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DESCRIPCION
Ensayos de agregacion plaquetaria
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en parte, a métodos para determinar la agregacion plaquetaria, a métodos para
determinar la propensién a la coagulacion por administracion de un anticuerpo anti-CD40L y a kits relacionados con
dicho anticuerpo.

Antecedentes de la invencion

Se han observado complicaciones tromboembodlicas (abreviadamente en lo sucesivo TEC, por la expresion inglesa
Tromboembolic Complications) en algunas pruebas clinicas del anticuerpo anti-CD40L (CD40L es la abreviatura del
ligando de CD40, también conocido como CD154), en particular, el anticuerpo monoclonal humanizado dirigido co-
ntra CD40L. Sabiendo que es expresado por los linfocitos T activados, se demostré también que el CD40L, estaba
presente en la superficie de las plaquetas humanas activadas y puede desempefiar un papel en la activacion celular
endotelial in vitro (Henn et al., Nature, 1998, 391, 591-594). Sin embargo, esta todavia sin definir el papel de la via
CD40/CD40L en la regulacion de la coagulacion in vivo al nivel de la interaccion plaquetas/células endoteliales.

El CD40L es una proteina de membrana de tipo |l para la que se describié primeramente que se expresaba en linfo-
citos T activados. La interaccion de CD40L con su receptor, CD40, es critica para la diferenciacion y proliferacion de
los linfocitos B y el cambio de isotipo de inmunoglobulinas (lg) inducido por linfocitos T auxiliares (Foy et al., Annu.
Rev. Immunol.,1996, 14, 591-617; y van Kooten et al., J. Luekoc. Biol., 2000, 67, 2-17). La implicacion de la via
CD40/CD40L en la interaccion de plaquetas con células endoteliales ha sido descrita recientemente (Henn et al.,
Nature, 1998, 391, 591-594). En condiciones normales, el CD40L es almacenado en las plaquetas. Por activacion, el
CD40L se transloca a la superficie de las plaquetas acompafiado por la aparicién en la superficie de CD63, selectina
P y otras diversas proteinas, asi como la liberacion de mediadores solubles desde los granulos intra-plaquetarios
(Murano G. Basic Concepts of Hemostasis and Thrombosis, 1980, Boca Raton, FL, CRC Press, Inc.). Por tanto, el
CD40L puede desempefiar un papel en la actividad procoagulante.

Se han encontrado niveles elevados de CD40L soluble (sCD40L) en la sangre de pacientes que padecen lupus
(Kato et al., J.Clin. Invest.,1999, 104, 947-955; y Vakkalanka et al., Arthritis Rheum., 1999, 42, 871-881). El factor
reumatoide (abreviadamente en lo sucesivo RF, por la expresién inglesa Rheumoid Factor), un auto-anticuerpo para
la porcién Fc de g, se detecta frecuentemente en los sueros de pacientes con trastornos autoinmunitarios (Mageed
etal., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1997, 815, 296-311). Adicionalmente, la administracion del anticuerpo anti-CD40L podria
dar como resultado la produccién de anticuerpos dirigidos contra el anticuerpo anti-CD40L.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona métodos in vitro para ensayar la agregacion plaquetaria, que comprenden poner
en contacto las plaquetas con un agente activador de plaquetas, poner en contacto las plaquetas activadas con un
anticuerpo anti-CD40L y poner en contacto las plaquetas activadas con un agente de reticulacion, en donde la agre-
gacion se cuantifica por sedimentacion de las plaquetas. El anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion no son
un complejo inmunitario preformado. El agente activador de las plaquetas se selecciona de adenosina-difosfato
(ADP), colageno, trombina, tromboxano, elastasa de neutrofilos, selectina P y convulxina. Las plaquetas se pueden
obtener de plasma rico en plaquetas (PRP). En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40L es hu5c8. El agente
de reticulacion se selecciona de CD40L soluble (sCD40L), anticuerpo anti-lgG humana, anticuerpo anti-HFc, RF,
célula accesoria positiva al receptor de Fc, proteina A soluble y receptor de Fc humano soluble, La relacion entre
anticuerpo anti-CD40L y sCD40L, puede ser de 1:1000 a 1000:1, de 1:500 a 500:1 o 3:2.

La presente invencion también proporciona métodos in vitro para determinar si un ser humano es propenso a la
coagulacion por administracion de un anticuerpo anti-CD40L, que comprenden poner en contacto plaquetas retira-
das de un ser humano con un agente activador de plaquetas, poner en contacto las plaquetas activadas con el anti-
cuerpo anti-CD40L, poner en contacto las plaquetas activadas con un agente de reticulacion y determinar la presen-
cia o ausencia de agregacion plaquetaria, en donde una agregacion plaquetaria de 70% o mayor es indicativa de
propension a la coagulacion. El anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion no son un complejo inmunitario
preformado. El agente activador de plaquetas se selecciona de ADP, colageno, trombina, tromboxano, elastasa de
neutrdéfilos, selectina P y convulxina. Las plaquetas se pueden obtener de plasma rica en plaquetas (PRP). En algu-
nas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40L es hu5c8. El agente de reticulacion se selecciona de sCD40L, anticuer-
po anti-lgG humana, anticuerpo anti-HFc, RF, célula accesoria positiva al receptor de Fc, proteina A soluble y recep-
tor Fc humano soluble, La relacion entre anticuerpo anti-CD40L y sCD40L, puede ser de 1:1000 a 1000:1, de 1:500
a 500:1 o0 3:2.

