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DESCRIPCION
Terapia de inmunizacién basada en péptidos para el tratamiento de aterosclerosis

Campo técnico

La presente invencién se refiere a un nuevo péptido, en particular a un péptido que va a usarse para terapia de
inmunizacién para el tratamiento de aterosclerosis.

En particular, la invencion incluye el uso de un péptido para diagnosticar la presencia o ausencia de anticuerpos
relacionados con el aumento o la disminucién de riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares isquémicas.

Antecedentes

La aterosclerosis es una enfermedad crénica que produce un engrosamiento de la capa mas interna (la intima) de
arterias de tamafo grande y mediano. Disminuye la circulacién sanguinea y puede producir isquemia y destruccion
de tejido en 6rganos suministrados por el vaso afectado. La aterosclerosis es la causa principal de enfermedad
cardiovascular que incluye infarto de miocardio, accidente cerebrovascular y enfermedad de las arterias periféricas.
Es la causa principal de muerte en el mundo occidental y se predice que se convertira en la causa principal de
muerte en el mundo entero dentro de dos décadas.

La enfermedad se inicia por la acumulacion de lipoproteinas, principalmente la lipoproteina de baja densidad (LDL),
en la matriz extracelular del vaso. Estas particulas de LDL se agregan y experimentan una modificacion oxidativa. La
LDL oxidada es toxica y produce lesion vascular. La aterosclerosis representa en muchos sentidos una respuesta a
esta lesion que incluye inflamacion vy fibrosis.

En 1.989, Palinski y colaboradores identificaron autoanticuerpos en circulacion contra LDL oxidada en seres
humanos. Esta observacion sugirié que la aterosclerosis puede ser una enfermedad autoinmunitaria producida por
reacciones inmunitarias contra lipoproteinas oxidadas. En ese momento, varios laboratorios empezaron a buscar
asociaciones entre titulos de anticuerpos contra LDL oxidada y enfermedad cardiovascular. Sin embargo, el cuadro
que aparecio de estos estudios estaba lejos de ser claro. Existieron anticuerpos contra un gran nimero de diferentes
epitopes en LDL oxidada, pero la estructura de estos epitopes era desconocida. Por tanto, el término “anticuerpos
de LDL oxidada” se refiri6 a una mezcla desconocida de diferentes anticuerpos, en vez de a un anticuerpo
especifico. Los anticuerpos IgM independientes de linfocitos T fueron mas frecuentes que los anticuerpos IgG
dependientes de linfocitos T.

Lo anticuerpos contra LDL oxidada estaban presentes en tanto pacientes con enfermedad cardiovascular como en
controles sanos. Aunque algunos estudios previos informaron de asociaciones entre titulos de anticuerpos de LDL
oxidada y enfermedad cardiovascular, otros no pudieron encontrar tales asociaciones. Una debilidad principal de
estos estudios era que las pruebas de ELISA usadas para determinar titulos de anticuerpos usaron particulas de
LDL oxidada como ligando. La composicion de LDL es diferente en diferentes individuos, el grado de modificacién
oxidativa es dificil tanto de controlar como de evaluar y no pueden determinarse los niveles de anticuerpos contra los
diferentes epitopes en las particulas de LDL oxidada. Hasta cierto punto, debido a los problemas técnicos, ha sido
dificil evaluar la funcién de respuestas de anticuerpos contra LDL oxidada usando las técnicas disponibles hasta
este punto, pero, sin embargo, no es posible crear componentes bien definidos y reproducibles de una vacuna si
tuvieran que usarse particulas de LDL oxidada intactas.

Otra forma para investigar la posibilidad de que reacciones autoinmunitarias contra LDL oxidada en la pared
vascular desempefien una funcién clave en el desarrollo de aterosclerosis es inmunizar animales contra su propia
LDL oxidada. La idea tras este enfoque es que si las reacciones autoinmunitarias contra LDL oxidada se refuerzan
usando técnicas de inmunizacion clasicas, esto podria producir un aumento de la inflamacién vascular y progresiva
de aterosclerosis. Para probar esta hipétesis se inmunizaron conejos con LDL oxidada homdloga y luego se indujo
aterosclerosis alimentando a los animales con una dieta rica en colesterol durante 3 meses.

Sin embargo, a diferencia de la hipdtesis original, la inmunizaciéon con LDL oxidada tiene un efecto protector que
reduce la aterosclerosis aproximadamente el 50%. También se obtuvieron resultados similares en un estudio
posterior en el que la dieta rica en colesterol se combind con lesién por globo vascular para producir un desarrollo de
placas mas agresivo. En paralelo a los estudios de los inventores, varios otros laboratorios informaron de
observaciones similares. Considerados en conjunto, los datos disponibles demuestran claramente que existen
reacciones inmunitarias que protegen contra el desarrollo de aterosclerosis y que esto implica autoinmunidad contra
LDL oxidada.

Estas observaciones también sugieren la posibilidad de desarrollar una inmunoterapia o “vacuna” para el tratamiento
de enfermedad cardiovascular basada en aterosclerosis en el hombre. Un enfoque para hacer esto seria inmunizar
un individuo con su propia LDL después de haberse oxidado por exposicion a, por ejemplo, cobre. Sin embargo, este
enfoque es complicado por el hecho de que no se sabe qué estructura en la LDL oxidada es responsable de la
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induccion de la inmunidad protectora y si la LDL oxidada también puede contener epitopes que puedan dar lugar a
reacciones inmunitarias adversas.

La identificacion de epitopes en LDL oxidada es importante por varios aspectos:

Primero, es probable que uno o varios de estos epitopes sean responsables de la activacion de la respuesta
inmunitaria antiaterogénica observada en animales inmunizados con LDL oxidada. Por tanto, los péptidos que
contienen estos epitopes pueden representar una posibilidad para el desarrollo de una inmunoterapia o “vacuna
contra la aterosclerosis” en el hombre. Ademas, pueden usarse para el tratamiento terapéutico de aterosclerosis
desarrollada en el hombre.

En segundo lugar, los péptidos que contienen los epitopes identificados pueden usarse para desarrollar ELISA que
pueden detectar anticuerpos contra estructura especifica en LDL oxidada. Tales ELISA serian mas precisos y
fidedignos que los actualmente disponibles usando particulas de LDL oxidada como antigeno. También permitirian el
analisis de respuestas inmunitarias contra diferentes epitopes en LDL oxidada asociada a enfermedad
cardiovascular.

La patente de EE.UU. 5.972.890 se refiere a un uso de péptidos para diagnosticar aterosclerosis. La técnica
presentada en dicha patente de EE.UU. es por principio una forma de diagndstico radiofisico. Una secuencia de
péptidos se marca radiactivamente y se inyecta en la circulacién sanguinea. Si esta secuencia de péptidos es
idéntica a las secuencias presentes en la apolipoproteina B, se unira al tejido en el que hay receptores presentes
para la apolipoproteina B. En vasos, esto esta por encima de toda la placa aterosclerética. La concentracién de
radiactividad en la pared del vaso puede entonces determinarse, por ejemplo, por medio de una gammacémara. Por
tanto, la técnica es un procedimiento de diagndstico radiofisico basado en que secuencias de péptidos
radiactivamente marcadas se uniran a sus receptores de tejido normales presentes en la placa aterosclerética y se
detectaran usando un analisis de radiactividad externo. Es un procedimiento de analisis directo para identificar placa
aterosclerdtica. Requiere que al paciente se le administren compuestos radiactivos.

La técnica de la presente invencién se basa en principios y procedimientos bastante diferentes. Segun la
reivindicaciéon 1, la invencién se refiere a fragmentos |IEIGLEGKGFEPTLEALGK (SEC ID N° 31) de la
apolipoproteina B para inmunizacién contra enfermedad cardiovascular, ademas de a un procedimiento para
diagnosticar inmunorreacciones contra secuencias de péptidos de la apolipoproteina B. Tales inmunorreacciones
han mostrado a su vez que aumentan en individuos que tienen una aterosclerosis desarrollada. La presente técnica
se basa en la unién de secuencias de péptidos en el fondo de pocillos de polimero. Cuando una muestra de sangre
se aflade a los péptidos, se unira a los anticuerpos que son especificos para estas secuencias. Entonces, la
cantidad de anticuerpos unidos se determina usando un procedimiento/técnica inmunolégico. Por tanto, a diferencia
de la técnica de dicha patente de EE.UU., esto no es un procedimiento de determinacion directa para identificar y
localizar placa aterosclerética, pero determina una respuesta inmunoldgica que muestra un alto grado de covariacion
con la extension de la aterosclerosis.

Por tanto, el principio basico de la presente invencion es bastante diferente del de dicha patente. Esta ultima
depende de la unién de secuencias de péptidos a los receptores normales de las lipoproteinas presentes en tejido
aterosclerético, mientras que la primera se basa en el descubrimiento de inmunorreacciones contra secuencias de
péptidos y la determinacion de anticuerpos para estas secuencias de péptidos.

Estudios publicados (Palinski y col., 1995, y George y col., 1998) han mostrado que la inmunizacién contra LDL
oxidada reduce el desarrollo de aterosclerosis. Esto indicaria que las inmunorreacciones contra LDL oxidada tienen
en general un efecto protector. Sin embargo, los resultados facilitados en este documento han mostrado
sorprendentemente que esto no es siempre el caso. Por ejemplo, la inmunizaciéon usando una mezcla de péptidos n°
10, 45, 154, 199 y 240 dio lugar a un aumento del desarrollo de aterosclerosis. La inmunizaciéon usando otras
secuencias de péptidos, por ejemplo, secuencias de péptidos n° 1 y 30 a 34 carece de efecto total sobre el
desarrollo de la aterosclerosis. Los resultados son sorprendentes debido a que proporcionan la base del hecho de
que las inmunorreacciones contra LDL oxidada pueden proteger contra el desarrollo, contribuyen al desarrollo de
aterosclerosis y en absoluto tienen efecto dependiendo de sobre qué estructuras en LDL oxidada estén dirigidas.
Estos hallazgos hacen posible desarrollar los procedimientos de inmunizacién, que aislan la activacion de
inmunorreacciones protectoras. Ademas, muestran que la inmunizacion usando LDL oxidada intacta podria tener un
efecto perjudicial si las particulas usadas contienen un alto nivel de estructuras que dan lugar a inmunorreacciones
aterogénicas.

El documento WO 99/08109 se refiere al uso de un panel de anticuerpos monoclonales de ratén que se unen a
particulas de LDL oxidada con el fin de determinar la presencia de LDL oxidada en suero y plasma. Por tanto, esto
es totalmente diferente de la presente invencion en la que se desvela un procedimiento para determinar anticuerpos
contra LDL oxidada.

La patente de EE.UU. 4.970.144 se refiere a un procedimiento para preparar anticuerpos por medio de inmunizacién
usando secuencias de péptidos cuyos anticuerpos pueden usarse para la determinacion de apolipoproteinas usando
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ELISA. Por tanto, esto es ademas algo bastante diferente de la presente invencion.

La patente de EE.UU. 5.861.276 describe un anticuerpo recombinante para la forma normal de la apolipoproteina B.
Este anticuerpo se usa para determinar la presencia de la apolipoproteina B normal en plasma y suero, y para tratar
aterosclerosis reduciendo la cantidad de particulas de LDL normal en la circulacion, contra el péptido de la invencion

Por tanto, en la presente descripcion se describe el uso de anticuerpos contra el péptido de la invencién para tratar
aterosclerosis. Sin embargo, a diferencia de la patente de EE.UU. 5.861.276, estos anticuerpos se dirigen a
estructuras presentes en particulas de LDL oxidada y no a la particula de LDL normal. La ventaja es que es la LDL
oxidada, que se supone que da lugar al desarrollo de aterosclerosis. El uso de anticuerpos dirigidos a estructuras
que son especificas para LDL oxidada no se describe en dicha patente de EE.UU.

