reciente
estudio por Binder et al en vacuna de pneumococcus en ratones, se muestra que la vacuna disminuyé la
formacion de lesion aterosclerdtica. Se ha encontrado que muchos anticuerpos de oxLDL derivados de los
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ratones ateroscleroticos comparten la identidad estructural con anticuerpos que protegen contra
patdgeneos infecciosos comunes, incluyendo Streptococcus pneumoniae. El estudio, en ratones, no en
humanos, no da una informacién especifica sobre la especificidad, o que anticuerpos antifosforilcolina IgM
son significantemente mas importantes que los correspondientes anticuerpos IgG como un factor de
proteccion en aterosclerosis. Ademas, los conjugados e fosforilcolina no han sido utilizados en la vacuna
pneumococcus.

[0010] En otro estudio fue mostrado® que los niveles de de anticuerpo antifosforilcolina son elevados en
humanos con enfermedades periodontales. La conclusion es que la fosforilcolina es un importante antigeno
oral asociado con organismos en la flora periodontal y que el anticuerpo anti-PC es elevado como
consecuencia de la enfermedad periodontal. Ninguna informacién es dada en referencia a los anticuerpos y
la proteccion posible de o progresion de la aterosclerosis.

[0011] Un par de documentos (p.e. WO2002080954 y WO0168119) relacionados con el tratamiento de
inmunizacion de aterosclerosis han sido publicados pero estan o bien basados en el uso de fragmentos de
péptidos de apoliproteina B o anticuerpos para cadenas de un receptor de células T. Un método para
detectar la placa ateros aclerostica (W09908109) utilizando anticuerpos monoclonales para la oxidacion de
epitopos especificos en lipoproteina han sido descritos. Esto es diferente del método propuesto en esta
invencién donde un conjugado de fodforilcolina es usado para detectar anticuerpos, p.e, anticuerpos IgM or
IgG, en muestras sujeto.

[0012] Kearney (2000) J Clin Invest 105(12), 1683-1685 describe un aumento en anticuerpos antil]
fosforilcolina debido a laaterosclerosis.

[0013] Chyu Kuang-Yuh et al (2004) J Am Coll Cardiol 43(5) Suppl A, 499A resumen n° abstract no 112201
173 describe un aumento en anticuerpos antifosforilcolina IgM y IgG debido a la aterosclerosis.

[0014] WO 93/18161 describe la deteccion de células expresando anticuerpos antifosforilcolina por
reaccién con un conjugado de PC-albumina.

[0015] US 5,475,100 trata de anticuerpos artificiales los cuales tienen una regién constante de cadena
pesada dentro de la cual ha sido introducido una secuencia amino acida RGDS.

[0016] Shaw et al (2000) J Clin Invest 105(12), 1731-1740 describe el papel de los anticuerpos anti-PC en
aterogenesis.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0017] El invento trata de diagnosticar la presencia o ausencia de anticuerpos, por ejemplo anticuerpos IgM
o IgG, relacionado con aumentar o disminuir el riesgo de desarrollo de enfermedades cardiovasculares, tal
como enfermedades cardiovasculares isquémicas, o aterosclerosis.

[0018] Un primer aspecto de la invencion proporciona un método para evaluar un riesgo de un paciente
humano de desarrollar o de progresiéon de enfermedad cardiovascular, en donde el método comprende -

(a) evaluar los niveles de anticuerpos del paciente reactivos con un conjugado de fosforilcolina en una
muestra ex vivo tomada de un paciente,

(b) determinar el riesgo del paciente de desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular basado en los
niveles evaluados de anticuerpos reactivos con un conjugado de fosforilcolina ; en donde el nivel de
anticuerpos reactivos se correlaciona negativamente con el riesgo de desarrollo o progresiéon de enfermedad
caridiovascular en un paciente humano sano.

[0019] EI primer aspecto de la invenciona también proporciona el uso de conjugado de fosforilcolina en un
método para evaluar un riesgo del paciente humano de desarrollo o progresion de enfermedad
cardiovascular, en donde el método comprende(]

(a) evaluar los niveles de anticuerpos del paciente reactivos con el conjugado de fosforilcolina en una
muestra ex vivo tomada del paciente, y

(b) determinar el riesgo del paciente de desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular basada en los
niveles de anticuerpos evaluados reactivos con el conjugado de fosforilcolina ; en donde el nivel de
anticuerpos reactivos con el conjugado de fosforilcolina se correlaciona negativamente con el riesgo de
desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular en un paciente humano sano.

[0020] Composiciones farmacéuticas se describen aqui también, comprendiendo un conjugado fosforilcolina
, 0 una preparacion de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, con especificidad a un conjugado
de fosforilcolina , y el uso de estas composiciones en el tratamiento o prevencion de ateroesclerosis, por
ejemplo en el tratamiento, prevencion o reduccion de progresién posterior de ateroesclerosis. También
describimos el uso de conjugados de fosforilcolina o dicha preparacion de anticuerpo, por ejemplo
anticuerpo monoclonal para producir una composicion farmaceutica opcionalmente con un adyuvante.
[0021] Asi, también describimos el uso de una composicion farmaceutica que comprende al menos un
conjugado de fosforilcolina, o una preparacion de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, con
especificidad a un conjugado de fosforilcolina, en la realizacion de un medicamento para inmunizacién y
tratamiento de mamiferos, incluyendo humanos, contra ateroesclerosis o una enfermedad aterosclerotica
relacionada. El medicamento esta destinado para proporcionar inmunizacidon teniendo propiedades
inmunogénicas o terapéuticas contra aterosclerosis.

[0022] También describimos un método para inmunizacién y tratamiento de un mamifero, incluyendo un
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humano, contra ateroesclerosis o una enfermedad relacionada con ateroesclerosis, el método que
comprende el paso de administrar al mamifero una composicion farmacéutica que comprende al menos un
conjugado de fosforilcolina , o una preparacion de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo monoclonal, con
especificad a un conjugado de fosforilcolina . La composiciéon farmacéutica esté destinada a proporcionar
inmunizacion teniendo propiedades inmunogenicas o terapeuticas contra ateroesclerosis.

[0023] Por conjugado de fosforilcolina se entiende una fraccidon de fosforilcolina ligada a un portador,
preferiblemente via un espaciador. El elemento estructural de fosforilcolina puede comprender un derivado
de fosforilcolina . Ejemplos de adecuados conjugados fosforilcolina estan descritos en US 5,455,032 como
se cita arriba. Por ejemplo, US 5,455,032 proporciona conjugados fosforilcolina en que la fraccion de
fosforilcolina esta ligada por una cadena lineal alquil y un enlace amida a una variedad de portadores
inmunoldgicos. El conjugado de fosforilcolina puede por ejemplo ser una albumina de suero humano (HSA)-
o hemocianina de lapa californiana (KLH)- conjugado de fosforilcolina o una albumina de suero bovino
(BSA)-fosforilcolina conjugado (por ejemplo como se describié en los ejemplos). PC-BSA (Fosforilcolina [
Albumina Suero Bovina) puede ser comprado de Biosearch Technologies, INC (Ca, USA). HSA-BSA- puede
ser conjugado por un procedimiento quimico, por ejemplo el siguiente procedimiento:

[0024] O-(4-aminofenil fosforil)-colina () puede ser preparada de O-(4-nitrofenil-fosforil)-colina (Sigma N
5879) en rendimiento cuantitativo por reduccion con gas hidrégeno a 1 atm con 10% de paladio con carbén
vegetal como catalizador de acuerdo al procedimiento descrito por Chesebro, B. en Biochemistry 11, (1972)
766.