La presente invencion también proporciona kits que comprenden un agente activador de plaquetas, un agente de

reticulacion, y un anticuerpo anti-CD40L. El agente activador de plaquetas se selecciona de ADP, colageno, trombi-

na, tromboxano, elastasa de neutréfilos, selectina P y convulxina. El anticuerpo anti-CD40L puede ser hu5c8. El

agente de reticulacion se selecciona de sCD40L, anticuerpo anti-lgG humana, anticuerpo anti-HFc, RF, célula acce-
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soria positiva al receptor de Fc, proteina A soluble y receptor de Fc humano soluble, El kit puede comprender ade-
mas al menos uno de una aguja, un recipiente para alojar sangre, un recipiente para alojar componentes de ensayo
e instrucciones. En algunas realizaciones, el recipiente para alojar los componentes de ensayo es una cubeta.

La presente invencion y sus realizaciones se exponen en las reivindicaciones anexas.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los trazados producidos por el aparato perfilador de agregacion plaquetaria BioData de 4 cana-
les que representan los porcentajes de luz transmitida a través de las muestras en comparacién con el control de
PRP. Los trazados se terminan cuatro minutos después de la adicién de cantidades sub-6ptimas de ADP, y el valor
final se considera que es el porcentaje de plaquetas agregadas. Se lleva a cabo una titulacion con ADP para deter-
minar la concentracion sub-6ptima de ADP para cada muestra de PRP.

La Figura 2 muestra que las plaquetas activadas expresan CD40L en la superficie. Se incubaron plaquetas humanas
con o sin ADP 10 uM durante 1, 10, 20, 40 o 60 minutos. Como el CD40L en la superficie de las plaquetas es capaz
de interaccionar con el anticuerpo anti-CD40L biotinilado, se cuantificé por transferencia Western el aumento de la
activacion inducida del CD40L en la superficie de las plaquetas para el anticuerpo anti-CD40L biotinilado asociado
con las plaquetas activadas.

La Figura 3 muestra que la agregacion plaquetaria es afectada por los complejos de anticuerpo anti-CD40L y
sCD40L. El PRP se obtuvo de diez donantes sanos. El anticuerpo anti-CD40L y sCD40L se mezclaron al menos 20
minutos antes de la adicion al PRP. Se realizé una titulacién para cada donante para determinar una concentracion
de ADP que producia la agregacion sub-6ptima. La agregacion se indujo usando la concentracion sub-6ptima de
ADP. Cada punto indica el resultado de una persona.

La Figura 4 muestra que la agregacion plaquetaria es potenciada especificamente por complejos del anticuerpo anti-
CD40L y sCD40L recombinante. El PRP se obtuvo de un individuo sano. La agregacion se indujo con ADP 0,75 uM,
que se determind que era la sub-6ptima para este donante. El anticuerpos anti-CD40L, higG, y anticuerpo el anti-
CDA40L aglicosilado se evaluaron a 200 ug/mL y sCD40L a 30 pg/mL. El anticuerpo anti-CD40L o higG se mezclaron
con sCD40L recombinante durante no menos de 20 minutos antes de la adicion a la cubeta que contenia PRP. Las
barras representan los valores medios y las desviaciones tipicas de dos puntos de datos.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion proporciona métodos in vitro de ensayo de agregacion plaquetaria, métodos para determinar
si un ser humano es propenso a la coagulaciéon por administracion de un resto de unién a CD40L y a kits que se
pueden utilizar en estos métodos.

En algunas realizaciones, las plaquetas se obtienen de un mamifero, tal como un ser humano. Las plaquetas pue-
den estar presentes en el PRP obtenido de un ser humano. Adicionalmente, las plaquetas pueden ser aisladas del
PRP si asi se desea. Las plaquetas o el PRP se pueden obtener de un ser humano antes de la administracién de un
resto de unién a CD40L, es decir, un anticuerpo anti-CD40L, para determinar, por ejemplo, si el ser humano esta en
riesgo de coagulacion o agregacion plaquetaria por administracion del resto de union a CD40L. La sangre se puede
obtener de seres humanos por técnicas ampliamente conocidas. EI PRP se puede separar de los componentes
celulares mediante técnicas de separacion cominmente usadas, que incluyen, por ejemplo, centrifugacion y simila-
res. Una preparacion tipica de plaquetas se describe en el Ejemplo 2 mas adelante. La purificacion en columna de
filtracion en gel de Sepharose esta descrita por Fine et al., Am. J. Pathol., 1976, 84,11-24, y en el Ejemplo 3 mas
adelante.