El documento WO 98/42751 enumera fragmentos oxidados de la apolipoproteina B y su uso.

El documento WO 99/18986 enumera un procedimiento para inhibir la unién de lipoproteina de baja densidad a la
matriz de vasos sanguineos.

El documento WO 98/56938 enumera lipoproteinas como vectores de acido nucleico.
Resumen de la invencion

Se cree que la oxidacion de lipoproteinas, principalmente LDL, en la pared arterial es un factor importante en el
desarrollo de aterosclerosis. Los productos generados durante la oxidacion de LDL son téxicos para las células
vasculares, producen inflamacion e inician la formacion de placas. Los epitopes en LDL oxidada son reconocidos por
el sistema inmunitario y dan lugar a la formacion de anticuerpos. Experimentos animales han mostrado que algunas
de estas respuestas inmunitarias tienen un efecto protector contra la aterosclerosis. Los anticuerpos estan
generalmente casi exclusivamente dirigidos contra estructuras basadas en péptidos. Usando una biblioteca de
polipéptidos que cubre la secuencia completa de la unica proteina presente en LDL, la apolipoproteina B, los
epitopes se han identificado en LDL oxidada que dan lugar a la formacién de anticuerpos en el hombre. Estos
epitopes de péptidos pueden usarse para desarrollar ELISA para estudiar asociaciones entre respuestas
inmunitarias contra LDL oxidada y enfermedad cardiovascular y para desarrollar una inmunoterapia o “vacuna”
antiaterosclerosis para la prevencion y el tratamiento de enfermedad cardiovascular isquémica.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha realizado una caracterizacion molecular de los epitopes en LDL oxidada que dan lugar a respuestas
inmunitarias dependientes de anticuerpo en el hombre. El enfoque usado aprovecha el hecho de que las reacciones
inmunitarias estan dirigidas casi exclusivamente contra secuencias de péptidos de 5-6 aminoacidos de longitud. La
LDL solo contiene una proteina, la apolipoproteina B de 4563 aminoéacidos de longitud. Durante la oxidacion, la
apolipoproteina B se fragmenta y aductos de aldehido se acoplan a aminoacidos positivamente cargados, en
particular lisina. Esto significa que las secuencias de péptidos que normalmente no estan expuestas debido a la
estructura tridimensional de la apolipoproteina B se vuelven accesibles a células inmunitarias y/o que secuencias de
péptidos normalmente expuestas se vuelven inmunogénicas debido a la haptenizacién con aldehidos.

Asi se ha determinado que anticuerpos producidos contra los siguientes péptidos, derivados nativos o de MDA
poseen una eficiencia tal para producir una respuesta terapéutica o profilactica, estos péptidos son

FLDTVYGNCSTHFTVKTRKG
PQCSTHILQWLKRVHANPLL
VISIPRLQAEARSEILAHWS
KLVKEALKESQLPTVMDFRK
LKFVTQAEGAKQTEATMTFK
DGSLRHKFLDSNIKFSHVEK
KGTYGLSCQRDPNTGRLNGE
RLNGESNLRFNSSYLQGTNQ
SLTSTSDLQSGIIKNTASLK
TASLKYENYELTLKSDTNGK
DMTFSKQNALLRSEYQADYE
MKVKIIRTIDQMQNSELQWP
IALDDAKINFNEKLSQLQTY
KTTKQSFDLSVKAQYKKNKH
EEEMLENVSLVCPKDATRFK
GSTSHHLVSRKSISAALEHK
IENIDFNKSGSSTASWIQNV
IREVTQRLNGEIQALELPQK
EVDVLTKYSQPEDSLIPFFE
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HTFLIYITELLKKLQSTTVM
LLDIANYLMEQIQDDCTGDE
CTGDEDYTYKIKRVIGNMGQ
GNMGQTMEQLTPELKSSILK
SSILKCVQSTKPSLMIQKAA
IQKAAIQALRKMEPKDKDQE
SLNSNGLELNADILGTDKIN
WIQNVDTKYQIRIQIQEKLQ
TYISDWWTLAAKNLTDFAEQ
EATLQRIYSLWEHSTKNHLQ
ALLVPPETEEAKQVLFLDTV
IEIGLEGKGFEPTLEALFGK
SGASMKLTTNGRFREHNAKF
NLIGDFEVAEKINAFRAKVH
GHSVLTAKGMALFGEGKAEF
FKSSVITLNTNAELFNQSDI
FPDIGQEVALNANTKNQKIR

0 un epitope contenido en uno o mas de estos péptidos.
Material y procedimientos

Para determinar qué partes de la apolipoproteina B se vuelven inmunogénicas como resultado de la oxidacién de
LDL se produjo una biblioteca de polipéptidos que consistia en péptidos de 20 aminoacidos de longitud que cubrian
la secuencia de la apolipoproteina B humana completa. Los péptidos se produjeron con un solapamiento de 5
aminoacidos para cubrir todas las secuencias en puntos de ruptura. Se usaron péptidos en su estado nativo, o
después de la incorporacion en liposomas de fosfolipidos, después de la oxidacidn por exposiciéon a cobre o después
de la modificaciéon con malondialdehido (MDA) para imitar las diferentes modificaciones de aminoacidos que pueden
producirse durante la oxidacion de LDL.

Péptidos

Se sintetizaron los 302 péptidos correspondientes a la secuencia de aminoacidos de la apolipoproteina B humana
entera (Euro-Diagnostica AB, Malmd, Suecia, y KJ Ross Petersen AS, Horsholm, Dinamarca) y se usaron en ELISA.
Una fraccion de cada péptido sintético se modificod por MDA 0,5 M (Sigma-Aldrich Sweden AB, Estocolmo, Suecia)
durante 3 h a 37°C y en presencia de liposomas por MDA 0,5 M durante 3 h a 37°C o por CuCl, 5 pM (Sigma)
durante 18 h a 37°C. Los péptidos modificados por MDA se dializaron contra PBS que contenia EDTA 1 mM con
varios cambios durante 18 h a 4°C. La modificacion de los péptidos se probd en geles de poliacrilamida
desnaturalizados (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) adecuados para la separacion de péptidos. Los péptidos se
numeraron 1-302 empezando en el extremo N de la proteina.

Pueden usarse otros aldehidos para preparar derivados, como hidroxinonenal y otros.
Liposomas

Una mezcla de fosfatidilcolina de huevo (EPC) (Sigma) y fosfatidilserina (PS) (Sigma) en una disolucién de
cloroformo a una relaciéon molar de 9:1 y una concentracion de fosfolipido 3 mM (PL) se evapord en un recipiente de
vidrio bajo corriente de argon moderada. Entonces, el recipiente se colocé a vacio durante 3 horas. Una disolucién
que contenia péptido 0,10 mM (5 ml) en tampon HEPES 10 mM esterilizado por filtraciéon, pH 7,4, NaCl 145 mM y
0,003% de azida de sodio se afiadio a la pelicula secada de EPC/PS y se incub6 durante 15 min a 50°C. La mezcla
se agitdé cuidadosamente con voértex durante aproximadamente 5 min a temperatura ambiente y luego se colocé en
un bafio de agua fria en hielo y se sonicé con 7,5 micrometros de amplitud durante 3 x 3 min (Sonyprep 150 MSE
Sanyo, Tamro-Medlab, Suecia) con interrupciones de 1 min. La mezcla de PL-péptido, nativa o modificada por MDA
0,5 M durante 3 h a 37°C o por CuCl, 5 mM durante 18 h a 37°C, se almaceno bajo argén en viales de vidrio a 4°C
envueltos en lamina de aluminio y se usaron en el transcurso de 1 semana. La mezcla modificada por MDA se
dializé contra PBS que contenia EDTA 1 mM con varios cambios durante 18 h a 4°C antes del almacenamiento. La
modificacion de la mezcla se probd en geles de poliacrilamida desnaturalizados (Bio-Rad Laboratories AB,
Sundbyberg, Suecia) adecuados para la separacion de péptidos.

Muestras de plasma
Las muestras de plasma de 10 pacientes con enfermedad cardiovascular (AHP) y 50 muestras de plasma, 25

mujeres y 25 hombres, de donantes de sangre normales (NHP) se recogieron y se reunieron. Los dos conjuntos se
separaron en alicuotas y se guardaron a -80°C.
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ELISA

Los péptidos sintéticos nativos o modificados diluidos en PBS a pH 7,4 (20 ug/ml), en presencia o ausencia de
liposomas, se absorbieron a pocillos de placas de microtitulacion (Nunc MaxiSorp, Nunc, Roskilde, Dinamarca) en
una incubacidén durante la noche a 4°C. Como referencia, uno de los péptidos (P6) se ejecutdé sobre cada placa.
Después de lavar con PBS que contenia 0,05% de Tween-20 (PBS-T), las placas recubiertas se bloquearon con
SuperBlock en TBS (Pierce, Rockford, IL) durante 5 min a temperatura ambiente seguido de una incubacion de
plasma humano reunido, AHP o NHP, diluido 1/100 en TBS-0,05% de Tween-20 (TBS-T) durante 2 h a temperatura
ambiente y luego durante la noche a 4°C. Después de aclararse, la deposicion de autoanticuerpos dirigidos a los
péptidos se detectd usando anticuerpos de conejo dirigidos contra IgG o IgM humana biotinilados (Dako A/S,
Glostrup, Dinamarca) apropiadamente diluidos en TBS-T. Después de otra incubacion durante 2 h a temperatura
ambiente, las placas se lavaron y los anticuerpos biotinilados unidos se detectaron por estreptavidina conjugada con
fosfatasa alcalina (Sigma), se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. La reacciéon de color se desarrollé
usando el kit de sustrato de fosfatasa (Pierce) y la absorbancia a 405 nm se midié después de 1 h de incubacion a
temperatura ambiente. Los valores de absorbancia de los diferentes péptidos se dividieron entre el valor de
absorbancia de P6 y se compararon.

Las secuencias en la apolipoproteina B que fueron reconocidas por anticuerpos en plasma humano se muestran
como SEC ID 1-36 en el dibujo adjunto. Tanto AHP como NHP contuvieron anticuerpos para un gran nimero de
péptidos diferentes. Se identificaron anticuerpos contra péptidos tanto nativos como modificados. Generalmente, los
titulos de anticuerpos para péptidos modificados por MDA fueron mayores o iguales a los del péptido nativo
correspondiente. La comparacion entre péptido nativos, modificados por MDA y oxidados con cobre mostré un alto
grado de correlacién y que los mayores titulos de anticuerpos se detectaron usando péptidos modificados por MDA.
El uso de péptidos incorporados en liposomas no produjo un aumento de los niveles de anticuerpo. Los anticuerpos
de la subclase IgM fueron mas comunes que los anticuerpos del subtipo I1gG.

Los péptidos contra los que se detectaron los mayores niveles de anticuerpos podrian dividirse en seis grupos con
caracteristicas comunes (Tabla 1):

(A) Altos niveles de anticuerpos IgG para péptidos modificados por MDA (n=3).

(B) Altos niveles de anticuerpos IgM, pero sin diferencia entre péptidos nativos y modificados por MDA
(n=9).

(C) Altos niveles de anticuerpos IgG, pero sin diferencia entre péptidos nativos y modificados por MDA
(n=2).

(D) Altos niveles de anticuerpos IgG para péptidos modificados por MDA y al menos el doble de anticuerpos
en el conjunto de NHP con respecto al conjunto de AHP (n=5).