(I) puede estar acoplado a HSA por medio de EDC (1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-carboimida) en buffer
MES pH 4, de acuerdo al procedimiento descrito por Padilla, N.D. et al in J.Immun.. Methods 293 (2004) 10
11. El conjugado HSA puede ser aislado por dialisis contra el buffer salino a pH 7.4.

[0025] El portador puede ser, por ejemplo, una proteina, lipido o polimero.

[0026] Uno o mas de los conjugados de fosforilcolina como se definen arriba pueden ser usados en la
realizacion de una composicion farmacéutica, opcionalmente en combinacién con un adyuvante, para
inmunoterapia o terapia para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares isquémicas.

[0027] También describimos un método de tratamiento profilactico o terapéutico de un mamifero, el cual
puede ser un ser humano, sufriendo de aterosclerosis o frente al riesgo de desarrolar enfermedad
cardiovascualar isquémica, segun el cual se administra una cantidad efectiva terapéuticamente de al menos
un conjugado de fosforilcolina o una preparacion de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo monoclonal,con
especificadad a un conjugado de fosforilcolina .

[0028] También describimos métodos para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos IgM o 1gG,
contra fosforilcolina los cuales estan relacionados con un riesgo alto o no de desarrollar enfermedades
cardiovasculares isquémicas.

[0029] Describimos también un método de diagnosis de presencia o ausencia de anticuerpos, por ejemplo
anticuerpos IgM or IgG, relacionado con el alto riesgo o no de desarrollar enfermedades cardiovasculares
isquémicas, utilizando un conjugado de fosforilcolina .

[0030] Los conjugados de fosforilcolina se describen arriba. La fosforilcolina puede estar ligada a un
portador via un espaciador. El portador puede ser una protena, la cual puede ser KLH (hemocianina de lapa
californiana) o albumina de serum humano human serum (HSA).

El portador puede ser perlas de latex.

[0031] Los niveles del paciente de anticuerpos, p.e. anticuerpos IgM o 1gG, reactivos con el conjugado de
foforilcolina pueden ser evaluados utilizando un ensayo inmune. Ejemplos de ensayos inmunes adecuados
se describen abajo y seran en cualquier caso claros para aquellos entendidos en la técnica.

[0032] IPuede ser deseable medir anticuerpos reactivos con oxLDL o MD-LDL asi como medir anticuerpos,
p.e. anticuerpos IgM o IgG, reactivos con el conjugado de fosforilcolina . Puede ser alternativamente
conveniente medir niveles de HSP70, HDL, TNF y/o HSP60 (como se discute en los Ejemplos) asi como
medir anticuerpos, p.e. anticuerpos IgM o IgG, reactivos con el conjugado fosforilcolina .

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0033] Los ejemplos descritos debajo son proporcionados soélo con el propdsito de ilustrar la presente
invencion.

[0034] Un ejemplo de un método para determinar la presencia o ausencia (o nivel) de anticuerpos IgM
contra fosforilcolina que esta relacionada con un aumento o disminucion de riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares isquémicas es descrito. Otros métodos conocidos en la técnica pueden ser
también utilizados. Métodos similares pueden ser utilizados para determinar la presencia o ausencia (o
nivel) de anticuerpos IgG contra fosforilcolina .

[0035] Los anticuerpos IgM de PC-BSA fueron determinados por un método de ensayo inmunosorbente
ligado a enzima.
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[0036] Una placa de microtitulacion fue cubierta con PC-BSA (10 pg/ml; por ejemplo de Biosearch
Technologies, INC (Ca, USA) en fosfato salino buffer (PBS). Después de los lavados con PBS, las placas
fueron bloqueadas con una solucién de 2% de BSA. Las muestras de suero fueron diluidas (1:30) en 0.2%
BSA-PBS. Las placas fueron incubadas durante la noche a 40°C y lavadas. Se anadi6 fosfatasa alcalina
conjugado de cabra anti-humano IgM (diluida 1:7000 en una muestra buffer) a 100 pl/pocillo e incubado a
40°C durante la noche. Después de los lavados, el color se obtuvo mediante la adicién de substrato
fosfatasa alcalina e incubando las placas durante 60 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Las
absorbancias fueron leidas en un espectrofotometro a 405 nm.

[0037] Diferentes portadores y espaciadores de fosforilcolina  fueron probados. Los portadores
ejemplificados no estan limitados a estos. Otros portadores tales como proteinas, lipidos o polimeros, tales
como perlas de latex que son conocidas en la técnica, pueden ser utilizados. Los portadores son discutidos
en US 5,455,032, como se describi6 arriba.

[0038] Los anticuerpos IgM o IgG detectados por tales métodos pueden unirse a la fosforilcolina (PC)
presente en PC- conteniendo componentes en los que PC esta expuesto, por ejemplo en lisofosfatidilcolina
(lisoPC, vea por ejemplo, Kim et al, J Exp Med. 2002 Sep 2;196(5):655-65). Asi, un método de invencién
puede detectar anticuerpos IgM o IgG que se unen a la lifosfatidilcolina.

Sintesis de conjugado de fosforilcolina y preparacion de una composicién farmacéutica.

[0039] Perlas de latex (0.20 um o 0.81 pm) fueron suspendidos en PBS y mezclados durante la noche con
una solucién de 10 ul/ml de fosforilcolina -BSA. Las perlas fueron lavadas varias veces con una solucion
buffer y de saturacion de 10 pg/ml de BSA. Después de otros lavados repetidos, las perlas fueron
suspendidas a una concentracion adecuada en un buffer adecuado y almacenadas hasta su uso.

Fosforilcolina con un lazo de union puede ser conjugada a KLH (hemocianina de lapa californiana) via
grupo diazofenil. Mas preferiblemente un p-nitrofenil-6-(O-fosfocolina)hidroxyhexanoato derivado de PC
puede ser sintetizado de acuerdo a Chesebro, B. and Metzger, H. (1972) Biochem. 11:776. P-Nitrofenil-67]
(O-fosfocolina) hidroxihexanoato fue disuelto en acetonitrilo seco (100 mg/ml) justo antes de afiadirlo en el
KLH. Derivados y KLH fueron mezclados durante la noche a 4°C y luego dializados para eliminar los
espaciadores no unidos y p-nitrofenilato, que es el grupo que sale.

Inmunizacién con un conjugado fosforilcolina .