Las plaquetas o el PRP se ponen en contacto con un agente activador de plaquetas. Como se usa en esta memoria,
la frase "agente activador de plaquetas" significa ADP, colageno, trombina, tromboxano (por ejemplo, TxA2), elasta-
sa de neutrofilos humanos (abreviadamente en lo sucesivo HNE por la expresion inglesa Human Neutrophil Elasta-
se), selectina P o convulxina que se pueden usar para activar sub-6ptimamente una plaqueta. Se desea la activacion
suboptima de las plaquetas con el fin poder discernir la agregacion causada por el resto de unién a CD40L. Por
ejemplo, las plaquetas se pueden poner en contacto con una cantidad de un agente activador de plaquetas para
inducir un cantidad umbral o sub-6ptima de agregacion plaquetaria. Esta cantidad de agregacion plaquetaria debe
ser inferior a la cantidad de agregacion inducida por el resto de unién a CD40L y puede variar desde una agregacion
de 0% hasta una agregacion inferior a 70% o cualquiera de sus sub-intervalos.

Como se usa en la presente memoria, la frase "resto de unién a CD40L" es un anticuerpo anti-CD40L. Como se usa
en la presente memoria, la frase "anticuerpo anti-CD40L" significa cualquier anticuerpo o sus fragmentos o mutantes,
que sea capaz de unirse a CD40L y/o a sCD40L y que también sea capaz de interaccionar funcionalmente con el
receptor de Fc. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD40L comprende una regiéon Fc comple-
tamente intacta. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CD40L comprende una region Fc completamente intacta
pero maodificada, en la que la modificacién no interfiere con la union y/o sefalizacion del receptor de Fc. En otras
realizaciones, el anticuerpo anti-CD40L comprende una region Fc mutante y/o acortada, en donde la mutacion y/o el
acortamiento no interfieren con la union y/o la sefalizacion del receptor de Fc. Los anticuerpos anti-CD40L son bien
3
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conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, el hu5c8. Anticuerpos anti-CD40L adicionales in-
cluyen, aunque sin limitacion M90, M91, M92, IDEC 131, y anti-CD154 de AnCell (también conocido como 24-31),
asi como los que se describen en Gray et al., Seminars in Immunol , 1994, 6, 303-310 y Noelle, Immunity, 1996, 4,
415-419. Ademas, CD40-Fc es un reactivo capaz de reticulacién con CD40L.

Las plaquetas también se ponen en contacto con un agente de reticulacion. Como se usa en la presente memoria la
frase "agente de reticulacion" significa sCD40L, anticuerpos anti IgG humana, anticuerpo anti-hFc, RF, células acce-
sorias positivas para el receptor de Fc, proteina A soluble o los receptores de Fc humanos solubles (tales como
FcyRI, FcyRIIl, FeyRIIl y FcRn) que se pueden usar para reticular los restos de union a CD40L. La relacion entre el
resto de union a CD40L y sCD40L, por ejemplo, es de 1:1000 a 1000:1, de 500:1 a 1:500, de 1:100 a 100:1, de 1:10
a 10:01 o0 3:02.

Al poner en contacto las plaquetas con un agente activador de plaquetas, el resto de unién a CD40L y un agente de
reticulacion, la sedimentacion de las plaquetas es indicativa de la agregacion plaquetaria. La falta de sedimentacion
de plaquetas es indicativa de una falta de agregacion plaquetaria. En algunas realizaciones, se puede utilizar un
control negativo, o blanco, para establecer una cantidad de linea base o umbral de agregacion plaquetaria. Se pue-
de analizar una muestra de ensayo que contiene plaquetas, agente activador de plaquetas, resto de union a CD40L
y agente de reticulacion para determinar la cantidad de agregacion plaquetaria, y compararla con la agregacion
plaquetaria en la linea base. Cualquier diferencia en la cantidad de agregacion plaquetaria entre la muestra de ensa-
yo y el control negativo puede ser indicativa de agregacion plaquetaria en la muestra de ensayo. El ensayo puede
llevarse a cabo en cualquier recipiente adecuado para alojar los componentes del ensayo, tales como, por ejemplo,
un tubo de ensayo, un tubo de microcentrifuga o una cubeta.

En otro aspecto, la presente invencién también proporciona métodos para determinar si un ser humano es propenso
a la coagulacion por administracion de un resto de unién a CD40L. Como se ha establecido anteriormente, se han
observado complicaciones tromboembodlicas, incluyendo la coagulacién, por administracion de un anticuerpo anti-
CD40L a un ser humano. Por lo tanto, en algunos casos, es deseable determinar si un ser humano que tenga previs-
to recibir un anticuerpo anti-CD40, o cualquier otro resto de unién a CD40L, es propenso a desarrollar esas compli-
caciones tras el tratamiento.