(E) Altos niveles de anticuerpos IgM para péptidos modificados por MDA y al menos el doble de anticuerpos
en el conjunto de NHP con respecto al conjunto de AHP (n=10)

(F) Altos niveles de anticuerpos 1gG, pero sin diferencia entre péptidos intactos y modificados por MDA,
pero al menos el doble de anticuerpos en el conjunto de AHP con respecto al conjunto de NHP (n=7).

Tabla1
A. IgG alta, diferencia por MDA
P 11. FLDTVYGNCSTHFTVKTRKG
P 25. PQCSTHILQWLKRVHANPLL
P 74. VISIPRLQAEARSEILAHWS

B. IgM alta, sin diferencia por MDA

P 40. KLVKEALKESQLPTVMDFRK
P 68. LKFVTQAEGAKQTEATMTEK
P 94. DGSLRHKFLDSNIKFSHVEK
P 99. KGTYGLSCQRDPNTGRLNGE

P 100. RLNGESNLRFNSSYLQGTNQ
P 102. SLTSTSDLQSGIKNTASLK

P 103. TASLKYENYELTLKSDTNGK
P 105. DMTFSKQNALLRSEYQADYE
P 177. MKVKIIRTIDOMQNSELQWP
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C. IgG alta, sin diferencia por MDA

P 143. IALDDAKINFNEKLSQLQTY

P 210. KTTKQSFDLSVKAQYKKNKH
D. NHS/AHP, IgG-ak > 2, diferencia por MDA

P1. EEEMLENVSLVCPKDATRFK
P 129. GSTSHHLVSRKSISAALEHK
P 148. IENIDFNKSGSSTASWIQNV
P 162. IREVTQRLNGEIQALELPQK

P 252. EVDVLTKYSQPEDSLIPFFE
E. NHS/AHP, IgM-ak > 2, diferencia por MDA

P 301. HTFLIYITELLKKLQSTTVM

P 30. LLDIANYLMEQIQDDCTGDE
P 31. CTGDEDYTYKIKRVIGNMGQ
P 32. GNMGQTMEQLTPELKSSILK
P 33. SSILKCVQSTKPSLMIQKAA
P 34. IQKAAIQALRKMEPKDKDQE

P 107. SLNSHGLELNADILGTDKIN
P 149. WIQNVDTKYQIRIQIQEKLQ
P 169. TYISDWWTLAAKNLTDFAEQ
P 236. EATLQRIYSLWEHSTKNHLQ
F. NHS/AHP, IgG-ak < 0,5, sin diferencia por MDA

P 10. ALLVPPETEEAKQVLFLDTV
P 45. IEIGLEGKGFEPTLEALFGK
P 111. SGASMKLTTNGRFREHNAKF

P 154. NLIGDFEVAEKINAFRAKVH
P 199. GHSVLTAKGMALFGEGKAEF
P 222. FKSSVITLNTNAELFNQSDI
P 240. FPDLGQEVALNANTKNQKIR

Todas estas 36 secuencias de péptidos representan dianas para reacciones inmunitarias que pueden ser de
importancia para el desarrollo de aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares isquémicas. Por tanto, estos
péptidos pueden usarse para desarrollar ELISA para determinar las asociaciones entre niveles de anticuerpos contra
secuencias definidas de aminoacidos modificados por MDA en la apolipoproteina B y el riesgo para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular.

Estos péptidos también representan posibles mediadores de la inmunidad protectora observada en animales
experimentales inmunizados con LDL oxidada y pueden usarse para probar el desarrollo adicional de una terapia de
inmunizacioén o “vacuna” contra la aterosclerosis.

Por tanto, se han identificado 36 secuencias diferentes en la proteina de la apolipoproteina B humana que dan lugar
a respuestas inmunitarias significativas en el hombre. Es probable que estos epitopes representen lo que
previamente se ha descrito como anticuerpos para LDL oxidada. Como la mayoria de las respuestas inmunitarias
estan dirigidas contra secuencias de péptidos y la apolipoproteina B es la unica proteina en LDL, el enfoque usado
en este proyecto deberia ser poder identificar los epitopes especificos para esencialmente todos los anticuerpos
contra particulas de LDL oxidada. Se ha descrito una familia de anticuerpos especificos de fosfolipidos que incluyen
anticuerpos contra cardiolipina que reacciona con LDL oxidada, pero la especificidad y la funcion de estos
anticuerpos queda por caracterizarse completamente.

En muchos casos, los titulos de anticuerpos fueron mayores para polipéptidos modificados por MDA que para
secuencias nativas. Si los anticuerpos se detectaron contra una secuencia modificada por MDA, casi siempre estuvo
asociado a la presencia de anticuerpos contra la secuencia nativa. Una explicacion posible para esto es que la
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respuesta inmunitaria contra una secuencia de aminoacidos modificada por MDA en la apolipoproteina B (la
modificacion por MDA que se produce como resultado de la oxidacion de LDL) conduce a una ruptura de la
tolerancia contra la secuencia nativa. Para otras secuencias no hubo diferencia en titulos de anticuerpos contra
secuencias modificadas por MDA o nativas. Esto sugeriria que las reacciones inmunitarias estan dirigidas contra las
secuencias nativas. No deberia haber respuesta inmunitaria contra secuencias de aminodacidos en proteina
normalmente expuesta al sistema inmunitario. En la particula de LDL nativa, grandes partes de la proteina de la
apolipoproteina B estan escondidas en la capa de fosfolipidos de LDL y, por tanto, no son accesibles para el sistema
inmunitario. Durante la oxidacion de LDL, la cadena de aminoacidos de la apolipoproteina B se fragmenta
conduciendo a cambios en la estructura tridimensional. Es probable que esto conduzca a la exposicion de
secuencias de péptidos normalmente no accesibles para el sistema inmunitario y a la generacion de anticuerpos
contra estas secuencias que pueden explicar la presencia de anticuerpos contra secuencias de la apolipoproteina B
nativa. Alternativamente, la respuesta inmunitaria verdadera es contra secuencias modificadas por MDA, pero la
reactividad cruzada con secuencias nativas es tan grande que no puede demostrarse diferencia en la union.

Tabla 2.
Asociaciones entre anticuerpos para diferentes péptidos y aterosclerosis en la arteria carétida evaluado como

espesor de la intima/media en 78 sujetos (26 sujetos que posteriormente desarrollaron infarto de miocardio, 26
controles sanos y 26 individuos de alto riesgo con enfermedad).

Péptido IgG igM
Nativo Modificado por MDA Nativo Modificado por MDA
301 +
10 + +
11 ++ +
25 + + ++ +++
30 ++
31 ++ ++
32 ++
33 +
34 +
45 ++ ++ +++
74 ++ + + ++
99
100 + ++
102 ++
103 +
105
129 ++ +++
143 + + ++ +
148 +
154 +++ ++
162 + ++
199
210 +
240 ++ ++

+,r>02<0,3,p=<0,05; ++,r>0,3< 0,4, p=0,01; +++,r > 0,4, p = < 0,001, gris, niveles de anticuerpos de
péptido significativamente elevados en el grupo que padece infarto de miocardio.

La posibilidad de que puedan usarse ELISA basados en estos péptidos (nativos o modificados por MDA) para
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determinar asociaciones entre inmunorreaccion contra epitopes definidos en LDL oxidada y presencia y/o riesgo
para el desarrollo de enfermedad cardiovascular se investigé en un estudio piloto. El estudio se realiz6 en sujetos
que participaban en el Estudio de dieta y cancer de Malmo, un estudio basado en poblacion en el que mas de
30.000 individuos se reclutaron entre 1989 y 1993. Los niveles de anticuerpos contra 24 de los 36 péptidos
enumerados en la Tabla 1 se determinaron en muestras de plasma de referencia de 26 sujetos que desarrollaron un
infarto de miocardio agudo durante el periodo de seguimiento y 26 controles sanos de la misma edad, sexo y
tabaquismo. También se incluy6 un grupo adicional de 26 sujetos, de la misma edad, sexo y tabaquismo, pero todos
con niveles de colesterol LDL por encima de 5,0 mmol/l para estudiar niveles de anticuerpos en un grupo de alto
riesgo que no ha desarrollado enfermedad cardiovascular.

Para 19 de los 24 péptidos analizados se identificaron correlaciones significativas entre niveles de anticuerpos IgM
contra péptidos modificados por MDA y la gravedad de aterosclerosis en la arteria carétida (espesor de la
intima/media) como se evalla por investigacion ultrasénica de la arteria carétida comun, es decir, cuanto mayores
sean los niveles de anticuerpos, mayor sera la aterosclerosis (Tabla ?). Para muchos de estos péptidos también
existieron correlaciones significativas entre niveles de anticuerpos para péptidos nativos y espesor de la
intima/media de la carétida. S6lo 4 péptidos mostraron una correlacion significativa entre anticuerpos 1gG y el
espesor de la intima/media de la carotida. Estas observaciones sugieren que los ELISA usando estos péptidos
modificados por MDA (solos o en combinacidon) pueden usarse para identificar sujetos con aumento de
aterosclerosis.

Cuatro de los péptidos probados estuvieron no solo asociados a un aumento de la presencia de aterosclerosis, sino
que también fueron significativamente elevados en el grupo de sujetos que posteriormente sufrieron un infarto de
miocardio (Tabla 2). Los datos para uno de estos péptidos (péptido 240) se muestran en la Fig. 7. Estas
observaciones también demuestran que el ELISA basado en péptidos también puede usarse para identificar sujetos
con un riesgo elevado de desarrollar infarto de miocardio.

También hubo aumentos significativos en los niveles de anticuerpos IgG para los péptidos nativos 103, 162 y 199,
ademas de 102 modificado por MDA en el grupo que posteriormente sufrié infarto de miocardio. Sin embargo, los
anticuerpos IgG contra estos péptidos no estuvieron significativamente asociados a la presencia de aterosclerosis en
la arteria caroétida.

Se hizo una observacion particularmente interesante con anticuerpos contra el péptido 210 modificado por MDA para
el que hubo niveles de anticuerpos IgM significativamente mayores en los controles sanos y el grupo de alto riesgo
(colesterol LDL por encima de 5,0 mmol/l) que en el grupo que desarrollé un infarto de miocardio. Por consiguiente,
los anticuerpos contra el péptido 210 modificado por MDA pueden representan un marcador para individuos con una
disminucion del riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular.

Se ha demostrado ahora que la inmunizacién con secuencias de péptidos de apo B-100 nativas y modificadas por
MDA produce una inhibicion de la aterosclerosis en animales experimentales (Nordin Fredrikson, Séderberg y col.,
Chyu y col.). Los mecanismos por los que estas respuestas inmunitarias atero-protectoras operan siguen estando
por elucidar completamente. Sin embargo, una posibilidad probable es que el efecto atero-protector esté mediado
por anticuerpos generados contra estas secuencias de péptidos. Estos anticuerpos podrian facilitar, por ejemplo, la
eliminacion de particulas de LDL oxidativamente lesionadas por receptores Fc de macréfagos.

Los receptores de eliminadores de macréfagos solo reconocen LDL con lesiéon oxidativa extensa (9). Estudios
recientes han identificado la existencia de LDL oxidada en circulacion (10,11). Estas particulas solo tienen una lesién
oxidativa minima y no son reconocidas por receptores de eliminadores. La unién de anticuerpos a estas particulas
de LDL oxidada en circulacion puede ayudar a eliminarlas de la circulacion antes de que se acumulen en el tejido
vascular (12).

