ES 2 561 610 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 561 610
@Int. Cl.:

GO1N 33/569 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  10.03.2011  E 14150638 (6)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 20.01.2016  EP 2720043

Tl'tulo: HMGBL1y anticuerpos anti-HMGB1 para el pronéstico de trastornos neurolégicos

Prioridad:

10.03.2010 EP 10290124

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
29.02.2016

@ Titular/es:

INSTITUT PASTEUR (100.0%)
25-28, rue du Docteur Roux
75724 Paris Cedex 15, FR

@ Inventor/es:

GOUGEON, MARIE-LISE;
POIRIER-BEAUDOUIN, BEATRICE;
SEFFER, VALERIE y

SAIDI, HELA

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 256161073

DESCRIPCION
HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 para el pronéstico de trastornos neurolégicos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La patente se refiere a la cuantificacion de anticuerpos especificos para HMGB1 en una muestra bioldgica, en
particular suero y Liquido Cefalorraquideo (LCR) y su correlacion respectiva con métodos de prondstico del estado
de progresion de trastornos neuroldgicos o hacia trastornos neuroldgicos, en particular trastornos neurolégicos
asociados con la infeccion por VIH y con métodos de diagnéstico. La invencion también se refiere a la correlacion de
los anticuerpos especificos para HMGB1 con la supervision de la infeccion por VIH o con la carga viral asi como
métodos de pronodstico del estado de progresion del SIDA y trastornos neurolégicos asociados con SIDA.

Descripcion de la técnica relacionada

Poco después de la infeccion, el VIH-1 es capaz de penetrar en el cerebro, dando como resultado con el tiempo
complicaciones asociadas con VIH en el sistema nervioso central (SNC). La demencia asociada con VIH (HAD) esta
caracterizada clinicamente por disfunciones motoras y conductuales que conducen a ataques, coma y muerte en un
periodo de 6 meses después de la aparicion. La encefalitis por VIH, el correlacionado patolégico de HAD, se
caracteriza por astrogliosis generaliza, tensidon oxidativa, desregulacion de citocinas/quimiocinas y degeneracion
neuronal (Gonzalez-Scarano y Martin-Garcia, Nat Rev Immunol 2005, 5: 69-81). Puesto que las neuronas no se ven
afectadas por VIH-1, la opinién actual es que estas células se dafan indirectamente por quimiocinas proinflamatorias
liberadas por células gliales activadas. IP-10 (CXCL10) es una quimiocina neurotdxica que esta regulada
positivamente en astroglia y se ha sugerido que potencia la infeccién por retrovirus y media en la lesién neuronal. Se
ha notificado la elevacion de IP-10 en LCR en infeccion por VIH, y su nivel se ha correlacionado con la carga viral de
VIH en LCR (Cinque P et al. J Neuroimmunol 2005, 168: 154). También se ha notificado una posible asociacion
entre los niveles de proteina quimioatrayente de macrofagos 1 LCR (MCP-1 o CCL2) y el desarrollo de HAD en una
cohorte que ha experimentado HAART con infeccion por VIH avanzada (Sevigny JJ, Albert SM, McDermott MP; et
al. Neurology. 2004; 63: 2084). Otro estudio presentd una asociaciéon entre los niveles de MCP-1 en plasma y
demencia asociada a VIH (Sevigny et al. Arch. Neurol. 2007, 64: 97).

La proteina de caja de grupo de alta movilidad 1 (HMGB1) es una proteina cromosdmica no histona que actia como
una citocina proinflamatoria potente cuando se secreta de forma activa de macréfagos, monocitos, células
dendriticas y otras células activadas tales como linfocitos NK. HMGB1 se comporta como un desencadenante de
inflamacion, atrayendo células inflamatorias y de reparacion de tejido, reclutando células madre y promoviendo su
proliferacion. Ademas, HMGB1 activa células dendriticas (CD) y promueve su maduracion funcional y su respuesta a
quimiocinas de ganglios linfaticos. Los leucocitos activados secretan de forma activa HMGB1 en el microambiente.
De este modo HMGB1 actia de una manera autocrina/paracrina y mantiene programas de reparacion y defensa a
largo plazo (Bianchi y Manfredi, 2007; Lotze y Tracey, 2005).