[0040] Un alto titulo de anticuerpos IgM que reconocen fosforilcolina , fue determinado en el plasma de
ratones BALB/c después de la inmunizacién con 200 ug [p-nitrofenil-6-(O-fosforilcolina ) hidroxihexanoato-
KLH] utilizando el método de ensayo inmune sugerido.

Anticuerpos monoclonales contra un conjugado de fosforilcolina .

[0041] Anticuerpos monoclonales pueden ser producidos utilizando método estandar conocido en la
técnica. Vea por ejemplo “Briles DE, Forman C, Hudak S, Claflin JL. Anti-phosphorylcholine antibodies of the
T15 idiotype are optimally protective against Streptococcus pneumoniae. J Exp Med. 982;156:1177-85" or
"T15 PC binding monoclonal antibodies retain specificity when they switch from IgM to 1gG. , Spira, Gad;
Aguila, Hector L.; Scharff, Matthew D. Fac. Med., Techniton-Israel Inst. Technol., Haifa, Israel. Journal of
Immunology (1988), 140(8), 2675-80.

[0042] Otros anticuerpos contra un conjugado de fosforilcolina pueden ser preparados utilizando métodos
bien conocidos por los entendidos en la técnica. Por ejemplo, puede ser preparada una subfraccién con una
actividad aPC de una preparacion de inmunoglobulina humana, por ejemplo como se describe abajo, por
ejemplo por purificacion por afinidad utilizando conjugado fosforilcolina . Preparaciones inmunoglobulinas
intravenosas (p.e, Baxter y otros) es una preparacion altamente purificada de IgG comercialmente disponible
y es usada en el tratamiendo de pacientes que no tienen, o tienen pocos niveles de produccion de
anticuerpos. Preparaciones de inmunoglobulina incluyen aquellas que estan disponibles por los fabricantes:
Baxter (US) eg Gammagard®, Isiven (Antimo Naples, Italy), Omrix (Tel-Hashomer, Israel), Miles (Biological
Products Division, West Heaven, CT), Sclavo (Lucca, ltaly), Sandoz (Novartis, Basel, Swizerland) eg
Sandoglobulin®, Biotest Diagnostic Corporation (Deville, NJ). Examples of immunoglobulin preparations are
Gammagard S/D®, Gammar IV®, Gammar-P IV®, Gammimune N®, lveegam®, Panglobulin®, Polygam
S/D® Sandoglobulin®, Venoglobulin®. Preparaciones de inmunoglobulina contienen tipicamente algunos
IgM como también IgG. Cantidades trazas de IgM estan presente en Gammagard®. Pentaglobin (Biotest) es
una preparacion enriquecida IgM que ha sido utilizada para tratamientos de SARS. La subfraccién con
actividad aPC puede comprender ambas IgG y IgM, o puede ser seleccionada para comprender
principalmente IgG (por ejemplo mediante el comienzo con la preparacion IgG-rica tal como Gammagard®
y/o mediante seleccion de IgG); o principalmente IgM (por ejemplo mediante comienzo con una preparacion
IgM-rica tal como Pentaglobin y/o por seleccion de IgM).

[0043] Una preparacion de anticuerpo con especificidad hacia un conjugado de fosforilcolina une a un no
conjugado de fosforilcolina y puede unir a la fosforilcolina (PC) presente en PC conteniendo compuestos
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en que PC esta expuesta, por ejemplo en lisofosfatidilcolina (lisoPC; vea, por ejemplo, Kim et al, J Exp Med.
2002 Sep 2;196(5):655-65). Asi, una preparacion de anticuerpo con especificidad a un conjugado de
fosforilcolina puede unir a la lisfofatidilcolina.

Niveles de inmunoglobulina IgM en sujetos ateroscleréticos

[0044] Los niveles de anticuerpo IgM contra fosforilcolina en sujetos con hipertension (presion diastélica
>95 mmHg) fueron determinados al inicio y después de 4 afios en un estudio de correlacion de factores de
riesgo para aterosclerosis. Los resultados estan resumidos debajo.

[0045] Las placas caroétidas fueron detectadas en 77 sujetos (35%) al inscribirse y en 84 sujetos (38%) a los
4 afos de seguimiento. Fueron objeto de estudio un total de 218 humanos. Aumentos de espesor intima-
media (IMT) durante el seguimiento fueron menos llamativo en sujetos que tienen elevados niveles de suero
de IgM a PC (percentil 75 o 90) en el momento de inscripcion. Hay una diferencia significativa entre los
valores medios en niveles de anticuerpo IgM anti-fosforilcolina entre los individuos con IMT alto y IMT bajo
(638.8+219.6 vs 734.84266.9. p=0.004).

[0046] Las relaciones entre anticuerpos IgM y PC y cambios en IMT fueron independientes de la edad,
habitos de fumar, tratamiento con atenolol o lacidipina y lipidos en la sangre. Anticuerpos IgM fueron
independientes de los valores de IgG.

[0047] Una realizacién de la invencion es proporcionar un método de diagnosis de presencia o ausencia de
anticuerpos, por ejemplo anticuerpos IgM o IgG, hacia fosforilcolina que es un factor relacionado con el alto
riesgo o no de desarrollar enfermedades cardiovasculares isquémicas, utilizando un conjugado fosforilcolina
. Un método preferido es un ensayo inmune. El método puede ser usado en la evaluaciéon del riesgo del
paciente de desarrollo progreso de una enfermedad cardiovascular isquémica.

Figuras:

[0048]

Figura 1a: Inhibicion de anticuerpo (IgM) unido a placas ELISA recubiertas con PC albumina mediante
B2GPI, PS y CL. Inhibicion mediante diferentes antigenos de uniéon a PC albumina-placas recubiertas. En
orden de investigar la especificidad de aPC, ensayos de competencia fueron desarrollados como se
describe en la seccién Experimental. Los resultados estan presentados como media +SD.

Figure 1b: Inhibicién de anticuerpo (IgG) unido a placas ELISA recubiertas con PC albumina mediante
B2GPI, PS y CL. Inhibicion mediante diferentes antigenos de union a PC albumina-placas recubiertas. En
orden de investigar la especificidad de aPC, ensayos de competencia fueron desarrollados como se
describe en la seccién Experimental. Los resultados estan presentados como media +SD.

Figura 2a: Inhibicion de anticuerpo (IgM) unido a placas ELISA recubiertas con PC albumina mediante
oxLDL y MDA-LDL. Inhibicién mediante diferentes antigenos de unién a PC albumina-placas recubiertas. En
orden de investigar la especificidad de aPC, ensayos de competencia fueron desarrollados como se
describe en la seccién Experimental. Los resultados estan presentados como media +SD.

Figura 2b : Inhibicién de anticuerpo (IgG) unido a placas ELISA recubiertas con PC albumina mediante
oxLDL y MDA-LDL. Inhibicién mediante diferentes antigenos de unién a PC albumina-placas recubiertas. En
orden de investigar la especificidad de aPC, ensayos de competencia fueron desarrollados como se
describe en la seccién Experimental. Los resultados estan presentados como media +SD.