Varios estudios han apoyado una funcion de los anticuerpos en la proteccion contra la aterosclerosis. La
reconstitucion de linfocitos B inhibe el desarrollo de aterosclerosis en ratones nulos para apo E esplenectomizados
(13), ademas de la formacion de neointima después de lesion de la carétida en ratones RAG-1 (observaciones sin
publicar del laboratorio de los inventores). Ademas, se ha mostrado que inyecciones repetidas de inmunoglobulinas
reducen la aterosclerosis en ratones nulos para apo E (6).

Como se trata anteriormente, los anticuerpos contra secuencias de péptidos modificadas por MDA en apo B-100
pueden generarse por inmunizacion activa usando péptidos sintéticos. Este procedimiento requiere 2-3 semanas
antes de que se obtenga un efecto completo sobre la produccion de anticuerpos.

En algunas situaciones puede necesitarse un efecto mas rapido. Un ejemplo puede ser placas ateroscleréticas
inestables en las que es probable que la LDL contribuya a la toxicidad de células pulmonares y a riesgo de rotura de
placas. Bajo estas circunstancias, una inmunizacion pasiva mediante inyeccion de anticuerpos purificados o
recombinantemente producidos contra secuencias nativas y modificadas por MDA puede tener un efecto mas rapido.

Otra situacion en la que puede ser eficaz una inmunizacion pasiva mediante inyeccion de anticuerpos purificados o
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recombinantemente producidos es enfermedad cardiaca coronaria en individuos ancianos. Los estudios de los
inventores han mostrado que una disminucién en los anticuerpos contra secuencias de péptidos de apo B se
produce con un aumento en la edad en el hombre y esta asociado a un aumento en el nivel de plasma de LDL
oxidada (Nordin Fredrikson, Hedblad y col.). Esto puede sugerir una senescencia de las células inmunitarias
responsables de la produccién de anticuerpos contra antigenos en LDL oxidada y producir una eliminacion
defectuosa de particulas de LDL oxidativamente lesionadas de la circulacion. Por consiguiente, estos sujetos se
beneficiarian mas de una inmunizacién pasiva mediante inyeccion de anticuerpos purificados o recombinantemente
producidos que de una inmunizacion activa con secuencias de péptidos de apo B-100.

Los péptidos nativos sintéticos (Euro-Diagnostica AB, Malmd, Suecia) usados a continuacion fueron el péptido 1, 2 'y
301 de la biblioteca de polipéptidos inicialmente cribada.

Se encontré que el péptido 1 (secuencia de aminoacidos: EEEMLENVSLVCPKDATRFK, n=10) y el péptido 301
(secuencia de aminoacidos: HTFLIYITELLKKLQSTTVM, n=10) tenian una mayor respuesta de anticuerpos IgG o
IgM a la forma modificada por MDA que el péptido nativo, respectivamente, y ambos titulos son mayores en el sujeto
sano. Estos péptidos se eligieron basandose en la suposicién de que la respuesta de anticuerpos a estos péptidos
podria ser protectora contra la aterosclerosis.

El péptido 2 (secuencia de aminoacidos: ATRFKHLRKYTYNYQAQSSS, n=10) no provoco respuesta de anticuerpos
en el cribado de anticuerpos inicial, de ahi que se eligiera como péptido de control. Los ratones que recibieron
alumbre sirvieron de control (n=9).

Los ratones apo E (-/-) recibieron inmunizacion primaria subcutanea a las 6-7 semanas de edad, seguido de un
refuerzo intraperitoneal 3 semanas después. Los ratones se alimentaron con una dieta rica en colesterol desde el
comienzo de la inmunizacién y continu6 hasta el sacrificio a la edad de 25 semanas. En el momento del sacrificio no
hubo diferencia significativa en el peso corporal entre los 4 grupos de ratones. Ni hubo diferencia estadisticamente
significativa en el colesterol en suero como se mide usando un kit comercialmente disponible (Sigma). Los niveles
medios de colesterol el suero estuvieron todos por encima de 715 mg/dl.

El area de la aorta descendente cubierta por la placa aterosclerética se midié en una preparacién en face después
de la tincion con Oil red O. En comparacion con el grupo de control, los ratones inmunizados con el péptido n° 2 y n°
301 tuvieron aterosclerosis sustancialmente reducida. La inmunizacién con el péptido n® 1 no produjo una reduccion
significativa en la aterosclerosis en comparacion con el control. A diferencia de la aorta descendente, el grado de
aterosclerosis en la raiz adrtica y el arco adrtico no se diferencié entre los 4 grupos experimentales.

No hubo diferencia entre los 4 grupos en términos de tamafio de placas del seno adrtico o su contenido de lipidos
(Tabla A). Los tamafios de placa medios en los arcos aérticos de los 4 grupos de ratones no fueron diferentes. Sin
embargo, la evaluacién en face de los tamafios de placas de la aorta toracica descendente y abdominal por tincion
por Oil red O revelé que el grupo de control y el grupo del péptido n° 1 tuvieron cantidad similar de placa
aterosclerdtica en la aorta, mientras que los grupos del péptido n°® 2 y n° 301 tuvieron una carga aterosclerética
significativamente reducida en la aorta (Tabla A). La observacion de que la inmunizacién con péptidos no afecté el
tamafo de placas del seno aértico o arco aértico, pero redujo la placa aértica descendente, es interesante y sugiere
que la inmunizacion de péptidos podria reducir la formacion de nuevas placas, pero no afecta la progresion de
placas.

Se probé adicionalmente si la inmunizacién de péptidos modulaba el fenotipo de placas ateroscleréticas. Secciones
congeladas de placas del seno adrtico se tifleron inmunohistoquimicamente con anticuerpo de
monocitos/macréfagos (MOMA-2, Serotec). De acuerdo con los hallazgos de la observacién en face, el péptido n°® 2
redujo significativamente la infiltraciéon de macrofagos en las placas (Figura 1). La tincion con tricromo revel6 un
contenido de colageno medio del 40,0 £ 7,7% en las placas del seno aodrtico del grupo de péptidos 2; mientras que el
contenido de colageno medio en el grupo de control de alumbre, grupo de péptidos 1 y grupo de péptidos 301 fueron
32,3 +5,3%, 35,6 £ 8,5% y 29,4 £ 9,6%, respectivamente.

Se determind la respuesta de anticuerpos contra péptido inmunizado en cada grupo. El titulo de anticuerpos
después de la inmunizaciéon aumenté 6,1 + 3,1 veces en el grupo de péptidos 1, 2,4 £+ 1,0 veces en el grupo de
péptidos 2 y 1,8 £ 0,6 veces en el grupo de péptidos 9; mientras que el grupo de alumbre tuvo un aumento de 3,9 +
2,7 veces el titulo de anticuerpos contra el péptido 1, aumento de 2,0 £ 0,5 veces contra el péptido 2 y aumento de
2,0 £ 0,9 veces contra el péptido 9. Es sorprendente el aumento en paralelo del titulo de anticuerpos contra péptidos
inmunizados tanto en el grupo inmunizado como el tratado con alumbre. Esto puede significar las siguientes
posibilidades; (1) mecanismo(s) distinto(s) de respuesta inmunitaria humoral (tal como respuesta inmunitaria celular)
puede(n) participar en la modulacion de aterosclerosis; o (2) este aumento de anticuerpo fue una respuesta inocente
a hipercolesterolemia con el tiempo.

Aunque no hay un mecanismo especulativo claro para explicar por qué la inmunizacion de péptidos redujo la
aterosclerosis y/o modula el fenotipo de placas, la novedad de la presente invencion es el concepto de usar péptidos
de LDL como inmundgeno y su viabilidad como estrategia de inmunomodulacion. Esta estrategia de inmunizacion
basada en péptidos modula las placas ateroscleréticas. Se habia mostrado que la inmunizacién usando oxLDL
homologo o LDL nativa como antigeno redujo el tamario de placas™ sin embargo, la disponibilidad, produccion,
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contaminacion infecciosa y seguridad de LDL humana homéloga hace que este enfoque sea poco llamativo para la
aplicacion clinica. Aqui se demuestra que la inmunoterapia basada en péptidos es factible, aunque los resultados
finales de los inventores se diferencien de sus hipétesis iniciales de que la inmunizacién usando péptidos con mayor
respuesta de anticuerpos IgM o IgG en sujetos normales puede proteger a animales experimentales del desarrollo
de placas ateroscleréticas avanzadas.

Es sorprendente encontrar que la inmunizacién usando el péptido n° 2 protegié al animal del desarrollo de nuevas
lesiones ateroscleroticas en la aorta descendente y redujo la infiltracion de macréfagos y un mayor contenido de
colageno en placas ya que este péptido no convirtié ninguna respuesta de anticuerpo del cribado humano inicial.
Puede ser debido (a) el péptido n° 2 puede ser una parte de la estructura de la proteina de apo-B-100 humana que
no se expuso al sistema inmunitario humano. De ahi que no se generara anticuerpo y se detectara a partir de
conjuntos de suero humano sano; (b) la secuencia de aminoacidos del péptido n° 2 es exdgena para ratones, por
tanto, los ratones desarrollaron respuesta inmunitaria contra este péptido, que modula la nueva formacion de
lesiones ateroscleréticas y su fenotipo.

El efecto de la inmunizacién con LDL homadloga sobre el tamafio de placas varié cuando los tamafios de placas se
evaluaron en diferentes porciones del arbol aodrtico. Por ejemplo, Ameli y col. mostraron en conejo
hipercolesterolémico que la inmunizacion con LDL nativa produjo una reduccion de la formacién de placas en aorta’,
mientras que Freigang y col. mostraron la reduccion del tamafio de placas en seno adrtico, pero no en aorta®.
Considerando juntos sus hallazgos y los presentes se especuld que la inmunizacion de péptidos modula no sélo los
tamarios de placas, sino también la composicion de placas. El efecto reductor de placas sélo se observé en la aorta
descendente. Los ratones apo E (-/-) son conocidos por desarrollar lesiones ateroscleréticas en diversas etapas de
evoluciéon en un animal individual, especialmente cuando se alimentaron con dieta rica en colesterol. El aspecto
inicial de la lesion aterosclerdtica en animal joven fue en el seno aortico®” y después de 15 semanas con dieta rica
en grasa y rica en colesterol las lesiones en el seno adrtico fueron placas avanzadas; mientras que el estado previo
de la aterosclerosis estaba presente en aorta descendente.® Como el transcurso temporal de la maduracion de
placas y el desarrollo en la aorta descendente es tardio en comparacion con el del seno adrtico, el hallazgo de que
la inmunizacion redujo los tamarios de lesion en la aorta descendente, pero no en el seno adrtico, sugirié que la
inmunizacion afectaba la etapa temprana de la formacion de la aterosclerosis. Es posible que a medida que el
animal envejece y en presencia de nivel suprafisioldgico de colesterol en suero, el efecto reductor de placas de la
inmunizacion sea vencido por el efecto téxico de la hipercolesterolemia. También es posible que las placas del seno
aortico maduren mas rapido y el sacrificio a las 25 semanas sea demasiado tarde para detectar cualquier diferencia
en el tamafo de placas. Aunque el tamafo de lesién no se modulé en la placa del seno aértico, la inmunizacion de
péptidos modulé las composiciones de placas. El presente disefio experimental impidi6 el estudio de la composicion
de las placas en su estado mas temprano de desarrollo en aorta descendente.