La agregacion plaquetaria, y su presencia o ausencia, se pueden determinar por numerosos medios conocidos por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, la sedimentacion de plaquetas, que es una indicacion de la agregacion pla-
quetaria, puede ser monitorizada como se describe en los Ejemplos mas adelante. La cantidad de agregacion pla-
quetaria puede variar de una muestra a otra dependiendo, por ejemplo, del resto de unién a CD40L y de las plaque-
tas propiamente dichas. Cuando la cantidad de agregacion plaquetaria es 70% o mayor, o 75% o mayor, u 80% o
mayor, u 85% o mayor, o 90% o mayor o 95% o mayor, es indicativa de propensién a la coagulacion y/o complica-
ciones tromboembodlicas. Un ser humano, que tiene previsto recibir tratamiento con un anticuerpo anti-CD40L, por
ejemplo, y que da positivo en los ensayos (es decir, tiene una agregacion plaquetaria mayor que 70% en el método
de ensayo descrito en la presente memoria (es decir, el ser humano es propenso a la coagulacion) puede considerar
regimenes terapéuticos alternativos. En efecto, los profesionales sanitarios pueden ofrecer terapias alternativas tras
recibir un resultado particular en los ensayos descritos en la presente memoria.

Con el fin de que la invencion descrita en esta memoria puede ser entendida de manera mas eficaz, se proporcionan
a continuacion ejemplos. Se debe entender que estos ejemplos son solamente para fines ilustrativos y que de nin-
guna manera deben interpretarse como limitativos de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Reactivos

Se prepararon el anticuerpo anti-CD40L de calidad investigacion, sCD40L recombinante y la proteina de fusion
CD40-1gG1-Fc (CD40-Fc) recombinante soluble en laboratorios de Biogen (Ferrant et al., Mol. Immunol., 2002, 39,
77-84). La IgG humana de control era una IgG1 kappa humana adquirida a Protos Immunoresearch (San Francisco,
CA). El anticuerpo para la region Fc de la IgG humana (anti-hFc) era un anti-IgG Fc humana, de ratén purificada por
afinidad (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Rb779 es un antisuero de conejo generado contra un péptido
derivado del extremo C-terminal de CD40L (Garber et al., J. Biol.. Chem., 1999, 274, 33545-33550).

Ejemplo 2: Preparacion de plasma rico en plaquetas (PRP) y recuperacion de plaquetas

Todas las plaquetas usadas en los experimentos de agregacion plaquetaria in vitro se aislaron de voluntarios huma-
nos sanos a los que se les nego la ingestion de aspirina o compuestos que contuvieran aspirina durante 10 dias. Los
ensayos de agregacion se realizaron en PRP. Se recogieron aproximadamente 50 mL de sangre completa en partes
alicuotas en tubos Vacutainer de 4,5 ml que contenian 0,5 ml de citrato de sodio al 3,8%. El PRP se preparé centri-
fugando la sangre anticoagulada a 200 g durante 10 minutos y recogiendo el liquido sobrenadante.

Ejemplo 3: Transferencia Western

La transferencia Western para CD40L se realiz6 en las plaquetas purificadas preparadas como sigue. Se recogio en
4
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partes alicuotas un total de 50 mL de sangre completa en tubos Vacutainer de 4,5 mL que contenian 0,5 mL de
citrato de sodio al 3,8%. EI PRP se preparé centrifugando la sangre durante 20 minutos a 180 g. El liquido sobrena-
dante de PRP recogido se cargd en una columna de filtracion en gel CL2B con Sepharose (Pharmacia, Peapack,
New Jersey), previamente equilibrada con dos voliumenes de columna de solucién salina tamponada con fosfato
(PBS). Las plaquetas se eluyeron y lavaron con PBS. Se realizé una transferencia Western para cuantificar la canti-
dad de CD40L presente en las plaquetas. Brevemente, las plaquetas se trataron con tampon de muestra Laemmli y
las proteinas se resolvieron por electroforesis a través de un gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida en gra-
diente (Laemmli, Nature, 1970, 227, 680-685). Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa (Towbin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A, 1979, 76, 4350-4354) y la membrana se transfiri6 con Rb779, un antisuero de conejo produ-
cido contra un péptido derivado del extremo C-terminal de la proteina CD40L humana (Garber et al., J. Biol. Chem.,
1999, 274, 33545-33550). El anticuerpo unido se detect6é por un antisuero anti-conejo de cabra conjugado con pe-
roxidasa de rabano silvestre (HRP). Las diluciones en serie de sCD40L recombinante se evaluaron en paralelo con
las muestras de proteina derivadas de las plaquetas. La cantidad de CD40L en las muestras de plaquetas se estimo
por comparacién con el patron de sCD40L recombinante.

Las plaquetas se incubaron con un anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina para determinar si CD40L estaba
presente en la superficie de las plaquetas. EI PRP se incubo con o sin ADP 10 uM durante 1, 10, 20, 40 o 60 minu-
tos y después se incubo con anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina. El anticuerpo no unido se eliminé de las
plaquetas por lavado con PBS. La cantidad de anticuerpo anti-CD40L unido a las plaquetas se determiné por trans-
ferencia Western utilizando estreptavidina conjugada con HRP. La unién especifica del anticuerpo anti-CD40L con-
jugado con biotina a las plaquetas fue verificada por pre-incubacion del anticuerpo con sCD40L recombinante.