En recientes estudios, se ha mostrado que HMGB1 desencadena replicaciéon de VIH en CD infectadas por VIH,
contribuyendo de este modo a la constitucién de depdsitos virales en CD (Saidi H, Melki M-T, Gougeon M-L, PLoS
One 2008). Considerando que las CD son las primeras dianas para VIH en las primeras horas de infeccion de la
mucosa, que después migraran a organos linfoides secundarios cuando transmitan VIH a linfocitos T, estos
hallazgos plantean la cuestion de la implicacion in vivo de HMGB1 en el desencadenamiento de la replicacion viral y
suministro de depositos virales. Se produjo HMG1 durante una comunicacion entre CD infectadas por VIH y
linfocitos NK activados, dando como resultado también resistencia de CD infectadas por VIH a muerte por NK. La
supervivencia de CD se asocié con la regulacion positiva de dos inhibidores de apoptosis, c-IAP2 y c-FLIP en CD
infectadas, un proceso inducido por HMGB1 (Melki M-T et al. PLoS Pathogens 2010, 6 (4) e1000862). El bloqueo de
la actividad de HMGB1 por inhibidores especificos, tales como glicirricina o anticuerpos de bloqueo, anula la
replicacion de VIH en CD infectadas (Saidi H, Melki M-T, Gougeon M-L, PLoS One 2008) y restaura la
susceptibilidad de CD infectadas a muerte por NK (Melki M-T et al. PLoS Pathogens 2010, 6 (4) e1000862). Estos
hallazgos, que proporcionan nueva informacion sobre como el VIH secuestra las CD para promover la diseminacion
viral y mantener la viabilidad de depdsitos a largo plazo, ha sido el objeto de la solicitud de patente
PCT/EP2009/06828.

Estos hallazgos también plantean la cuestion de la implicacion in vivo de HMGB1 en el desencadenamiento de
replicacion viral y suministro de depositos virales. Para abordar esta cuestion, se ha cuantificado la concentracion de
HMGB1 en suero de pacientes infectados por VIH (Elisa, Shino test, IBL) para evaluar la contribucién in vivo de
HMGB1 en circulacion a la carga viral de VIH en plasma y a la evolucion de la enfermedad. Ademas, considerando
que pudieron encontrarse autoanticuerpos especificos para HMGB1 en enfermedades autoinmunes tales como SLE
(lupus) (Hayashi et al., 2009), se desarroll6 un ensayo de Elisa especifico para comprobar si se detectaron
anticuerpos especificos anti-HMGB1 en suero de pacientes infectados por VIH en enfermedad de VIH.
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Se ha presentado la medida tanto de HMGB1 como de anticuerpos anti-HMGB1 en suero de pacientes en la
solicitud de patente PCT/EP2009/06828. Se han extraido las siguientes conclusiones:

(i) la infeccién por VIH cronica desencadena la produccion de HMGB1, detectado a niveles aumentados en
suero de pacientes infectados, lo que a su vez induce la produccion de anticuerpos neutralizantes;

(ii) se detecta una correlacion inversa entre HMGB1 y anticuerpos (Ab) anti-HMGB1, lo que indica que cuando
HMGB1 se une a los anticuerpos, este ya no se detecta en muestras de suero;

(iii) cuantos mas anticuerpos anti-HMGB1 (lo que quiere decir que se ha producido mas HMGB1 anteriormente),
menos linfocitos T CD4, lo que sugiere que los niveles aumentados de anticuerpos anti-HMGB1 en suero estan
asociados con la evolucion de la enfermedad; y

(iv) la terapia antirretroviral potente (HAART) reduce los niveles en suero tanto de HMGB1 como de anticuerpos
anti-HMGB1 y puede normalizarlos por debajo de los niveles de la linea basal.