Los hallazgos experimentales destacan la viabilidad de usar secuencias de péptidos de LDL asociada a apo B-100
como inmundgenos para un enfoque novedoso para prevenir aterosclerosis y o modular favorablemente el fenotipo
de placas a pesar de hiperlipidemia grave. Esta estrategia de inmunizacién basada en péptidos es potencialmente
ventajosa con respecto al uso de oxLDL homdloga o LDL nativa como antigeno debido a que una estrategia tal
podria eliminar la necesidad de aislamiento y preparacion de LDL homodloga y el riesgo de contaminacién que
conlleva. El efecto de inmunizacion reductor de placas con el péptido n°® 2 y 301 sélo se observé en aorta
descendente. Estos hallazgos estan de acuerdo con informes previos en los que también se ha mostrado que otras
intervenciones terapéuticas tienen un mayor efecto sobre la aorta descendente en comparacién con el arco aértico
417 supuestamente debido a que las lesiones se desarrollan mas rapidamente en la raiz y arco aodrtico que en la
aorta descendente, creandose asi una ventana mas pequefia de oportunidad para la intervencién ' 1516181 Como
el transcurso temporal de la maduracion y el desarrollo de placas en la aorta descendente es tardio en comparacion
con el del seno adrtico y el arco aortico, el hallazgo de que la inmunizacién redujo los tamarfios de lesién en la aorta
descendente, pero no en el seno y arco aodrtico, sugiere que la inmunizacion evita preferencialmente la etapa
temprana de la formacioén de aterosclerosis. Es posible que a medida que el animal envejece y en presencia de nivel
suprafisiolégico de colesterol en suero se supere el efecto de inmunizacion reductor de placas por el efecto toxico de
la hipercolesterolemia grave. Aunque el tamafio de lesién no se moduld en el seno o arco aodrtico, la inmunizacion
con péptido n° 2 moduld la composicion de placas en una direccidn favorable creando un fenotipo de placas mas
estable con infiltracién de macréfagos reducida y aumento del contenido de colageno. En resumen, se demuestra un
novedoso enfoque inmunomodulador basado en péptidos para la inhibicién de aterosclerosis en el modelo murino.

En resumen, se demuestra un novedoso enfoque inmunomodulador basado en péptidos en la modulacion de placas
ateroscleréticas. Aunque el cambio en la formacién de aterosclerosis en el modelo de los inventores sélo fue
modesto, esta inmunizacién basada en péptidos todavia puede proporcionar una herramienta alternativa en el
estudio, prevencién o tratamiento de aterosclerosis.

Procedimientos
Preparacion de péptidos. Los péptidos se prepararon usando el kit Imject® SuperCarrier® EDC (Pierce, Rockford, IL)

segun la instruccion del fabricante con modificacion menor. Un mg de péptido en 500 ul de tampén de conjugacion
se mezclé con 2 mg de vehiculo en 200 pl de agua desionizada. Esta mezcla se incubd entonces con 1 mg de
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reactivo de conjugacion (EDC, HCI de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida) a temperatura ambiente durante 2
horas. Luego se dializ6 contra disolucion de fosfato de sodio 0,083 M, cloruro sédico 0,9 M a pH 7,2 durante la
noche a 4°C. El conjugado dializado se diluy6 con el tampdn de purificacion en mezcla seca Imject a un volumen
final de 1,5 ml. Se usé alumbre como inmunoadyuvante y se mezclé con conjugado de péptido con dilucion 1:1 en
volumen. La cantidad de péptido en cada inmunizacion fue 33 ug/100 pl por inyeccion.

Protocolo de animales. Ratones apo E (-/-) de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Me) recibieron inmunizacion
primaria subcutanea a las 6-7 semanas de edad, seguido de un refuerzo intraperitoneal 3 semanas después. Los
ratones se alimentaron con una dieta rica en colesterol desde el comienzo de la inmunizacion y continu6 hasta el
sacrificio a la edad de 25 semanas. Se recogieron muestras de sangre 2 semanas después del refuerzo y en el
momento del sacrificio. Los ratones que recibieron alumbre sirvieron de control. El protocolo experimental fue
aprobado por el Comité institucion del cuidado y uso de animales del Centro médico Cedars-Sinai. Todos los ratones
se alojaron en un animalario acreditado por la Asociacién americana de acreditacion del cuidado de animales de
laboratorio y se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de dia/noche y tuvieron acceso ilimitado a agua y comida. En el
momento del sacrificio, los ratones se anestesiaron por inhalacion de enflurano. Se obtuvo plasma por sangrado
retro-orbital antes del sacrificio.

Recogida y seccionamiento de tejido. Para evaluar el efecto de la inmunizacién de péptidos sobre la formacién de
aterosclerosis se evalué el tamafio de placas en el seno adrtico, arco aértico y la aorta toracica descendente y
abdominal. Después de que el corazén y el arbol adrtico se perfundieran con solucién salina normal a presiéon
fisiolégica, el corazén y la aorta proximal se escindieron y se incorporaron en compuesto de OCT (Tissue-Tek) y se
congelaron seccionados. Las secciones seriadas de 6 ym se recogieron a partir de la aparicion de al menos 2
valvulas adrticas hasta la desaparicion de las valvas de las vélvulas aérticas para la evaluacion de las placas del
seno adrtico. Normalmente, 3 secciones consecutivas estuvieron en un portaobjetos y se recogieron un total de 25-
30 portaobjetos de un ratén y cada quinto portaobjetos se agrupé para la tincion. La aorta ascendente y los arcos
aodrticos hasta la arteria subclavia izquierda también se seccionaron y se procesaron similarmente. La aorta toracica
descendente y abdominal se procesaron por separado para la evaluaciéon en face de la formacién de placas después
de la tincién con Qil red O. Preparacion en face de la aorta toracica descendente y abdominal

Albumina de huevo de pollito (Sigma) en una concentracion de 0,8 g/ml de agua se mezclé 1:1 con glicerina. Se
afadié azida de sodio para preparar una concentracion final de azida de sodio del 0,2%. Entonces, después de
limpiar la aorta toracica descendente y abdominal de tejido de alrededor y de grasa, se extirpé cuidadosamente el
segmento de aorta de la arteria subclavia izquierda hasta el nivel de la arteria renal para la fijacion durante la noche
en Histochoice (Amresco). Entonces, la aorta se abrié cuidadosamente longitudinalmente y se colocé con la cara
luminal hacia arriba sobre un portaobjetos recientemente recubierto de disolucién de albumina de huevo. Después
de secarse la disolucién de albumina, la aorta se tifié con Oil red O para evaluar el grado de aterosclerosis con
histomorfometria asistida por ordenador.

Inmunohistoquimica e histomorfometria. Las secciones del seno adrtico se tifieron inmunohistoquimicamente con
anticuerpo MOMA-2 (Serotec) usando un protocolo estandar. La tincién con tricromo para evaluar el contenido de
colageno y la tincion con Oil red O para el tamafio de placas y el contenido de lipidos se hicieron usando un
protocolo de tincién convencional. El andlisis morfométrico asistido por ordenador se realizd para evaluar la
histomorfometria como se ha descrito previamente.®

Medicion del titulo de anticuerpos. Se desarrollé un ELISA para medir la respuesta de anticuerpos después de la
inmunizacion de péptidos. El titulo de anticuerpos contra péptido inmunizado se midié usando sangre recogida 2
semanas después del refuerzo y en el sacrificio. La respuesta de anticuerpos contra 3 péptidos también se
determind en el grupo de alumbre a los mismos momentos de tiempo. En resumen, péptidos sintéticos nativos
diluidos en PBS a pH 7,4 (20 ug/ml) se absorbieron a pocillos de placas de microtitulacion (Nunc MaxiSorp, Nunc,
Roskilde, Dinamarca) en una incubacién durante la noche a 4°C. Después de lavar con PBS que contenia 0,05% de
Tween-20 (PBS-T), las placas recubiertas se bloquearon con SuperBlock en TBS (Pierce) durante 5 min a
temperatura ambiente, seguido de una incubacion de suero de raton diluido 1/50 en TBS-0,05% de Tween-20 (TBS-
T) durante 2 h a temperatura ambiente y luego durante la noche a 4°C. Después del aclarado, la deposicion de
anticuerpos dirigida a los péptidos se detecté usando anticuerpos de conejo dirigidos contra Ig de raton biotinilados
(Dako A/S, Glostrup, Dinamarca) apropiadamente diluidos en TBS-T. Después de otra incubacion durante 2 h a
temperatura ambiente, las placas se lavaron y los anticuerpos biotinilados unidos se detectaron por estreptavidina
conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma), se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. La reaccién de color se
desarrollé usando el kit de sustrato de fosfatasa (Pierce) y la absorbancia a 405 nm se midi6é después de 1 h de
incubacién a temperatura ambiente. Los valores medios se calcularon después de restarse el fondo.

Por supuesto también son aplicables otros modelos de ensayo tales como cualquier inmunoensayo que detecte un
anticuerpo tal como inmunoensayo radiactivo, transferencia Western y transferencia Southern, ademas de deteccion
de anticuerpos unidos a péptidos, electrodos de enzimas y otros procedimientos para analisis.

Estadistica
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Los datos se presentan como media + DE. El procedimiento estadistico usado se enumera en el siguiente texto,
leyenda de la tabla o de la figura. P < 0,05 se considero estadisticamente significativo.

Tabla A Tamafo de placas del seno adrtico y su contenido de lipidos, tamafio de placas del arco adrtico y
porcentaje de placa en aorta descendente.

Tamario total de placas | Area de Oil red O (+) (% de | Tamafio de placas del % de placa en
en seno aortico (mm?) placa de seno aortico) arco aortico (mm?) aorta (prep. plana)
Alarma 0,49 +0,13 21,744 0,057 + 0,040 20+4,7
Péptido 1 0,48 +0,14 32,0+ 8,1 0,054 + 0,027 17+4,3
Péptido 301 0,46 + 0,16 23,8 +4,1 0,050 + 0,024 8,9+2,2*

*Significativamente diferente del grupo de alumbre. Se usé ANOVA seguida de la prueba de Tukey-Kramer para el

analisis estadistico.

A continuacion se facilita en la Tabla B otros datos sobre el efecto de la inmunizacién con secuencias de péptidos de
la apolipoproteina B-100 sobre la aterosclerosis en ratones de genes inactivados apo E.

Tabla B
Efecto de la inmunizacién con secuencias de péptidos de la apolipoproteina B-100 sobre la aterosclerosis en ratones

de genes inactivados apo E

Inmunizaciones usando mezclas de varias secuencias de péptidos

Efecto sobre la aterosclerosis en la aorta

1. Secuencias de péptidos 143 y 210 -64,6%
2. Secuencias de péptidos 11, 25y 74 -59,6%
3. Secuencias de péptidos 129, 148 y 167 -56,8%
4. Secuencias de péptidos 99, 100, 102, 103 y 105 -40,1%
5. Secuencias de péptidos 30, 31, 32, 33y 34 +6,6%
6. Secuencias de péptidos 10, 45, 154, 199 y 240 +17,8%
Inmunizaciones usando una unica secuencia de péptidos

1. Secuencia de péptidos 210 -57,9%
2. Secuencia de péptidos 301 -55,2%
3. Secuencia de péptidos 45 -47,4%
4. Secuencia de péptidos 74 -31,0%
5. Secuencia de péptidos 1 -15,4%

6. Secuencia de péptidos 240

La administracién de los péptidos anteriores que comprenden un péptido p45 de la invencién y otros péptidos se
lleva normalmente a cabo mediante inyeccion tal como inyeccién subcutanea, inyeccion intravenosa, inyeccion
intramuscular o inyeccion intraperitoneal. Una primera dosificacién inmunizante puede ser 1 a 100 mg por paciente
dependiendo del peso corporal, edad y otras condiciones fisicas y mediales. En situaciones particulares también es
posible una administracion local de una disolucién que contiene uno o mas del péptido de la invencidon y otros
péptidos mediante catéter a los vasos coronarios. También pueden prepararse preparaciones orales, aunque deben
tomarse precauciones de la invencion particular para admitir la absorcion en la circulacién sanguinea. Una
dosificacion en inyeccion puede contener del 0,5 al 99,5% en peso de uno o mas de los péptidos de la presente
invencion. Los péptidos anteriores que comprenden un péptido p45 de la invencion y otros péptidos se administran
normalmente como ligados a albdimina de suero bovino cationizada y usando hidréxido de aluminio como adyuvante.
También pueden usarse otros adyuvantes conocidos en la técnica.