Ejemplo 4: Ensayo de agregacion plaquetaria

El aparato perfilador de agregacion plaquetaria Biodata de 4 canales (PAP-4; Biodata Corp., Hatboro, PA) se uso
para el ensayo en blanco con una cubeta que soélo contenia plasma pobre en plaquetas (PPP). Se afiadié una parte
alicuota de 350 uL de PRP, que contenia aproximadamente 2 a 5 x 108 plaguetas/mL a una cubeta que contenia una
barra de agitacion. Se afiadieron anticuerpo anti-CD40L, IgG humana, suero humano normal, CD40-Fc o anti-hFc en
un volumen total de 100 pL. La cubeta cargada se coloco en la maquina y los componentes de la reaccién se mez-
claron antes de la adicion de ADP.

La agregacion se inicio con la adicion de una concentracion sub-6ptima de ADP en 50 uL (la concentracion final
varia para cada muestra individual). El perfilador de agregacion tiene cuatro puertos, que pueden funcionar simulta-
neamente. Se generd un trazado de agregacion para cada muestra durante cuatro minutos después de la adicion de
ADP. Al final del trazado, el instrumento calcula el porcentaje de agregacion mediante la comparacion de la transmi-
sion de luz a través de la muestra con la transmision de luz a través de material del ensayo en blanco PPP. Un tra-
zado representativo de una titulacion tipica de ADP se muestra en la Figura 1. Se llevd a cabo una titulacién al co-
mienzo de cada experimento, y las operaciones posteriores se realizaron a una concentracion de ADP sub-6ptima.

Ejemplo 5: Expresion de CD40L en la superficie de plaquetas activadas

La expresion de CD40L se detecto facilmente en lisados preparados a partir de plaquetas humanas (datos no mos-
trados). Para determinar si CD40L se expresa en plaquetas en reposo y/o activadas, se incubaron plaquetas con
anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina y se determiné la presencia de CD40L en la superficie mediante la
cuantificacion del anticuerpo anti-CD40L biotinilado unido. La expresion de CD40L en la superficie se evalud des-
pués de 1, 10, 20, 40 y 60 minutos de incubacion con o sin ADP 10,0 uM. La expresion de CD40L en la superficie
era detectable en las plaquetas activadas con ADP tan pronto como un minuto después de la activacion y aumento
con el tiempo (Figura 2). La unién de anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina es especifica para CD40L, pues-
to que la preincubacion de anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina con sCD40L inhibia la unién a las plaquetas
activadas (datos no mostrados). La cantidad de CD40L en la superficie detectada en plaquetas no activadas ("en
reposo") también aumento con el tiempo. Este fendbmeno es probablemente atribuible al nivel basal de la activacion
plaquetaria en nuestras condiciones experimentales.

Sin embargo, la cantidad de CD40L en la superficie expresada en las plaquetas por tratadas con ADP fue consisten-
temente mas alta que la de los controles no tratados equivalentes. Estos resultados son consistentes con la nocién
de que CD40L esta normalmente secuestrado en el interior de las plaquetas y es translocado a la superficie por
activacion. Ademas, la union del anticuerpo anti-CD40L conjugado con biotina confirma que el anticuerpo anti-
CD40L reconoce las moléculas de CD40L presentes en la superficie de las plaquetas.

Ejemplo 6: Estimacion de la cantidad de CD40L en el compartimento plaquetario

Puesto que CD40L expresado en la superficie de plaquetas activadas puede ser reconocido por el anticuerpo anti-
CD40L, es importante estimar el tamafo de este “sumidero” potencial para el anticuerpo anti-CD40L. Usando un
método de transferencia Western, se comparoé la cantidad de CD40L en plaquetas con cantidades conocidas de un
patrén de CD40L recombinante. Se estima que la cantidad de CD40L en un millén de plaquetas es aproximadamen-
te 80 pg. Cada mililitro de sangre extraida recientemente contiene aproximadamente 300 millones de plaquetas y
una persona normal tiene un volumen total de sangre de aproximadamente 5 L. Por calculo, en un individuo normal
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estan presentes aproximadamente 120 ug de CD40L en el compartimento plaquetario.
Ejemplo 7: Efecto del anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion sobre la agregacion plaquetaria

Para determinar si la interaccion del anticuerpo anti-CD40L con CD40L expresado en plaquetas activadas influye
sobre la cascada hemostatica, se examind la agregacion de plaquetas de seres humanos sanos en presencia de
anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion. El anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion no afectaba
la agregacion de plaquetas activadas con ADP en un amplio intervalo de concentraciones de ADP (Tablas 1 a 3).
Las plaquetas en reposo tampoco se vieron afectadas por el anticuerpo anti-CD40L (Tablas 1 y 3-5). Como se espe-
raba, el anticuerpo IgG humano de control (Tabla 2 y 3) no afectaba a la agregacion plaquetaria. Se evalu6 CD40-Fc
para determinar si la uniéon de una proteina receptora dimera al CD40L expresado en la superficie de plaquetas
influiria sobre la agregacion. El CD40-Fc no afectaba a la agregacion plaquetaria (Tabla 4).