Figura 3: efecto en el consumo de oxLDL en macréfagos mediante aPC extraidos de IGIV
Experimentamos con dos grupos: macréfagos con oxLDL y macréfagos con oxLDL-preincubacion con aPC
extraidos de IVIG.

Macrofago+ -oxLDL (células totales 107):

Débil tincién 37/107 = 34.58%

Fuerte tincion 10/107 = 9.35%

Tincién total positiva 47/107 = 43.93%

Macréfago+Dil-oxLDL + aPC- grupo (156 células comprobadas):
Débil tincion 37/156 = 23.72%

Fuerte tincién 2/156 = 1.28%

Tincion total positiva 39/156 = 25%

Figura 3A muestra el tefido con Dil-clasificado oxLDL.

Figura 3B muestra el tefiido con oxLDL sin clasificar.

Figura 4 : Efecto de pre-incubacion de suero de titulo anticuerpos altos en antifosfolipidos (aPLs) con
inmunoglobulina Gammargard® humana cultivada en Anexina V que une las células endoteliales
umbilicales humanas (HUVECSs): analisis de flujo citométrico después de 24 horas de cultivo.

| IVIG preincubado con suero a | Intensidad fluorescencia media (MFI) de |
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Anexina V vinculante
0 mg/ml 649
2.5 mg/ml 913
5 mg/mi 1269
10 mg/ml 1382

Figure 5: : efecto de aPC en induccion ICAM en células endoteliales.

1 yg/ml de PAF fue anadido a cultivos de células endoteliales, con o sin preincubacion con aPC IgM.
Expresion de ICAM-1 fue ensayada con FACScan. La linea verde representa el efecto de PAF, mientras que
la roja es PAF+aPC IgM y el control negro. Los datos indican claramente un eje a la izquierda del
histograma cuando son afadidos aPC IgM.

EXPERIMENTAL

Sujetos

[0049] Las muestras de suero fueron obtenidas de 226 sujetos con hipertension establecida (presion
diastélica >95 mmHg) antes de su entrada en el componente Swedish de European Lacidipine Study en
Atherosclerosis (ELSA)25’26. Las muestras fueron recogidas en las siguientes 4 semanas con un periodo de
lavado de no medicacidon para minimizar los efectos de tratamiento en los parametros de medida. Los
niveles de presion sanguinea, colesterol y ftriglicéridos fueron determinados como se describe
previamente®>?®. Ciento quince de los sujetos fueron evaluados para el tratamiento con el bloqueador-3
atenolol, y 111 de estos sujetos fueron evaluados para el tratamiento con la lacidipina antagonista de calcio.
El estudio fue aprobado por Ethics Committee of Karolinska Hospital y fue conducido segun la declaracién
de Helsinki. Todos los sujetos dieron su consentimiento informado.

Ultrasonido carétido.

[0050] Las determinaciones de ultrasonido carétido fueron desarrolladas y analizadas en detalle en otra
parte25,26. Un total de 218 pacientes tuvieron medidas de ultrasonido validas al comienzo y en el 4 afio de
seguimiento. Brevemente, las arterias carétidas derecha e izquierda fueron examinadas con el escaner
Biosound 2000 ILa duplex utilizando un transductor de matriz anular 8.0 MHz. El espesor intima-media (I-M)
fue determinado en la pared lejana cuando la distancia entre el extremo principal del eco lumen-intima y el
extremo principal del eco media-adventicio. La medida obtenida como un indicador sustituto para
aterosclerosis fue el cambio en la media de espesor intima-media (IMT) de las 4 paredes extremas en las
carétidas comunes distales y las bifurcaciones carotidas bilateralmente (CBMmax) a los 4 afios de
seguimiento. Las asociaciones entre los niveles de anticuerpo a PC en la inscripcion en el estudio con un
aumento o disminucion de IMT a los 4 afios de seguimiento fueron evaluadas.

Reactivos

[0051] Inmuno-placas microtitulo Polisorp F96 fueron adquiridas de Nunc (Roskilde Denmark), PC-BSA
(suero albumina fosforilcolina -bovina) fue adquirido de Bioserch Technologies, INC (USA).

[0052] Albumina suero bovino (BSA), fosfatasa alcalino conjugado de cabra IgG(r-cadena especifica)
antihumana, fosfatasa alcalina conjugada de cabra IgM (u-cadena especifica) anti-humana, PNPP (substrato
fosfatasa alcalina), fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, USA). Cardiolipin (CL) fue adquirida de
AVANTT (US, B.glicoproteina (B.GP1) fue obtenido de Calbiochem (US).

[0053] Los niveles totales de I1gG y IgM fueron determinados por técnicas rutinarias como se describio®
previamente.

[0054] CRP fue analizado en suero mediante métodos altamente sensibles utilizando inmunonefelometria
de particula mejorada (Behring Nephelometer Analyzer, BN Il (Dade Behring GmBH, Marburg, Germany))
con una variacion antir-ensayo <4%.

Determinacién de anticuerpos contra PC, oxLDL y MDA-LDL

[0055] Anticuerpos IgG y IgM de PC-BSA fueron determinados por ensayo inmunosorbente ligado a enzima
(ELISA). Suero agrupado de 17 pacientes de sindrome antifosfolipido fue utilizado como un estandar y
examinado en cada placa. La meseta del anticuerpo de unién fue alcanzada con la concentracion de
antigeno de 10 ug/ml. La placa polisorp microtitulo F96 fue recubierta con pocillo PC-BSA (10 ug/ml) 50 pg
en PBS. Las placas recubiertas fueron incubadas durante la noche a 4°C. Después de cinco lavados con
PBBS, las placas fueron bloqueadas con 2% BSA-PBS durante 2h a temperatura ambiente y lavadas como
se describe arriba. Las muestras fueron diluidas (1:30) en 0.2% BSA-PBS y afiadidas a 50 pl/pocillo.

[0056] LDL fue aislada del plasma de los donantes sanos mediante ultra centrifugacion preparativa
secuencial y oxidada mediante iones cobre (OxLDL) o derivados con MDA (MDA-LDL) como se describic®.
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[0057] OxLDL y MDA-LDL fueron determinados fundamentalmente por ELISA como se describié®. OXLDL o
MDA-LDL fue diluida a 2 ug/ml en un buffer de recubrimiento (buffer carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9.7) y
100 pl/pocillo fue usado para recubrir las placas ELISA (Costar 2581). Las placas permanecieron a 4°C
durante la noche, lavadas 4 veces con PBS, y luego se bloquearon con 20% de suero bovino adulto en PBS
(20% ABS-PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se mantuvieron incubadas con pl de suero,
diluido 1:30 en 20% ABS-PBS a 4°C durante la noche.