Las disoluciones para administracion de los péptidos no deben contener ni EDTA ni antioxidante, de la invencion

El péptido también puede usarse como agente terapéutico en pacientes que ya padecen una aterosclerosis. Por
tanto, puede usarse cualquier via de administracion adecuada para afiadir uno o mas de los péptidos de la invencién
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y otros péptidos.

Estudios iniciales se basaron en la determinacion de qué tipo de modificaciones oxidativas de péptidos condujeron al
reconocimiento por anticuerpos en plasma humano. Estos estudios se hicieron usando péptidos i-5 y 297-302.
Durante la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados de LDL en fosfolipidos y ésteres de colesterilo se experimenta
la peroxidacién que conduce a la formacion de productos de descomposicion altamente reactivos tales como
malondialdehido (MDA). EI MDA puede entonces formar aductos covalentes con residuos de lisina y histidina en apo
B-100 haciendo que sean altamente inmundgenos. La oxidacion de LDL también produce la fragmentacion de apo
B-100 que puede conducir a la exposicion de secuencias de péptidos normalmente no accesibles para el sistema
inmunitario. En estos experimentos, los péptidos se usaron en su estado nativo, después de la modificacion por
MDA o después de la incorporacion en liposomas de fosfolipido seguido de oxidacién con cobre o modificacién por
MDA. Los anticuerpos IgM se identificaron contra péptidos nativos, por MDA y oxidados con liposomas con titulos de
anticuerpos MDA-péptido > péptidos de liposoma modificados por MDA > péptido oxidado con liposomas > péptido
nativo. Las pruebas de especificidad demostraron que la unién de anticuerpos a péptidos modificados por MDA era
competida tanto por MDA-LDL como por LDL oxidada con cobre.

Entonces, los inventores realizaron un cribado de la biblioteca de péptidos completa usando plasma reunido
derivado de sujetos de control sanos y péptidos nativos y modificados por MDA como antigenos. Se identificaron
anticuerpos para un gran numero de sitios en apo B-100. Usando dos veces la absorbancia del control de fondo
como corte de titulo positivo, los anticuerpos se detectaron contra 102 de los 302 péptidos que constituian la
secuencia de apo B-100 completa. La unidon de IgM fue sustancialmente mas abundante que la de IgG.
Generalmente, la unién fue superior a secuencias de péptidos modificadas por MDA que a la secuencia nativa
correspondiente, pero esto fue una correlacién sorprendente entre los dos. La unién a tanto secuencias nativas
como modificadas por MDA fue competida por la adiciéon de LDL modificada por MDA y LDL oxidada con cobre, pero
no por LDL nativa. Estas observaciones sugieren que las respuestas inmunitarias contra secuencias de péptidos
modificadas por MDA en apo B-100 producen una reactividad cruzada contra secuencias nativas. La incapacidad de
LDL nativa para competir por la uniéon de anticuerpo a secuencias de péptidos de apo B-100 nativas es
sorprendente, pero puede indicar que estas secuencias soélo se exponen después de la degradacién proteolitica de
apo B-100 que se produce como resultado de la oxidacion de LDL. Tanto las partes hidréfilas como hidréfobas de la
molécula fueron reconocidas por anticuerpos. Se realizé un segundo cribado de la biblioteca de péptidos de apo B-
100 usando plasma reunido de sujetos con signos clinicos de enfermedad cardiaca coronaria ECC, infarto de
miocardio agudo (IMA) y angina inestable (n=10). Los anticuerpos en plasma de ECC reunido se unieron a las
mismas secuencias y con la misma distribucion global que para anticuerpos en plasma de control sano. Sin
embargo, los titulos de anticuerpos para varios péptidos (n° 1, 30-34, 100, 107, 148, 149, 162, 169, 236, 252 y 301)
fueron al menos dos veces mas elevados que en el plasma de control en comparacion con el plasma de sujetos con
ECC, mientras que los titulos contra algunos péptidos (n° 10, 45, 111, 154, 199, 222 y 240) fueron mayores en el
plasma de pacientes con ECC en comparacion con controles. Entonces, los inventores realizaron un estudio clinico
prospectivo para investigar si los niveles de anticuerpos contra secuencias de péptidos modificadas por MDA en apo
B-100 predecian el riesgo de desarrollar ECC. Usando un disefio de control de casos anidados los inventores
seleccionaron 78 sujetos con acontecimientos coronarios (IMA o muerte debida a ECC) y 149 controles del Estudio
de dieta y cancer de Malmé. Ningun caso ni individuo de control tuvo una historia de IM previo o accidente
cerebrovascular. La mediana del tiempo desde la inclusién hasta el acontecimiento coronario agudo fue 2,8 afios
(intervalo 0,1-5,9 afios) entre casos. Los niveles de anticuerpos se determinaron en muestras de plasma de
referencia complementadas con antioxidantes. Usando el espesor de la intima/media de la carétida (EIM) como se
evalud por ultrasonografia en el nivel inicial los inventores también analizaron asociaciones entre niveles de
anticuerpos y grado de enfermedad vascular existente. Los inventores estudiaron 8 secuencias de péptidos
modificadas por MDA que en los estudios de cribado inicial se asociaron a altos niveles de anticuerpos en plasma
(n° 74, 102 y 210) y/o diferencias marcadas entre conjuntos de plasma de control y con ECC (n° 32, 45, 129, 162y
240). Se encontro que los controles tenian mayores niveles de IgM contra MDA-péptido 74 (0,258, intervalo 0-1,123
unidades de absorbancia frente a 0,178, intervalo 0-0,732 unidades de absorbancia, p<0,05), por lo demas no hubo
diferencias en niveles de anticuerpos entre casos y controles. Las asociaciones entre EIM e IgM contra MDA-
péptidos n° 102, 129 y 162 (r = 0,233, 0,232, y 0,234, respectivamente, p<0,05) se observaron en casos y entre EIM
y MDA-péptido 45 MDA (r=0,18, p<0,05) en controles. Se observaron correlaciones débiles entre anticuerpos para
MDA-péptido 129 con MDA vy colesterol total y LDL (r=0,19 y r=0,19, p<0,01, respectivamente), por lo demas los
niveles de anticuerpos de péptidos no mostraron asociaciones con colesterol total en plasma, colesterol LDL,
colesterol HDL o triglicéridos en plasma. Hubo fuertes covariaciones entre niveles de anticuerpos para los diferentes
péptidos (valores de r que oscilan de 0,6 a 0,9). La unica excepcion fue anticuerpos contra el MDA-péptido 74 que
estuvieron débilmente relacionados o no estuvieron relacionados en absoluto con anticuerpos contra los otros
péptidos.

Los anticuerpos contra todas las secuencias, excepto MPD-péptido 74, se asociaron inversamente a la edad entre
casos (valores r que oscilan de -0,38 a -0,58, p<0,010,001), pero no en controles. A diferencia, los niveles en plasma
de LDL oxidada aumentaron con la edad. De nuevo, esta asociacion fue mas fuerte en los casos que en los
controles. Para investigar si las asociaciones entre respuestas inmunitarias contra secuencias de péptidos
modificadas por MDA y enfermedad cardiovascular fueron diferentes en diferentes grupos de edad se realizdé un
analisis de subgrupos en casos y controles por debajo y por encima de la mediana de la edad (61 afios). En los
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casos del grupo de edad mas joven habian aumentado los niveles de anticuerpos contra los péptidos 32 y 45 y
disminuido los niveles de anticuerpos contra el péptido 74 con respecto a controles, mientras que no se observaron
diferencias en el grupo de edad mayor. Los anticuerpos contra todas las secuencias de MDA-péptidos, excepto el
péptido 74, se asociaron significativamente a EIM en el grupo de edad mas joven, pero no en el edad mayor (tabla).
Estos estudios identifican varias secuencias modificadas por MDA en apo B-100 que son reconocidas por
anticuerpos humanos. La modificacién por MDA de apo B-100 se produce como resultado de la oxidacion de LDL
que indica que estos anticuerpos pertenecen a la familia de los autoanticuerpos de LDL oxidada previamente
descritos. Esta nocion también puede soportarse por la observacién de que la union de anticuerpos a péptidos de
apo B-100 modificados por MDA es competida por la adicién de LDL oxidada. Junto con los fosfolipidos oxidados
identificados por Horkkoé y col., es probable que estas secuencias de péptidos modificadas por MDA constituyan la
gran mayoria de las estructuras antigénicas en LDL oxidada. En similitud con los anticuerpos de antifosfolipido de
LDL oxidada, los anticuerpos contra secuencias de apo B-100 modificadas por MDA fueron de tipo IgM. Esto puede
sugerir que los Ultimos anticuerpos también pertenecen a la familia de anticuerpos naturales T 15. A los anticuerpos
T 15 se les ha atribuido una funcién importante en la defensa temprana independiente de linfocitos T contra
infecciones bacterianas, ademas de en la eliminacion de células apoptdsicas. Queda por determinar si los
anticuerpos de MDA-péptido descritos aqui tienen funciones similares. Los anticuerpos también se identificaron
contra un gran numero de secuencias de apo B-100 nativas. Sin embargo, la sorprendente covariacion entre
anticuerpos con respecto a secuencias nativas y modificadas por MDA sugiere que estos anticuerpos también se
forman en respuesta a la oxidacion de LDL. También es posible que los anticuerpos contra una secuencia de
péptidos modificada por MDA reaccione de forma cruzada con la secuencia nativa correspondiente. Si los
anticuerpos contra secuencias de apo B-100 nativas también se unen a particulas de LDL nativa, es probable que
tengan una mayor influencia sobre el metabolismo de LDL. Sin embargo, el hallazgo de que la LDL nativa no
compite por la unién de anticuerpos a secuencias de apo B-100 nativas, ademas de la falta de correlacion entre
anticuerpos contra secuencias de apo B-100 nativas y niveles de colesterol LDL, argumenta contra la existencia de
un fenémeno tal.

Los anticuerpos contra secuencias de péptidos modificadas por MDA disminuyeron progresivamente con la edad en
los casos, pero no en los controles. Con la excepcion de MDA-péptido 74, los anticuerpos IgM contra MDA-péptidos
se asociaron significativamente al EIM de la cardtida en el grupo de edad mas joven (inferior 62 afos), pero no en el
grupo de edad mayor. Estos hallazgos sugieren que cambios significativos en las interacciones entre el sistema
inmunitario y la pared vascular aterosclerética tienen lugar entre las edades de 50 y 70 afios. Una posibilidad es que
en individuos mas jovenes el proceso de enfermedad aterosclerética esté en una etapa mas activa con una
implicacion mas prominente de células inmunitarias. Otra posibilidad es que la disminucién de los niveles de
anticuerpos contra secuencias de péptidos modificadas por MDA en sujetos mayores refleje una senescencia de las
células inmunitarias implicadas en la aterosclerosis. Se ha propuesto que una funcion alterada de células
inmunitarias debido a inmunosenescencia contribuye a un aumento de la susceptibilidad para infeccién y cancer en
la poblacién mas anciana. Interesantemente, la inmunosenescencia es inhibida por antioxidantes que indican la
implicacion de estrés oxidativo. Es probable que las células inmunitarias que interactian con epitopes en LDL
oxidada se expongan particularmente a estrés oxidativo. Como la LDL oxidada ya esta presente en arterias en una
edad muy temprana, estas respuestas inmunitarias estan siendo continuamente inducidas durante varias décadas,
que pueden contribuir adicionalmente a un desarrollo de inmunosenescencia.