La solicitud de patente PCT/EP2009/06828 también ha planteado la hipoétesis de que cuantos mas anticuerpos anti-
HMGB1 en suero, menor carga viral en suero. Sin embargo, esta hipotesis no se ha confirmado en un analisis
exhaustivo de los experimentos realizados y en una cohorte mayor de pacientes. De hecho, se ha mostrado ademas
que la correlacion establecida entre anticuerpos anti-HMGB1 y la carga viral en suero divulgada en la patente
PCT/EP2009/06828 derivaba de un andlisis estadistico indebido de los resultados derivados de una cohorte de
pacientes que abarcan tanto pacientes no tratados como pacientes tratados (tratamiento que tiene un efecto en la
carga viral).

NAKAHARA T et al., Neurocritical Care 2009, 11:362 divulga que la proteina HMGB1 esta presente en LCR de
pacientes con hemorragia subaracnoidea.

Sumario de la invencion
El alcance de la invencion se define por los siguientes aspectos.

1. Un método in vitro para cuantificar los anticuerpos especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1
(HMGB1) contenida en una muestra de fluido cefalorraquideo o tanto en una muestra de suero como una
muestra de fluido cefalorraquideo obtenida de un sujeto, que comprende:

a) poner en contacto dicha muestra de fluido cefalorraquideo, o dichas ambas muestra de suero y muestra de
fluido cefalorraquideo con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma siempre que estos derivados se
unan a anticuerpos especificos para HMGB1; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para HMGB1.

2 El método in vitro de acuerdo con el aspecto 1 para evaluar la inmunodeficiencia de un paciente, en particular
de un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, en donde cuantos mas anticuerpos especificos para
HMGB1, mayor es la inmunodeficiencia.

3. El método in vitro de acuerdo con el aspecto 1 para determinar el nivel de activacién inmunitaria en un
paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, en donde cuantos mas anticuerpos
especificos para HMGB1, la activacién inmunitaria es mas persistente.

4. El método in vitro de acuerdo con el aspecto 1 para pronosticar el estado de progresion de una enfermedad o
de un trastorno en el que se demuestra que HMGB1 esta implicada, en donde cuanto mayor sea el nivel de
anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo de desarrollar un estado avanzado de dicha
enfermedad o de dicho trastorno.

5. El método in vitro de acuerdo con el aspecto 4, en donde dicha enfermedad o trastorno es una enfermedad o
trastorno sin trastornos neurolégicos, cuyo origen es infeccioso o autoinmunitario, tal como diabetes de tipo 1,
lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide, infeccion por HSV-2, hepatitis B cronica, infeccion por
Legionella, septicemia o asma.

6. El método in vitro de acuerdo con el aspecto 1 para controlar la afeccion de un sujeto que se sabe que esta
infectado por VIH, que ademas comprende cuantificar la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1 en dicha
muestra (0 muestras) obtenida de dicho sujeto.

7. El método in vitro de acuerdo con el aspecto 6, en el que dichos anticuerpos cuantificados especificos para
HMGB1, y dicha IP-10 cuantificada y/o dicha MCP-1 cuantificada se comparan, respectivamente, con la cantidad
de anticuerpos cuantificados especificos para HMGB1, y la de IP-10 cuantificada y/o la de MCP-1 cuantificada de
una muestra obtenida de un sujeto no infectado por VIH, o de una muestra obtenida del mismo sujeto en un
momento distinto o en momentos distintos.
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8. El método in vitro de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 7, que comprende antes de poner en
contacto la muestra con proteina HMGB1 nativa o con derivados de la misma, una etapa de tratamiento de la
muestra mediante un tratamiento acido para disociar los complejos encontrados en la muestra, preferentemente
con glicina 1,5M a un pH bajo, y en donde en dicho método, los anticuerpos cuantificados especificos para la
Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (MHGB1) son anticuerpos totales especificos para HMGB1.

9. El método in vitro de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 7, en donde los anticuerpos
cuantificados especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (MHGB1) son la fraccion circulante de
dichos anticuerpos (anticuerpos circulantes) o su fraccion complejada inmunolégicamente.