Ejemplo 8: Efecto del anticuerpo anti-CD40L reticulado sobre la agregacion plaquetaria
Anticuerpo anti-CD40L reticulado por anticuerpos

Para determinar si se produce un efecto sobre la agregacion cuando el anticuerpo anti-CD40L es reticulado por un
anticuerpo especifico para la region Fc de 1gG, se trataron plaquetas activadas y en reposo con anticuerpo anti-
CD40L con o sin anti-hFc como agente de reticulacion. Se realizé un experimento en el que los efectos del anticuer-
po anti-CD40L reticulado se titularon cruzadamente con cantidades variables de ADP y anti-hFc (Tabla 5). La reticu-
lacion del anticuerpo anti-CD40L con 20 pg/mL o 6,66 ug/mL de anti-hFc no afecto a la agregacion plaquetaria (Ta-
bla 5). Sin embargo, se observd un aumento de la agregacion cuando el anticuerpo anti-CD40L se reticulé con 2,22
pg/mL de anti-hFc (Tabla 5, comparense las filas 109 y 110). No se observo dicho efecto potenciador cuando se usé
para la activaciéon una concentraciéon menor de ADP (Tabla 5). Las plaquetas no se vieron afectadas por el anticuer-
po anti-CD40L en presencia de suero humano normal, que contiene anticuerpos que no se espera que reticulen el
anticuerpo anti-CD40L (Tabla 6). Estos resultados sugieren que es posible la potenciacion de la agregacion plaque-
taria por el anticuerpo anti-CD40L reticulado por anticuerpos.

Anticuerpo anti-CD40L reticulado por el ligando de CD40 soluble

Se evaluaron concentraciones multiples del anticuerpo anti-CD40L y de sCD40L en el ensayo de agregacion plaque-
taria para determinar si el anticuerpo anti-CD40L reticulado por sCD40L potenciaria la agregacion plaquetaria. Ba-
sandose en el numero de sitios de union disponibles en sCD40L y el anticuerpo anti-CD40L, el anticuerpo anti-
CD40L se reticularia como maximo cuando dos moléculas de sCD40L trimero estan unidas a tres moléculas del
anticuerpo anti-CD40L divalente. Por calculo, la relaciéon en peso/peso para una reticulacién maxima es teéricamente
3,75 anticuerpos anti-CD40L a 1 sCD40L. Se analizaron varias relaciones en este intervalo, y se encontré empirica-
mente que 233 pg/mL de anticuerpo anti-CD40L y 30 ug/mL de sCD40L era una condicion de reticulacion maxima
del anticuerpo anti-CD40L. También se evaluaron concentraciones diez veces menores y diez veces mayores del
anticuerpo anti-CD40L con 30 pg/mL de sCD40L. Este ensayo se realizé usando PRP preparado de diez donantes
sanos. Curiosamente, la mejor agregacion se produjo con plaquetas aisladas de algin donante sano, pero no de
todos.

La agregacion plaquetaria era inducida por el anticuerpo anti-CD40L reticulado al maximo por sCD40L (Figura 3).
Una version aglicosilada del anticuerpo anti-CD40L reticulado por sCD40L no potencid la agregacion plaquetaria, lo
que indica que el efecto depende de FcyRlla (Figura 4). La IgG humana (hlgG) de control junto con sCD40L no teni-
an efecto sobre la agregacion plaquetaria (Figura 4).

Tabla 1: Efecto del anticuerpo anti-CD40L sobre plaquetas activadas con ADP

Muestra n° BG9588 Concentraciéon de ADP (uM) % de Agregacion
1 20,00 73
2 + 20,00 72
3 6,70 60
4 + 6,70 71
5 2,00 25
6 + 2,00 21
7 0,70 11
8 + 0,70 24
9 0,37 12
10 + 0,37 15
11 0,00 3
12 + 0,00 11

El anticuerpo anti-CD40L no induce la agregacion de las plaquetas en reposo ni afecta la agregacion de las plaque-
tas activadas con ADP. Se colocé PRP en una cubeta y se agité con o sin 5 ug/mL de anticuerpo anti-CD40L de
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calidad de investigacion. Se afiadi6 ADP hasta las concentraciones finales enumeradas. Para cada muestra se ge-
nero un trazado de la agregacion de cuatro minutos y se calcul6 el porcentaje de agregacion.