Se encontrd que el aumento de anticuerpos contra dos sitios en apo B-100 predecia el riesgo de infarto de miocardio
y muerte coronaria en sujetos de menos de 62 afos de edad. Los anticuerpos contra estos sitios mostraron un alto
nivel de covariacion sugiriendo que se produjeron en respuesta a los mismos procesos patofisioldgicos subyacentes.
El hecho de que la mediana del tiempo de muestreo de sangre para el acontecimiento coronario fuera sélo 2,8 afios
hace que estos anticuerpos sean particularmente interesantes como marcadores para el aumento del riesgo de
ECC. Los niveles de anticuerpos contra secuencias de péptidos de apo B-100 modificadas por MDA no mostraron
asociaciones con otros factores de riesgo de ECC tales como hiperlipidemia, hipertension y diabetes, sugiriendo que
son marcadores independientes del riesgo de ECC. Los casos de ECC en el presente estudio no fueron individuos
de riesgo extremadamente alto y a este respecto son representativos del paciente con ECC comun. El hallazgo de
que la IgM contra secuencias de apo B-100 modificadas por MDA predice el riesgo a corto plazo del desarrollo de
acontecimientos coronarios agudos en individuos que no se habrian identificado como de alto riesgo cribando
factores de riesgo establecidos sugiere que puede convertirse en un instrumento util en la identificacion de
individuos en necesidad de tratamiento preventivo agresivo. Sin embargo, se requieren estudios prospectivos
considerablemente mayores con analisis multifactorial antes de que pueda establecerse completamente el valor
clinico de la determinacién de anticuerpos contra secuencias de péptidos de apo B-100 modificadas por MDA. Otra
limitaciéon del presente estudio clinico es que los inventores so6lo han analizado anticuerpos contra un ndmero
pequefio de sitios antigénicos en apo B-100 y que los titulos de anticuerpos contra otros sitios pueden ser
marcadores incluso mejores de riesgo cardiovascular.

En sujetos con una edad inferior a 60, los anticuerpos contra un gran nimero de sitios modificados por MDA en apo
B-100 guardaron relacion con el grado de enfermedad vascular existente como se ha evaluado por el EIM de la
caroétida. Los anticuerpos IgM estuvieron mas estrechamente asociados al EIM de la carétida que los anticuerpos
IgG. Aunque el EIM de la carétida tiene limitaciones obvias como una medida de carga aterosclerética general, estas
observaciones todavia sugieren que la determinacion de IgM contra secuencias modificadas por MDA en apo B-100
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puede ser un procedimiento para evaluar la gravedad de aterosclerosis existente. Estas observaciones también
estan en linea con varios estudios previos que han informado de asociaciones entre enfermedad por arteria
coronaria y carotida y anticuerpos IgM contra LDL oxidada.

Los anticuerpos contra el péptido 74 se diferenciaron en comparacion con otros anticuerpos de péptido de apo B-
100 en muchos aspectos. Fueron superiores en controles que en casos, no disminuyeron con la edad y no se
asociaron al grado de enfermedad de la carétida. Por consiguiente, los anticuerpos contra esta secuencia de
péptidos representan candidatos interesantes para una respuesta inmunitaria atero-protectora.

Una cuestion importante es por qué se producen estas asociaciones. Demuestran claramente que las respuestas
inmunitarias contra sitios de apo B-100 modificados por MDA participan de alguna forma en el proceso de
enfermedad aterosclerética. Como altos niveles de anticuerpos estan asociados a aterosclerosis mas grave y
aumento del riesgo de desarrollo de acontecimientos coronarios agudos, una posibilidad obvia es que estas
respuestas inmunitarias promuevan la aterogénesis. Los estudios que demuestran que las respuestas inmunitarias
contra proteinas de choque térmico tales como HSP 65 son aterogénicas proporcionan algun apoyo para esta
nocion. Sin embargo, estudios en animales experimentales han mostrado un efecto atero-protector de la
inmunizacién con LDL oxidada. La reconstitucién de linfocitos B de ratones nulos en apo E ectomizados en el bazo
produce una disminucion en la aterosclerosis. La reduccién de la aterosclerosis también se ha observado en ratones
nulos en apo E a los que se les administraron inyecciones repetidas de inmunoglobulina. Las presentes
observaciones no argumentan necesariamente contra una funcidén atero-protectora de respuestas inmunitarias
contra LDL oxidada. Estas respuestas inmunitarias se activan por procesos pro-aterogénicos tales como oxidacion
de LDL. Por consiguiente, también es probable que estén en proporcién con la gravedad del proceso de enfermedad
y podrian servir de marcadores de gravedad de la enfermedad y riesgo de ECC sin contribuir a la progresién de la
enfermedad. El hallazgo de que la inmunizacién de ratones nulos en apo E con secuencias de péptidos de apo B-
100 inhibe el desarrollo de aterosclerosis informado en dos articulos adjuntos demuestra que es probable que este
sea el caso. De hecho, el resultado mas importante del presente estudio puede ser bien la identificacion de
estructuras que podrian usarse como componentes de una vacuna contra la aterosclerosis. La observacion de que
la disminucién en anticuerpos contra secuencias de péptidos modificadas por MDA en apo B-100 que se produce
con la edad va acompafada de un aumento en niveles en plasma de LDL oxidada sugiere que un aumento de la
eliminacién de LDL minimamente oxidada de la circulacion puede ser un mecanismo por el que estos anticuerpos
podrian proteger contra la aterosclerosis.

Procedimientos
Poblacion del estudio

Los sujetos del estudios, nacidos entre 1926-45, pertenecen a la cohorte del estudio “Dieta y cancer (MDC)” de
Malmé. Un 50% al azar de aquellos que entraron en el estudio MDC entre noviembre de 1991 y febrero de 1994
fueron invitados a tomar parte en un estudio sobre la epidemiologia de la enfermedad de la arteria carétida. Se ha
informado de las rutinas para el establecimiento de informacién sobre morbilidad y mortalidad tras el examen de
salud, ademas de la definicién de factores de riesgo tradicionales.

Se identificaron ochenta y cinco casos de acontecimientos cardiacos coronarios agudos, es decir, IM mortal o no
mortal, o muertes debidas a enfermedad cardiaca coronaria (ECC). Los participantes que tenian una historia de
infarto de miocardio o accidente cerebrovascular (n=6) no pudieron elegirse para el presente estudio. Para cada
caso, dos controles sin una historia de infarto de miocardio o accidente cerebrovascular se correspondieron
individualmente con la misma edad, sexo, tabaquismo, presencia de hipertension y mes de participacion en el
examen de cribado y duracion del seguimiento. Debido a un motivo logistico (las muestras de sangre no estuvieron
disponibles en suficiente cantidad para la evaluacion de péptidos), sélo un control estuvo disponible para siete casos
y sin controles para un caso. Este caso se excluyé del andlisis. Por tanto, la poblacién en estudio consiste en 227
sujetos, 78 casos y 149 controles, de edades 49-67 (mediana de 61) afos en el nivel inicial.

Analisis de laboratorio

Después de ayunar durante la noche se extrajeron muestras de sangre para la determinacién de valores en suero de
colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, colesterol LDL y glucosa en sangre completa. El colesterol LDL en
mmol/l se calculd segun la formula de Friedewald. La LDL oxidada se midié por ELISA (Mercordia).

Vasculografia ultrasénica en modo B

Un sistema de tomografia computerizada Acuson 128 (Acuson, Mountain View, California) con un transductor de
MHz se usé para la evaluacion de placas de la carétida en la arteria cardtida derecha como se ha descrito

previamente.

Desarrollo de ELISA contra secuencias de péptidos de apo B-100
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Se sintetizaron los 302 péptidos correspondientes a la secuencia de aminoacidos de la apolipoproteina B humana
entera (Euro-Diagnostica AB, Malmd, Suecia y KJ Ross Petersen AS, Horsholm, Dinamarca) y se usaron en ELISA.
Una fraccion de cada péptido sintético se modificd por MDA 0,5 M (Sigma-Aldrich Suecia AB, Estocolmo, Suecia)
durante 3 h a 37°C y en presencia de liposomas por MDA 0,5 M durante 3 h a 37°C o por CUCI, 5 mM (Sigma)
durante 18 h a 37°C. Los péptidos modificados por MDA se dializaron contra PBS que contenia EDTA 1 mM con
varios cambios durante 18 h a 4°C. La modificacion de los péptidos se probd en geles de poliacrilamida
desnaturalizados (BioRad Laboratories, Hercules, CA) adecuados para la separacion de péptidos.

Una mezcla de fosfatidilcolina de huevo (EPC) (Sigma) y fosfatidilserina (PS) (Sigma) en una disolucién de
cloroformo a una relaciéon molar de 9:1 y una concentracion de fosfolipido 3 mM (PL) se evapord en un recipiente de
vidrio con corriente de argon suave. Entonces, el recipiente se colocé a vacio durante 3 horas. Una disolucién que
contenia péptido 0,10 mM (5 ml) en tampon HEPES 10 mM esterilizado por filtracion a pH 7,4, NaCl 145 mM y
0,003% de azida de sodio se afiadio a la pelicula secada de EPC/PS y se incubd durante 15 min a 50°C. La mezcla
se agitdé con vortex cuidadosamente durante aproximadamente 5 min a temperatura ambiente y luego se colocé en
un bafio de agua fria en hielo y se sonicé con 7,5 micrometros de amplitud durante 3 x 3 min (Sonyprep 150 MSE
Sanyo, Tamro-Medlab, Suecia) con interrupciones de 1 min. La mezcla de PL-péptido, nativa o modificada por MDA
0,5 M durante 3 h a 37°C o por CuCl, 5 mM durante 18 h a 37°C, se almacen6 bajo argén en viales de vidrio a 4°C
envueltos en lamina de aluminio y se usaron en el transcurso de 1 semana. La mezcla modificada por MDA se
dializ6 contra PBS que contenia EDTA 1 mM con varios cambios durante 18 h a 4°C antes del almacenamiento. La
modificacion de la mezcla se probd en geles de poliacrilamida desnaturalizados (BioRad Laboratories AB;
Sundbyberg, SE) adecuados para la separacion de péptidos.

Los péptidos sintéticos nativos o modificados diluidos en PBS a pH 7,4 (20 ug/ml), en presencia o ausencia de
liposomas, se absorbieron a los pocillos de placas de microtitulacion (Nunc MaxiSorp, Nunc, Roskilde, Dinamarca)
en una incubacién durante la noche a 4°C. Como referencia, uno de los péptidos (P6) se ejecutd sobre cada placa.
Después de lavar con PBS que contenia 0,05% de Tween-20 (PBS-T), las placas recubiertas se bloquearon con
SuperBlock en TBS (Pierce, Rockford, IL) durante 5 min a temperatura ambiente seguido de una incubacion de
plasma humano reunido, diluido 1/100 en TBS-0,05% de Tween-20 (TBS-T) durante 2 h a temperatura ambiente y
luego durante la noche a 4°C. Después de aclararse, la deposicion de autoanticuerpos dirigidos a los péptidos se
detectdé usando anticuerpos de conejo dirigidos contra IgG o IgM humana biotinilados (Dako A/S, Glostrup,
Dinamarca) apropiadamente diluidos en TBS-T. Después de otra incubacién durante 2 h a temperatura ambiente, las
placas se lavaron y los anticuerpos biotinilados unidos se detectaron por estreptavidina conjugada con fosfatasa
alcalina (Sigma), se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. La reaccién de color se desarrollé usando el kit
de sustrato de fosfatasa (Pierce) y la absorbancia a 405 nm se midié después de 1 h de incubacion a temperatura
ambiente. Los valores de absorbancia de los diferentes péptidos se dividieron entre el valor de absorbancia de P6 y
se compararon.