10. El método in vitro de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 1 a 9, en donde el derivado de la proteina
HMGB1 se selecciona del grupo que consiste en una HMGB1 recombinante, una parte inmunolégicamente
reactiva de HMGB1 cuya secuencia es comun para proteinas HMGB1 de diversos origenes y BOXB
recombinante de HMGB1 correspondiente a la secuencia comun para HMGB1 de ser humano y de raton.

11. El método in vitro de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos 2 a 3 y 6 a 10, en donde dicho VIH es VIH-
10 VIH-2.

12. Uso de un kit para llevar a cabo el método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11, en el que dicho kit comprende:

a) proteina HMGB1 nativa o derivados de proteina HMGB1 siempre que estos derivados se unan a
anticuerpos especificos para HMGB1;

b) opcionalmente, una solucién de disociacion acida que tiene un pH entre 1 y 3, para disociar los complejos
inmunolégicos HMGB1/anticuerpo anti-HMGB1 encontrados en la muestra biolégica, cuando se extraen del
paciente, sin alterar la capacidad de unién del anticuerpo anti-HMGB1;

c) medios para cuantificar quimiocinas;

d) opcionalmente, un tampén de neutralizacion;

€) opcionalmente, anticuerpos secundarios que se unen al complejo HMGB1/anticuerpos especificos; y

f) opcionalmente, instrucciones de uso, en particular un prospecto.

13. Uso de acuerdo con el aspecto 12, en el que dicho kit comprende:

a) proteina HMGB1 nativa o dichos derivados de la proteina HMGB1; y
b) medios para cuantificar quimiocinas.

14. Uso de acuerdo con los aspectos 12 o 13, en el que dicha quimiocina es la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina
MCP-1.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion aborda la cuestion de métodos basados en la cuantificacion de HMGB1 y anticuerpos anti-
HMGB1 para supervisar la infeccion por VIH y en algunos casos para supervisar la carga viral, asi como la cuestion
de la posible implicacion de HMGB1, anticuerpos anti-HMGB1 y quimiocinas en el método de prondstico de la
aparicion de SIDA vy trastornos neurolégicos asociados con el SIDA o infeccion por VIH y en métodos de diagndstico
en un paciente infectado por VIH. Mas en general, la invencion se refiere ademas a métodos de prondstico del
estado de progresion de trastornos neuroldgicos o el estado de progresion hacia trastornos neuroldgicos basandose
en la cuantificacion de anticuerpos anti HMGB1, y opcionalmente quimiocinas y a métodos de diagndstico.
Finalmente, la invenciéon también se refiere a un método de prondstico in vitro del estado de progresion de una
enfermedad o un trastorno en el que se ha mostrado que HMGB1 esta implicado (por ejemplo, en el que el nivel de
HMGB1 es mayor que el nivel de HMGB1 en un paciente sano o una poblacion sano), basandose en la
cuantificacion de anticuerpos anti HMGB1, y opcionalmente quimiocinas.

HMGB1 es una proteina bien conocida que aparece en el nucleo y también se sabe que es una citocina. Las
caracteristicas funcionales y fisicas de HMGB1 se divulgan en y se incorporan por referencia a Lotze, et al., Nature
Reviews, Immunology 5: 351 (2005).

Se conocen anticuerpos que se unen a HMGB1 y pueden producirse por métodos bien conocidos en la técnica. Un
ejemplo de anticuerpos anti-HMGB1 disponibles en el mercado son anticuerpos policlonales primarios de Conejo
para HMGB1 humana (Abcam ref. 18256) que se dirigen contra un péptido sintético conjugado con KLH derivado de
los restos 150 al C terminal de HMGB1 humana. Estos métodos incluyen los que producen anticuerpos policlonales
para HMGB1 y anticuerpos monoclonales para HMGB1 o para fragmentos especificos de HMGB1. Los anticuerpos
usados en aplicaciones terapéuticas tienen la caracteristica de ser bloqueantes, por ejemplo, especialmente
interfieren con la replicaciéon de VIH inducida por HMGB1 en células dendriticas infectadas. Estos anticuerpos
derivan preferentemente de la misma especie que el sujeto al que se administran y reconocen o estan inducidos
para el HMGB1 de la misma especie a la que se administraran. Estos anticuerpos pueden tener diferentes isotipos,
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tales como isotipos IgA, IgG o IgM. También pueden emplearse fragmentos de anticuerpos que se unen a HMGB1,
incluyendo Fab, Fab; y anticuerpos de cadena sencilla o sus fragmentos.