[0058] Las placas estuvieron incubadas durante la noche a 4°C y lavadas como se describe arriba.
Fosfatasa alcalina conjugada de cabra antihumana IgG (diluida 1:9000 en la muestra buffer) y fosfatasa
alcalina conjugada de cabra antihumana IgM (diluida 1:7000 en la muestra buffer) fueron afiadidas a 100
pl/pocillo e incubadas a 4°C durante la noche. Después de cinco lavados, el color se desarroll6 mediante la
adicion de substrato fosfatasa alcalina (PNPP) a 100 pl/pocillo y se incubaron las placas durante 60 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Las placas fueron examinadas en el espectrofotémetro Multiskan
Plus ELISA a 405 nm. Todas las muestras fueron medidas en un ensayo simple y el coeficiente de variacion
estuvo por debajo de 10-15%.

Especificidad de anticuerpos anti-fosforilcolina -BSA

[0059] A fin de investigar la especificidad de anti-fosforilcolina -BSA, los ensayos de absorcion fueron
desarrollados mediante el uso de sueros de titulo alto mezclados. A una dilucién dando al 50% de unién
maxima a PC-BSA, los sueros de titulo alto mezclados fueron preincubados con una concentracién diferente
de PC-BSA. Después del vortice, los tubos fueron incubados a 40°C durante la noche y centrifugados a
13000 r.p.m. durante 30 min (40°C). Los sobrenadantes fueron examinados por un anticuerpo que une a
PC-BSA como se describe. El porcentaje de inhibicion fue calculado como sigue:

PORCENTAJE DE INHIBICION = (OD sin competidor — OD con competidor x100/OD sin competidor.

Analisis estadistico

[0060] Los niveles de anti-fosforilcolina fueron dicotomizados al percentil 75 y 90. La asociacién entre antil]
fosforilcolina (u otros anticuerpos) y la progresiéon de aterosclerosis durante un periodo de 4 afios fueron
determinadas mediante la estimacion de aumento en IMT (si o no) utilizando analisis de regresion logistico y
el calculo de proporciones de fracciones (ORs) y 95% intervalo de confianza (Cl), o comparacion utilizando
correlaciéon Spearman como se indica. Ajustes fueron hechos para posibles factores de confusion
incluyendo edad, habitos de fumar, colesterol en suero, triglicéridos en suero y modo de tratamiento antilJ
hipertensivo (lacidipina, atenolol). Un valor p de dos colas <0.05 fue considerado como significativo.

Resultados

[0061] Las caracteristicas basicas de sujetos en el momento de inscripcion en el estudio han sido
detalladas en otra parte (Pockley et al (2003) Hypertension 42, 235-238) y estan presentes en la tabla 1.
[0062] Los estudios de competencia revelan que aPC de IgM y subclase IgG fue hecha competente
mediante preincubacién con PC-BSA, mientras la cardiolipina tuvo una capacidad débil y no competitiva de
fosfatidilserina (Figura 1a, 1b). B2-glicoproteina 1 compitié la misma extension con IgG vinculante a PC-BSA
pero no tanto como con IgM (figura 1a, 1b). PC-BSA tuvo una baja capacidad para ser competente en la
union de otros antigenos probados (datos no mostrados). OxLDL y MDA-LDL puede competir con la union
de IgM aPC a PC-BSA, y también de IGC aPC, aunque no en la misma extension (figura 2a, 2b).

[0063] Incrementos en IMT en seguimiento fueron menos prevalentes en sujetos que tienen niveles de
suero elevados de IgM a PC (percentil 75 o 90), oxLDL y MDA-LDL (percentil 90) a la hora de inscripcion,
mientras CRP no esta asociado con cambios IMT (Tabla 2).

[0064] EI analisis de regresion logistico reveld que las relaciones entre autoanticuerpos IgM a PC oxLDL y
MDA-LDL y cambios en IMT fueron independientes de la edad, habitos de fumar, tratamiento con atenolol o
lacidipina y lipidos en sangre.

aPC IgM: estuvieron significativamente asociados con cambios en IMT a ambos percentil 75 y 90, mientras
aOxLDL y MDA-LDL de subclase IgM sélo mostraron significancia a 90 (tabla 3a-d). Anticuerpos IgM fueron
también independientes de valores IgG (datos nos mostrados). Ademas, niveles totales de IgG y IgM no
estuvieron asociados con medidas de IMT o cambios (datos no mostrados).

[0065] Autoanticuerpos IgG a PC fueron menores en tendencia en sujetos con aumentos en IMT pero esta
diferencia no alcanza la significancia estadistica (tabla 2).

[0066] Habia diferencias importantes entre hombres y mujeres. aPC, aMDA-LDL, y aOxLDL de subclases
IgM, fueron significativamente mayor en mujeres que en hombres (p's<0.05). Por el contrario, las mujeres
tuvieron una ocurrencia significativamente menor de placas al inicio y en el seguimiento (p<0.05).

[0067] Niveles IgM aPC correlacionados negativamente con aumento en IMT (Rho 0.18, p=0.006) en
contraste a los otros dos factores de proteccion, HDL y HSP70 que correlacionaron con los cambios IMT
como medidas continuas (datos no mostrados). Poco probable aPC IgM, aOXLDL y aMDA-LDL no
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alcanzaron significancia en estas determinaciones (datos no mostrados).

[0068] No habia asociaciones significativas entre niveles niveles IgM aPC y aOCLDL IgM (Rho 0.74
p<0.001) y aMDA-LDL IgM (rho 0.51, p<0.001). Igualmente aPC correlacionada con HSP60 (Rho 0.28,
p<0.001), HSP70 (Rho 0.35, p<0.001), que nosotros hemos descrito como un factor de proteccién nuevo
para aterosclerosis humana en este cohorte (Pockley et al (2003) supra) y también con HDL (Rho 0.23,
p<0.01). No habia asociaciones entre aPC IgM, aOxLDL IgM o aOxLDL, MDA-LDL y LDL, CRP o
triglicéridos (datos no mostrados).

[0069] Cuando el andlisis de regresion logistico fue hecho por separado entre hombres y mujeres,
controlando la edad, colesterol total, triglicéridos, fumar y fue estudiado el tratamiento IgM aPC que mostro
efectos protectores significativos en mujeres sélo con 90 percentil (EXP (B)=0.17, 95% CI1=0.05-.68; p=0.01
y en hombres con 75 percentil estudiado EXP (B)=.18, 95% CI=0.04-.74; p=0.01, respectivamente).

[0070] IgM a MDA-LDL u oxLDL diferente en este respecto, desde sdélo valores para mujeres alcanzé
significancia estadistica independientemente. Asi, cuando los analisis de regresion logisticos por separado
fueron hechos por hombres y mujeres, controlando la edad, colesterol total, triglicéridos, fumar y tratamiento
de ambos IgM a MDA-LDL y IgM a OxLDL mostré efectos protectores en mujeres (EXP (B)=.17, 95%
Cl=.05-.068, p=0.01 y EXP (B)=.18, 95% CI| = -04-.74, p=0.01, respectivamente), mientras que el efecto no
alcanz¢ significancia entre hombres (EXP (B) = 60, 95% Cl=.15-2.2, p=0.44, y EXP (B)=.39, 95% CI=.100
1.5, p=0.17 respectivamente), indicando que los titulos IgM altos a OxLDL y a MDA-LDL idem ser
especificamente protectores entre mujeres.