Tabla 2: Efecto del anticuerpo anti-CD40L e IgG sobre plaquetas activadas con ADP

Muestra n° BG9588 IgG humana ADP (uM) % de Agregacion
13 20,00 77
14 + 20,00 89
15 + 20,00 80
16 6,70 74
17 + 6,70 75
18 + 6,70 78
19 2,00 10
20 + 2,00 12
21 + 2,00 12
22 0,70 8
23 + 0,70 11
24 + 0,70 10
25 0,37 9
26 + 0,37 10
27 + 0,37 10
28 0,00 3

El anticuerpo anti-CD40L y una IgG humana de control no afectan a la agregacion de plaquetas activadas con ADP.
Se coloc6 PRP en una cubeta y se agitdé con o sin 5 pg/mL de anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion o
IgG humana. Se afiadié ADP hasta la concentracion final enumerada. Para cada muestra se generé un trazado de la
agregacion de cuatro minutos y se calculd el porcentaje de agregacion.

Tabla 3: Efecto del anticuerpo anti-CD40L y la IgG sobre plaquetas activadas con ADP

Muestra n° BG9588 IgG humana ADP (uM) % de Agregacion
29 0,00 1
30 + 0,00 3
31 + 0,00 3
32 20,00 70
33 + 20,00 68
34 + 20,00 68
35 10,00 64
36 + 10,00 69
37 + 10,00 69
38 5,00 72
39 + 5,00 70
40 + 5,00 67
41 2,50 65
42 + 2,50 57
43 + 2,50 62
44 1,25 13
45 + 1,25 15
46 + 1,25 12
47 0,60 10
48 + 0,60 9
49 + 0,60 10
50 0,30 10
51 + 0,30 10
52 + 0,30 10

El anticuerpo anti-CD40L y una IgG humana no especifica no inducen la agregacion de las plaquetas en reposo ni
afectan a la agregacion de las plaquetas activadas con ADP. Se colocé PRP en una cubeta y se agité con o sin 5
pg/mL de anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion o IgG humana. Se afiadi6 ADP hasta la concentracion
final enumerada. Para cada muestra se generd un trazado de la agregacion de cuatro minutos y se calcul6 el por-
centaje de agregacion.
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Tabla 4: Efecto del anticuerpo anti-CD40L y CD40-Fc sobre plaquetas activadas con ADP

Muestra n° BG9588 (ug/mL) CD40Ig (ng/mL) ADP (uM) % de Agregacion
53 0,00 2
54 20,00 0,00 3
55 10,00 0,00 3
56 5,00 0,00 3
57 2,50 0,00 5
58 1,25 0,00 3
59 20,00 0,00 3
60 10,00 0,00 3
61 5,00 0,00 3
62 2,50 0,00 3
63 1,25 0,00 3
64 0,63 0,00 3
65 20,00 84
66 5,00 79
67 10,00 5,00 79
68 2,50 77
69 10,00 2,50 81
70 1,25 61
71 10,00 1,25 64
72 0,60 15
73 10,00 0,60 16

La unién del anticuerpo anti-CD40L o CD40-Fc a CD40L sobre la superficie de plaquetas activadas no afecta a la
agregacion plaquetaria. Se colocoé PRP en una cubeta y se agité con o sin anticuerpo anti-CD40L de calidad de
investigacion o CD40-Fc a las concentraciones enumeradas. Se afiadié ADP hasta la concentracion final enumera-
da. Para cada muestra se generé un trazado de la agregacion de cuatro minutos y se calcul6 el porcentaje de agre-

gacion.

Tabla 5: Efecto del anticuerpo anti-CD40L reticulado sobre plaquetas activadas con ADP

Muestra n° BG9588 Anti-hFc (ug/mL) ADP (uM) % de Agregacion
98 0,0 2
99 20,0 76
100 20,00 0,0 3
101 + 0,0 3
102 + 20,00 0,0 3
103 20,00 1,0 73
104 + 20,00 1,0 83
105 + 6,66 0,0 3
106 6,66 1,0 80
107 + 6,66 1,0 84
108 + 2,22 0,0 3
109 2,22 1,0 23
110 + 2,22 1,0 76
111 + 20,00 0,0 4
112 20,00 0,5 6
113 + 20,00 0,5 8
114 + 6,66 0,0 3
115 6,66 0,5 8
116 + 6,66 0,5 8
117 + 2,22 0,0 3
118 2,22 0,5 7
119 + 2,22 0,5 8

La reticulacion del anticuerpo anti-CD40L unido a CD40L sobre la superficie de plaquetas activadas puede potenciar
la agregacion en condiciones limitadas. Se colocdé PRP en una cubeta y se agité con o sin 2 ug/mL de anticuerpo
anti-CD40L de calidad de investigacion y/o anti-hFc a la concentracion enumerada. Se afiadio ADP hasta la concen-
tracion final enumerada. Para cada muestra se generé un trazado de la agregacion de cuatro minutos y se calcul6 el
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porcentaje de agregacion.