Estadistica

Se us6 SPSS para los andlisis estadisticos. Los resultados se presentan como mediana e intervalo y como
proporciones cuando sea apropiado. Se usaron diagramas de caja y diagramas de dispersion hasta que se ilustraron
la relacion entre la edad y los péptidos seleccionados entre casos y controles correspondientes. Las graficas
correspondientes también se usaron para ilustrar la relacion entre la edad y los péptidos, casos y controles
seleccionados, respectivamente, por debajo y por encima de la mediana de la edad (61 afios) en el nivel inicial y por
separado para casos y controles por debajo de la mediana de la edad. En casos y controles, por separado, los
coeficientes de correlacion parciales, ajustados para la edad y el sexo, se calcularon entre péptidos seleccionados y
niveles de lipidos en sangre y EIM de la carétida comun. Los coeficientes de correlacion parciales ajustados a la
edad y al sexo también se calcularon entre EIM de la carétida comun y péptidos seleccionados en casos y controles
por debajo y por encima de la mediana de la edad. Se usé una prueba de la t de muestras independientes para
evaluar variables continuas normalmente distribuidas y una prueba de la chi al cuadrado para proporciones entre
casos y controles. Se us6 la prueba no paramétrica (Mann-Whitney) para evaluar variables continuas no
normalmente distribuidas entre casos y controles. Todos los valores de p son bilaterales.
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Tabla

Coeficiente de correlacion ajustado para la edad y el sexo para diferentes MDA-péptidos de
referencia y espesor de la intima-media de la arteria carétida comun entre casos mas jévenes (49-
61 afos) y mayores (62-67 afios) con infarto de miocardio y sus controles correspondientes

correspondientes para la edad, sexo, tabaquismo e hipertension.

PEPTIDO CASOS mas CONTROLES CASOS mas CONTROLES
Edades 49-61 anos, n = 116 Edades 62-67 anos, n =111
IGM
MDA 32 0,235t -0,101
MDA 45 0,366% -0,030
MDA 74 0,178 0,063
MDA 102 0,255% -0,039
MDA 129 0,330% -0,009
MDA 162 0,2451 0,001
MDA 210 0,254 0,013
MDA 240 0,284% 0,006
IGG
MDA 215 0,119 -0,059

p< 0,05; $/x0,01
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS
La Figura 1-6 muestra respuesta de anticuerpos a los diferentes péptidos preparados segun la presente invencion.
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 8
Arg Leu Asn Gly Glu Ser Asn Leu Arg Phe Asn Ser Ser Tyr Leu Gln
1 5 10 15
Gly Thr Asn Gln
20
<210>9
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<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400>9
Ser Leu Thr Ser Thr Ser Asp Leu Gln Ser Gly Ile Ile Lys Asn Thr
1 5 10 15
Ala Ser Leu Lys
20
<210>10
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 10
Thr Ala Ser Leu Lys Tyr Glu Asn Tyr Glu Leu Thr Leu Lys Ser Asp
1 5 10 15
Thr Asn Gly Lys
20
<210> 11
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 11
Asp Met Thr Phe Ser Lys Gln Asn Ala Leu Leu Arg Ser Glu Tyr Gln
1 S 10 15
Ala Asp Tyr Glu
20
<210> 12
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 12
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Met Lys Val Lys Ile Ile Arg Thr Ile Asp Gln Met Gln Asn Ser Glu
1 5 10 15

Leu Gln Trp Pro

20
<210> 13
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 13
Ile Ala Leu Asp Asp Ala Lys Ile Asn Phe Asn Glu Lys Leu Ser Gln
1 5 10 15
Leu Gln Thr Tyr
20
<210> 14
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 14
Lys Thr Thr Lys Gln Ser Phe Asp Leu Ser Val Lys Ala Gln Tyr Lys
1 5 10 15
Lys Asn Lys His
20
<210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 15
Glu Glu Glu Met Leu Glu Asn Val Ser Leu Val Cys Pro Lys Asp Ala
1 5 10 15
Thr Arg Phe Lys
20
<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
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<400> 16
Gly Ser Thr Ser His His Leu Val Ser Arg Lys Ser Ile Ser Ala Ala
1 5 10 15
Leu Glu His Lys
20
<210> 17
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 17
Ile Glu Asn Ile Asp Phe Asn Lys Ser Gly Ser Ser Thr Ala Ser Trp
1 5 10 15
Ile Gln Asn Val
20
<210> 18
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 18
Ile Arg Glu Val Thr Gln Arg Leu Asn Gly Glu Ile Gln Ala Leu Glu
1 5 10 15
Leu Pro Gln Lys
20
<210>19
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 19
Glu val Asp Val Leu Thr Lys Tyr Ser Gln Pro Glu Asp Ser Leu Ile
1 5 10 15
Pro Phe Phe Glu
20
<210> 20
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 20
His Thr Phe Leu Ile Tyr Ile Thr Glu Leu Leu Lys Lys Leu Gln Ser
1 5 10 15
Thr Thr vVal Met
20
<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 21
Leu Leu Asp Ile Ala Asn Tyr Leu Met Glu Gln Ile Gln Asp Asp Cys
1 5 10 15
Thr Gly Asp Glu
20
<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 22
Cys Thr Gly Asp Glu Asp Tyr Thr Tyr Lys Ile Lys Arg Val Ile Gly
1 5 10 15
Asn Met Gly Gln
20
<210> 23
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 23
Gly Asn Met Gly Gln Thr Met Glu Gln Leu Thr Pro Glu Leu Lys Ser
1 5 10 i5
Ser Ile Leu Lys
20
<210> 24
<211> 20
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 24

Ser Ser Ile Leu Lys Cys Val Gln Ser Thr Lys Pro Ser Leu Met Ile
1 5 10 15

Gln Lys Ala Ala

20
<210> 25
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 25
Ile Gln Lys Ala Ala Ile Gln Ala Leu Arg Lys Met Glu Pro Lys Asp
1 5 10 15
Lys Asp Gln Glu
20
<210> 26
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 26
Ser Leu Asn Ser His Gly Leu Glu Leu Asn Ala Asp Ile Leu Gly Thr
1 5 10 15
Asp Lys Ile Asn
20
<210> 27
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 27

Trp Ile Gln Asn Val Asp Thr Lys Tyr Gln Ile Arg Ile Gln Ile Gln
1 5 10 15

Glu Lys Leu Gln
20
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<210> 28
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 28
Thr Tyr Ile Ser Asp Trp Trp Thr Leu Ala Ala Lys Asn Leu Thr Asp
1 5 10 15
Phe Ala Glu Gln
20
<210> 29
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 29
Glu Ala Thr Leu Gln Arg Ile Tyr Ser Leu Trp Glu His Ser Thr Lys
1 5 10 15
Asn His Leu Gln
20
<210> 30
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 30
Ala Leu Leu Val Pro Pro Glu Thr Glu Glu Ala Lys Gln Val Leu Phe
1 5 10 15
Leu Asp Thr val
20
<210> 31
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 31
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Ile Glu Ile Gly Leu Glu Gly Lys Gly Phe Glu Pro Thr Leu Glu Ala
1 5 10 15

Leu Phe Gly Lys

20
<210> 32
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 32
Ser Gly Ala Ser Met Lys Leu Thr Thr Asn Gly Arg Phe Arg Glu His
1 5 10 15
Asn Ala Lys Phe
20
<210> 33
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 33
Asn Leu Ile Gly Asp Phe Glu Val Ala Glu Lys Ile Asn Ala Phe Arg
1 5 10 15
Ala Lys Val His
20
<210> 34
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 34
Gly His Ser Val Leu Thr Ala Lys Gly Met Ala Leu Phe Gly Glu Gly
1 5 10 15
Lys Ala Glu Phe
20
<210> 35
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana

<400> 35
Phe Lys Ser Ser Val Ile Thr Leu Asn Thr Asn Ala Glu Leu Phe Asn
1 5 10 15
Gln Ser Asp Ile
20
5
<210> 36
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
10 <220>
<223> Secuencia parcial de la proteina de apo B-100 humana
<400> 36

Phe Pro Asp Leu Gly Gln Glu Val Ala Leu Asn Ala Asn Thr Lys Asn
1 5 10 15

Gln Lys Ile Arg
20

15
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REIVINDICACIONES

1. El péptido IEIGLEGKGFEPTLEALFGK (SEC ID N°:31) o un epitope contenido en este péptido, una forma oxidada
de este péptido o un aldehido o malondialdehido derivado de este péptido.

2. El péptido, epitope o derivado segun la reivindicaciéon 1 para su uso en inmunizacion o tratamiento terapéutico de
mamiferos que incluyen seres humanos contra aterosclerosis o enfermedades cardiovasculares isquémicas.

3. El péptido, epitope o derivado segun la reivindicacion 1 para su uso en el diagndstico de la presencia o ausencia
de anticuerpos relacionados con el aumento o la disminucion de riesgo de desarrollar aterosclerosis y/o
enfermedades cardiovasculares isquémicas.

4. Un péptido, epitope o derivado para el uso segun la reivindicaciéon 2 6 3 en una forma nativa.

5. Un péptido para el uso segun la reivindicacion 2 6 3, en el que el péptido es un hapteno del derivado de aldehido.
6. Un péptido para su uso segun la reivindicacion 2 6 3 en forma oxidada.

7. Un péptido para el uso segun la reivindicacion 6, en el que el péptido se ha oxidado usando cobre.

8. Un péptido para el uso segun la reivindicacion 2 6 3, en el que el péptido se usa en una combinacién con
liposomas de fosfolipido.

9. Un péptido o derivado para el uso segun la reivindicacion 2 6 3, en forma de un derivado de malondialdehido
(MDA) del mismo o en forma de un derivado de hidroxinonenal del mismo.

10. Uso del péptido o derivado segun la reivindicacién 1, en forma nativa o de un derivado de MDA o de
hidroxinoneal, o el epitope, la preparacion de una composicién farmacéutica para inmunoterapia o terapia de
aterosclerosis o enfermedades cardiovasculares isquémicas, opcionalmente en combinacion con un adyuvante.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que una dosis de inmunizacion es 1 a 100 mg del péptido.
12. Una preparacion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido, epitope o
derivado segun la reivindicacion 1, opcionalmente en combinacion con una o mas cargas y/o adyuvantes

farmacéuticamente inocuos.

13. Una preparacién farmacéutica segun la reivindicacion 12, en la que el péptido esta ligado a un vehiculo, en el
que el vehiculo es albumina de suero bovino cationizada y el adyuvante es hidréxido de aluminio.

14. Una preparacion farmacéutica segun la reivindicacion 13, en la que la composicién es una composicion
inyectable.

15. Una vacuna para su uso en la inmunizacion de mamiferos que incluye seres humanos contra aterosclerosis o
enfermedades cardiovasculares isquémicas, vacuna que comprende el péptido, epitope o derivado segun la
reivindicacion 1, opcionalmente en combinacién con un adyuvante.

16. Una vacuna segun la reivindicacion 15, en la que el péptido esta ligado a un vehiculo, en la que el vehiculo es
albumina de suero bovino cationizada y el adyuvante es hidroxido de aluminio.
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