Tabla 1. Caracteristicas basicas de grupo de estudio en la inscripcién. Resultados estan presentes como
medias (SD) o porcentaje (%) y mg/dL para lipidos

Total (N=226) Atenolol (N=115) Lacidipina (N=111)
Edad (afios) 57.7 (7.8) 57.6 (7.6) 57.7 (7.9
Sexo (% hombres) 50 46 53
BMI 26.7 (3.7) 26.3(3.3) 27.1(3.9)
Colesterol total 232.4 (37.8) 233.5 (38.1) 231.4 (37.4)
HDL 55.6 (27.6) 56.5 (25.8) 54.7 (27.6)
LDL 149.4 (37.8) 149.7 (37.1) 149.2 (38.6)
Triglicéridos 131.6 (568.2) 128.6 (57.0) 134.7 (59.5)

Tabla 2. Prediccién no ajustada de cambios en IMT con los niveles de inicio de anticuerpos IgG y IgM a la
fosforilcolina (PC).

Variable Proporcion (95% CI) Menor | Superior P

fraccion 75

percentil
aPC(IlgG) .60 .32 1.1 10
aPC(lgM) 46 .25 .85 .01
aOxLDL (IgG) 1.2 .64 2.3 57
aOxLDL (IgM) a7 41 1.4 40
aMDA-LDL (IgG) | .80 43 1.5 48
aMDA-LDL (IgM) | .67 .36 1.2 18
Proteina Cu| .80 43 1.5 46
reactiva

90 percentil
aPC(IlgG) .60 .25 14 2.4
aPC(lgM) .36 15 0.87 .024
aOxLDL (IgG) .94 .38 2.31 .90
aOxLDL (IgM) .27 1 .69 .006
aMDA-LDL (IgG) | .63 .26 1.5 .30
aMDA-LDL (IgM) | .27 A1 .69 .006
Proteina Cu| .60 .24 14 .24
reactiva

Tabla 3a: prediccion de cambios en MT durante el periodo de 4 anos utiizando el 75 percentil de anticuerpo
aPC IgM al inicio en sujetos con hipertension estabilizada.
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Variable en el | Coeficiente (B) | Proporcion P 95% CI
modelo fraccion Menor Superior
estimada Exp
(B)
Fumar -.01 .99 .95 .66 1.5
Sexo -.05 .95 .87 .54 14
Colesterol .003 1.0 45 .99 1.0
total
Triglicéridos -.001 .99 .63 .99 1.0
en plasma
Edad (afios) .01 1.0 .59 .97 1.0
Tratamiento -.23 .79 40 45 14
APCIgM -1.0 37 .0027 15 .89

Tabla 3b: prediccion de cambios en IMT durante 4 afios utilizando 90percentil de anticuerpos aPCIgM en

sujetos con hipertension estabilizada.

Variable en el | Coeficiente (B) | Proporcién P 95% Cl
modelo fraccion Menor Superior
estimada Exp
(B)
Fumar -.02 .97 .90 .65 1.5
Sexo -.005 1.0 .98 .56 1.8
Colesterol .003 1.0 42 .99 1.0
total
Triglicéridos -.001 .99 .67 .99 1.0
en plasma
Edad (afios) .003 1.0 .87 .97 1.0
Tratamiento -.22 .80 43 46 14
APCIgM =77 46 .017 24 .87

Tabla 3c: Prediccién de cambios de IMT durante 4 afos utilizando el 90percentil con anticuerpos IgM a

OxLDL y otros factores de riesgo en sujetos con hipertension establecida.

Variable en el | Coeficiente (B) | Proporcién P 95% ClI
modelo fraccion Menor Superior
estimada Exp
(B)
Fumar -.01 .99 .95 .66 1.5
Sexo -.001 1.1 .98 .56 1.8
Colesterol .001 1.0 .72 .99 1.1
total
Triglicéridos -.001 1.0 71 .99 1.0
en plasma
Edad (afios) .01 1.0 .59 .97 1.0
Tratamiento -.28 a7 .35 44 1.3
(AlL)
APCIgM -1.3 .26 .008 1 72

Tabla 3d: Prediccion de cambios en IMT durante 4 anos utilizando el 90percentil con anticuerpos a MDALI

LDL y otros factores de riesgo en sujetos con hipertension establecida.

Variable en el
modelo

Coeficiente (B)

Proporcién
fraccion
estimada Exp

(B)

P

95% CI
Menor

Superior

10
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Fumar -.07 0.93 .73 .62 14
Sexo -.001 .99 .99 .56 1.7
Colesterol 0.001 1.0 .78 .99 1.0

total

Triglicéridos -.001 .99 .74 .99 1.1
en plasma

Edad (afios) 0.01 1.0 .54 .97 1.0

Tratamiento -.27 .76 .34 44 1.3
(A/L)

APCIgM -1.1 .31 .01 12 .79
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Estudio que muestra el efecto protector de aPC

[0072] En un estudio observacional de Malmé (the Malmé Diet and Cancer Study), sobre 6000 a 30000
sujetos de la cohorte fueron inscritos por investigaciones cardiovasculares extensas, incluyendo célculos no
invasivos de aterosclerosis subclinica a través de medida de ultrasonido de las carétidas. Ademas, factores
de riesgo cardiovasculares adicionales fueron medidos al inicio. A estos sujetos se les ha seguido durante
10 afios en relaciéon a la ocurrencia de nuevos casos de enfermedades cardiovasculares (infarto de
miocardio, enfermedad cardiaca coronaria crénica, infarto aterotrombotico). A la hora de calcular los riesgos
relativos (calculados como riesgos relativos) con 95% de intervalos de confianza, analisis anidado de casos
y controles (3 controles por caso) fueron realizados para bajos niveles de anticuerpos contra fosforilcolina
(aPC-IgM). Habia un total de 145 casos CVD (principalmente infarto de miocardio (Ml) e infarto isquémico) y
400 controles de edad y sexo. El nivel de corte para aPC fue 307 para el décimo percentil de niveles aPC.
Habia un total de 20 casos CVD con niveles de aPC debajo del décimo percentil (14%) y 34 controles (9%),
correspondiente a riesgo relativo de 1.9 (95% CI1, 1-4,3). El nimero correspondiente de casos de hombres
por debajo del décimo percentil de aPC fue 16 (19%) y 25 controles de pacientes por debajo de este nivel
(11%), correspondiente a un riesgo relativo de 1.9 (95% CI 1, 1-3,5). El numero de casos femeninos fue
demasiado bajo para obtener una informacién soélida en riesgos relativos (vea tablas 1 y 2), Los resultados
sugieren que bajos niveles aPC son protectores para la ocurrencia de enfermedad cardiovascular en sujetos
sanos, y pueden actuar como marcadores de enfermedades cardiovasculares.