Tabla 6: Efecto del suero humano normal sobre plaquetas en reposo

Muestra n° BG9588 Suero (ug/mL) % de Agregacion
74 2
75 1,0x 8
76 0,2x 7
77 0,04x 5
78 0,008x 5
79 0,0016x 6
80 0,0032x 6
81 + 1,0x 9
82 + 0,2x 6
83 + 0,04x 6
84 + 0,008x 7
85 + 0,0016x 6
86 + 0,0032x 6

El suero humano normal no afecta a la agregacion de plaquetas en reposo. Se colocd PRP en una cubeta y se agitd
con o sin 2 yg/mL de anticuerpo anti-CD40L de calidad de investigacion y/o suero humano normal a las concentra-
ciones enumeradas. Para cada muestra se gener6 un trazado de la agregacion de cuatro minutos y se calculd el
porcentaje de agregacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para analizar la agregacion plaquetaria, que comprende:

poner en contacto plaquetas con un agente activador de plaquetas seleccionado del grupo que consiste en ADP,
colageno, trombina, tromboxano, elastasa de neutrdfilos, selectina P y convulxina;

poner en contacto las plaquetas activadas con un anticuerpo anti-CD40L; y

poner en contacto las plaquetas activadas con un agente de reticulacion seleccionado del grupo que consiste en
sCD40L, anticuerpo anti-lgG humana, anticuerpo anti-hFc, factor reumatoide (RF), célula accesoria positiva al recep-
tor de Fc, proteina A soluble y receptor de Fc humano soluble,

en donde el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacién no son un complejo inmunitario preformado y en don-
de las plaquetas sedimentadas son indicativas de la agregacion de las plaquetas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el agente activador de plaquetas es ADP.
3. El método de la reivindicacién 1, en donde las plaquetas se obtienen de plasma rico en plaquetas.
4. El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo anti-CD40L es hu5c8.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde el agente de reticulacion se selecciona de sCD40L, anticuerpo anti-IgG
humana y anticuerpo anti-hFc.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion es
de 1:1000 a 1000:1.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion es
de 1:500 a 500:1.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion es
3:2.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde:
el agente activador de plaquetas es ADP; y
el agente de reticulacion es sCD40L o anticuerpo anti-hFc.

10. Un método in vitro para determinar si un ser humano es propenso a la coagulacion por administracion de un
anticuerpo anti-CD40L, que comprende:

poner en contacto plaquetas extraidas del ser humano con un agente activador de plaquetas seleccionado del grupo
que consiste en ADP, colageno, trombina, tromboxano, elastasa de neutrdfilos, selectina P y convulxina;

poner en contacto las plaquetas activadas con el anticuerpo anti-CD40L; y

poner en contacto las plaquetas activadas con un agente de reticulacion seleccionado del grupo que consiste en
sCD40L, anticuerpo anti-lgG humana, anticuerpo anti-hFc, factor reumatoide (RF), célula accesoria positiva al recep-
tor de Fc, proteina A soluble y receptor de Fc humano soluble, en donde el anticuerpo anti-CD40L y el agente de
reticulacion no son un complejo inmunitario preformado; y

determinar la presencia o ausencia de agregacion plaquetaria, en donde una agregacion plaquetaria de 70% o ma-
yor es indicativa de la propension a la coagulacion.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el agente activador de plaquetas es ADP.
12. El método de la reivindicacién 10, en donde las plaguetas se obtienen de plasma rico en plaquetas.
13. El método de la reivindicacién 10, en donde el anticuerpo anti-CD40L es hu5c8.

14. El método de la reivindicacion 10, en donde el agente de reticulacion se selecciona de sCD40L, anticuerpo anti-
IgG humana y anticuerpo anti-hFc.

15. El método de la reivindicacion 10, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion
es de 1:1000 a 1000:1.

16. El método de la reivindicacion 10, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion
es de 1:500 a 500:1.
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17. El método de la reivindicacion 10, en donde la relacion entre el anticuerpo anti-CD40L y el agente de reticulacion
es 3:2.

18. El método de la reivindicacién 10, en donde:
el agente activador de plaquetas es ADP; y
el agente de reticulacion es sCD40L o anticuerpo anti-hFc.

19. Un kit que comprende un agente activador de plaquetas seleccionado del grupo que consiste en ADP, colageno,
trombina, tromboxano, elastasa de neutréfilos, selectina P y convulxina; un anticuerpo anti-CD40L; y un agente de
reticulacion seleccionado del grupo que consiste en sCD40L, anticuerpo anti-lgG humana, anticuerpo anti-hFc, factor
reumatoide (RF), célula accesoria positiva al receptor de Fc, proteina A soluble y receptor de Fc humano soluble.

20. El kit de la reivindicacion 19, en donde el agente activador de plaquetas es ADP.
21. El kit de la reivindicacién 19, en donde el anticuerpo anti-CD40L es hu5c8.

22. El kit de la reivindicacion 19, en donde el agente de reticulacion se selecciona de sCD40L, anticuerpo anti-IgG
humana y anticuerpo anti-hFc.

23. El kit de la reivindicacion 19, que comprende ademas al menos una aguja, un recipiente para alojar sangre, un
recipiente para alojar los componentes del ensayo e instrucciones.

24. El kit de la reivindicacion 23, en donde el recipiente para alojar los componentes de ensayo es una cubeta.
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