Tabla 1. Estadisticas descriptivas para aPC (<10 percentil)

Sexo Todos
Hombres Mujeres
Caso Control Caso Control Caso Control
Debajo
10
percentil
No n 68 206 57 160 125 366
% 81 89 93 95 86 92
Si N 16 25 4 9 20 34
% 19 11 7 5 14 9

Tabla 2. Andlisis univariable de la influencia de aPC (<10 percentil) en CVD mediante regresion logistica

condicional para todos los pacientes, hombres y mujeres, respectivamente.
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Variable p-valor Riesgo 95% Riesgo | Limites  de
relativo relativo confianza
Todos los | aPC 0.0308 1.939 1.063 3.536
pacientes
Hombres aPC 0.0262 2.181 1.097 4.338
Mujeres aPC 0.6556 1.331 0.379 4.676

Efectos de aPC

Introduccién

[0073] Por medio de uso de columnas las cuales son absorbidos previamente con PC-BSA, PC-KLH o la
vacuna de neumococo (Statens Serum

Institute, Denmark), extraemos anticuerpos con reactividad contra estos compuestos. Los niveles de aPC
IGG se elevan en al menos los dos primeros de estos. Pequefias cantidades de IgM pueden ser extraidas
fuera de IVIG y entonces pasa también a través las columnas preabsorbidas con los antigenes arriba
mencionados. A través de este método podemos obtener aPC humano policlonal de IgG y subclase IgM. La
medicion de proteina indica que los niveles aPC IgM de 0.5 mg / ml podrian ser extraidos. Usando estos
anticuerpos podemos probar sus propiedades funcionales utilizando modelos in Vitro:

1. Puede la preincubacién de concentraciones crecientes de aPC IgM con LDL oxidado decrecer el
vinculante y captar en linea de células monolito/macréfago, THP1? Sistemas de prueba con microscopio
confocal y/o FACS pueden ser usados.

2. Puede la preincubacion de concentraciones crecientes de aPC IgM con normal IgM como control, con
PAF (factor activador de las plaquetas), lisofosfatidilcolina (LPC) inhibir captacién de moléculas de adhesion
ICAM sobre células endoteliales por esos lipidos? También otras citoquinas pueden ser probadas utilizando
un kit comercial (diversas diferentes citoquinas; BioSource). Pruebas pueden hacer uso de FACScan.

Cultivo de célula

[0074] HUVECs agrupados criopreservados en el tubo 2 fueron adquiridos de Cascade Biologics,
Inc. (Portland, OR, USA). Los cultivos se mantuvieron en medio rojo-libre fenol EGM™ (Clonetics, San
Diego, CA, USA), conteniedo 2% de suero bovino fetal y suplementos. Las células fueron incubadas en
frascos de 75 cm? (TPP, AG, Trasadingen, Switzerland) a 37°C bajo condiciones humidificadas 5% CO..
Todos los experimentos fueron desarrollados en paso 3 a 4. Las células fueron plantadas a densidad 2x10*
células /ml en 12 placas pocillos (NUNC, Inc, Naperville, IL, USA) para el analisis citométrico de flujo.
Después de las siguientes 12-24 horas para la fijacion, las células estuvieron en reposo en SFM por al
menos 12 horas antes del tratamiento. La linea celular monocitica THP-1 era de AT&T (USA). Las células
se mantuvieron en RPMI con 10% FCS.

Preparacién de aPC

[0075] La fraccion total IgM o IgG fue separada de la inmunoglobulina humana agrupada disponible
comercialmente (Gammagard®) a 50 mg/ml utilizando columnas HiTrap IgM o IgG (Amersham Biosciences).
Anticuerpos contra fosforilcolina (PC) fueron eluidas después de la carga de la fraccion IgM o IgG en
columnas NHS-Sepharosa acopladas a PC conjugadas ya sea para la proteina de lapa californiana (KLH) (1
0 5 mg/ml) o albumina de suero bovino (BSA) (1 mg/ml), seguido de la columna con sélo BSA . PC-BSA
(Fosforilcolina -Albumia Suero Bovino) y PC-KLH fue adquirido de Biosearch Technologies, INC (Ca, USA).
Fracciones eluidas fueron buffer-intercambiadas en columnas PD-10 y concentradas con dispositivos
Milipore Centricone®. Procedimientos fueron desarrollados de acuerdo a las instrucciones dadas por el
fabricante. La concentracion de IgM aPC preparada fue tipicamente 50 pyg/ml, y la concentraciéon de IgG
aPC fue tipicamente 30 ug/ml.

Fagocito vinculante y captacién de oxLDL por macréfagos THP-1 derivados

[0076] LDL Oxidada (oxLDL) es preparada como se describe por incubaciéon de iones cobre. Primero,
oxLDL es clasificado con Dil (Dil-(1,1’-dioctadecil-3,3,3",3",-tetrametilindocarbocianina perclorato; Pruebas
moleculares, Inc)) y diluida en buffer Salina-EDATA a 1 mg/ml. Después, 2 ml suero deficiente en
lipoproteina es afiadido para 1 mg de oxLDL y luego filtrado (0.45 um). 50ul Dil (3mg/ml) en DMSO es
afiadido para 1 mg oxLSL y la mezcla es incubada 15h, 37°C y luego dializada contra diversos cambios de
salina-EDTA durante 6h. Después, esta mezcla es 0.45 um filtrada otra vez.

La captaciéon de oxLDL es estudiada con microscopia fluorescencia/confocal. Células THP-1 como modelo
para monolitos/macréfagos son cultivados durante la noche en camara de diapositivas (medio: DNEM/10%
FBS/GIU/PEST).

3 veces se lavaron con medio DMEM sin FBS.

Incubadas con oxLSL-DiO 5ug/ml (medio SFM) 6h.
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Las células se lavaron con 0.2% BSA-PBS 5 veces, PBS 1 vez.

Tincion nucleo macréfago: las células fueron incubadas con 1ug/ml bisbenzimida 10’y lavada con PBS 3 X.
Fijar y montar: las células fueron fijadas con 4% paraformaldehido en PBS para 30", PBS 3X, finalmente
después 1 gota de gel de montaje. Las diapositivas fueron recubiertas con un cubreobjetos.

Anexina V vinculante a células endoteliales.

[0077] Plasma conservado en Heparina con alta capacidad para inhibir Anexina V vinculante fue afiadido a
HUVECs monocapa a concentracion de 10% en SFM. Después de 24 hrs las células fueron recogidas con
Cell Dissociation Solution (CDS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y cuidadosamente agrupadas con
sobrenadantes, para excluir la pérdida selectiva de células flotantes desprendidas, seguido de
centrifugacion a 1200 rpm durante 7 in. Después de la resuspension en 100 pl de anexina V vinculante
buffer (Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) las muestras fueron tefidas con 2ul 5 mg/ml anexina VI
FITC (Molecular Probes) e incubadas durante 15 min en hielo. Poco antes de la adquisicion 1mg/ml de
yoduro de propidio (PI; un colorante vital; R&DSystsms Europe Ltd, Abingdon, UK) fue afadido. El analisis
fue desarrollado como se describe arriba.

Andlisis Estadistico

[0078] Las estadisticas fueron monitorizadas usando el software Stat View; SAS Institute AB, Goteborg,
Suecia. Las variables continuas inclinadas fueron transformadas logaritmicamente. Grupos de estudio
fueron comparados utilizando ANOVA para variables continuas y Chi cuadrado para variables categéricas.
PLSD de Fischer fue utilizada como test post hoc. Los coeficientes de correlacién fueron calculados
utilizando la regresion simple o por correlacion de rango de Spearman con una distribucion no normal de
variables de. El nivel de significancia fue establecido a p<0.05.

Resultados

Medidas de Anexina V vinculante a células endoteliales.

[0079] La frecuencia de HUVECs positiva para el tefiido de Anexina V fue determinada como el porcentaje
de anexina V*'PI" células en un dibujo de punto bivariable o el porcentaje de células anexina V* basadas en
un histograma. Se sabe que anexina V vinculante a HUVECs en presencia de suero disminuye la
vinculacién y la preincubacion con IVIG fue determinada. La preincubacion con IVIG puede restaurar la
vinculacién de anexina, indicando que los anticuerpos presentes en IVIG pueden neutralizar la vinculacién
(fig 4).

[0080] APC-BSA y aPC-KLH fueron ambos asociados significativamente en pacientes SLE-pacientes con
un historial de CVD con Anexina V vinculante a EC (r00.45; p=0.02 y r=0.42 y p=0.03 respectivamente).
aPC fueron determinados como se describe arriba.

Efecto de captacién de oxLDL en macréfagos mediante aPC

[0081] aPC de subclase IgM o IgG, extraida de IVIG como se indico, fueron preincubados con oxLDL
indicado (fig 3). Nosotros usamos un total de IgM como control para aPC IgM (macréfago+Dil-oxLDL + IgM)
y el efecto en la captacion de macréfago. El porcentaje total de células positivas tefiidas es de 46.62%,
indicando que IgM por si no tiene los efectos inhibitorios que aPC tiene. IgM fue comprado de SIGMA, y es
IgM humano purficado que es producido por precipitacion y las técnicas de filtracion de gel utilizando suero
humano normal como material de inicio. La inmunoglobulina es determinada para que sea al menos 95%
pura.

Efecto de aPC en induccién-ICAM en células endoteliales

[0082] PAF fue incubada con EC en las concentraciones indicadas. Como se demostro en la fig 5, este
lipido puede inducir un significante aumento en la expresién-ICAM. aPC de subclase IgM, extraida de IVIG
como se indicid fueron preincubados con estos lipidos como se indico (fig 5).

Correlaciones entr e a0 C y otros marcador es de riesgo _en es tudio ELSA (2 26 individuos con
hipertensién como se describié previamente).

[0083] aPC IgM fue asociado con otros dos factores de proteccion, HSP 70 y HDL, como indica la tabla 4.
Habia también una débil asociaciéon significativa con TNF, un marcador de inflamaciéon y citoquina
proaterogénica.

[0084] TNF es una importante citoquina pro-inflamatoria y los niveles TNF negativamente asociados con
niveles de aPC IgM. La asociacion es débil, pero significante.

[0085] HSP 70 es un factor de proteccién novel recientemente descubierto por nosotros y otros. Hay una
asociacion claramente positiva. También HSP60, que es un factor de proteccion débil esta asociado.

[0086] HDL es conocido como un colesterol “bueno”, con propiedades antiinflamatorias. Esta asociado
significativamente con aPC IgM.
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ANTTPCIGG  ANTPCIGM

Coeficiente de correlacion ANTPCIGG ro de Spearman 1.000
0.245
Sig 2 colas
0.000
N 220
220
Coeficiente de correlacion ANTPCIGM 145
1.000
Sig 2 colas .000
N 220
220
Coeficiente de correlaciéon HDL .008
.233
Sig. 2 colas .906
.001
N 206
206
Coeficiente de correlaciéon TNFA -.012
-.136
Sig. 2 colas .863
.044
N 220
220
Coeficiente de correlacién HSP60 .138
279
Sig. 2 colas .047
.000
N 209
209
Coeficiente de correlacién HSP70 157
.356
Sig. 2 colas .022
.000
N 213
213

** Correlacion es significante al nivel .01 (2 colas)
*Correlacion es significante al nivel .05 (2 colas)
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar un riesgo de un paciente humano de desarrollo o progresion de enfermedad
cardiovascular; en donde el método comprenderl]

(a) evaluar los niveles del paciente de anticuerpos reactivos con un conjugado de fosforilcolina en una
muestra ex vivo tomada de un paciente, y

(b) determinar el riesgo del paciente de desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular basada en los
niveles evaluados de anticuerpos reactivos con un conjugado foforicolina; en donde el nivel de anticuerpos
reactivos con el conjugado fosforilcolina esta correlacionado negativamente con el riesgo de desarrollo o
pregresion de enfermedad cardiovascular en un paciente humano sano.

2. Uso de un conjugado de fosforilcolina en un método para evaluar un riesgo de un paciente humano de
desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular en donde el método comprende-

(a) evaluar los niveles del paciente de anticuerpos reactivos con el conjugado fosforilcolina en una muestra
ex vivo tomada del paciente, y

(b) determinar el riesgo del paciente de desarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular basada en los
niveles evaluados de anticuerpos reactivos con un conjugado fosforilcolina ; en donde el nivel de
anticuerpos reactivos con el conjugado de fosforilcolina esta correlacionado negativamente con el riesgo de
dessarrollo o progresion de enfermedad cardiovascular en un paciente humano sano.

3. El método de la Reivindicacion 1 o uso de la Reivindicacion 2 en donde la enfermedad cardiovascular es
enfermedad cardiovascular isquémica.

4. El método de la Reivindicacion 1 o uso de la Reivindicacion 2 en donde la enfermedad cardiovascular es
aterosclerosis.

5. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1, 3 0 4, o el uso de cualquiera de las Reivindicaciones 2
a 4 en donde los niveles de anticuerpos IgM del paciente reactivos con el conjugado fosforilcolina son
evaludos.

6. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1, 3 0 4, o el uso de cualquiera de la Reivindicaciones 2
a 4 en donde los niveles de anticuerpos IgG del paciente reactivos con el cojugado de fosforilcolina son
evaluados.

7. El método de cualquiera de la Reivindicaciones 1 o 3 a 6, o el uso de acuerdo a cualquiera de las
Reivindicaciones 2 a 6 en donde la fosforilcolina es unida a un portador via un espaciador.

8. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1 o0 3 a 7, o el uso de acuerdo a cualquiera de las
Reivindicaciones 2 a 7 en donde el conjugado fosforilcolina comprende fosforilcolina unida a un portador de
proteina, opcionalmente via un espaciador.

9. El método o uso de acuerdo a la Reivindicacion 8 en donde la proteina es KLH (hemocianina de lapa
californiana) o albumina de suero humano (ASH).

10. El método de cualquiera de las Reivindicaciones 1 0 3 a 9, o el uso de acuerdo a cualquiera de las
Reivindicaciones 2 a 9 en donde el ensayo es un ensayo inmune.
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