La invencién se refiere a un método in vitro para cuantificar anticuerpos, especialmente anticuerpos totales,
especificos para HMGB1 contenida en una muestra de liquido cefalorraquideo obtenida de un sujeto, que
comprende (a) si los anticuerpos para cuantificar son anticuerpos totales, tratar la muestra de liquido cefalorraquideo
mediante un tratamiento acido para disociar los complejos inmunes que implican HMGB1 hallada en la muestra,
preferentemente con glicina 1,5 M a un pH bajo; (b) en cualquiera caso poner en contacto dicha muestra bioldgica,
opcionalmente tratada, con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma; y (c) cuantificar los anticuerpos,
especialmente anticuerpos totales, especificos para HMGB1.

La expresion “liquido cefalorraquideo” o “LCR’ se refiere al liquido que ocupa el espacio subaracnoideo y el sistema
ventricular alrededor y dentro del cerebro. EI LCR ocupa el espacio entre la aracnoides y la piamadre. Constituye el
contenido de todos los ventriculos intracerebrales, cisternas y surcos asi como el canal central de la médula espinal.
El LCR se obtiene habitualmente por puncién lumbar.

En una realizacién preferida, el tratamiento acido consiste en poner en contacto la muestra de liquido
cefalorraquideo con una solucién de disociacion acida, que tenga un pH bajo, preferentemente entre pH 1 y 3,
seleccionada para separar la proteina HMGB1 de anticuerpos a los que esta unida de forma inmunoldgica en la
muestra de liquido cefalorraquideo, sin alterar la capacidad de unién de este anticuerpo. En una realizacion
particular, la solucion de disociacion acida es glicina (por ejemplo, 1,5 M) a un pH bajo, preferentemente entre pH 1y
3 (por ejemplo 1,85). El tratamiento acido se detiene después con un tampén de neutralizacion (tal como Tris, por
ejemplo Tris 1,5 M, pH 9). En otra realizaciéon preferida, en combinacién con la anterior o no, la incubacién con la
solucion de disociacion acida se lleva a cabo a una temperatura entre 20 y 37 °C, preferentemente a 25 °C y/o la
etapa de neutralizacion tiene lugar en hielo.

El término “cuantificar” abarca el término “medir’ y cualquier determinacion informativa adecuada de la proteina
HMGB1 o de anticuerpos especificos.

Por “en circulacion”, se entiende que los anticuerpos residuales hallados en la muestra, en particular en el suero o el
LCR, es decir, los anticuerpos que se encuentran en una forma no en complejo (con la proteina HMGB). La
expresion “en circulacion” también se aplica a la proteina HMGB1 residual cuantificada sin tratamiento.

Por “total”, se entiende la suma o cantidad combinada de anticuerpos en circulacion y anticuerpos en complejo
inmunoldgico.

Todos los métodos divulgados en la presente divulgacion e implementados en el LCR pueden llevarse a cabo por
analogia, es decir de forma similar en otras muestras bioldgicas, y en particular en suero, sangre, plasma, saliva o
tejido.

En una realizacion particular, la divulgacion también se refiere a un método in vitro para supervisar la infeccion por
VIH cuantificando los anticuerpos especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad | (HMGB1) especialmente
anticuerpos totales especificos para HMGB1 contenidos en una muestra o muestras de liquido que son una muestra
de suero o una muestra de liquido cefalorraquideo o en ambas muestras obtenidas de un sujeto infectado con un
VIH, que comprende:

a) poner en contacto dicha muestra o muestras de liquido con la proteina HMGB1 o derivados de la misma; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para HMGB1 donde la cantidad de anticuerpos anti-HMGB1
detectados se correlaciona con el prondstico de la infeccidon en particular donde dicha correlacién es
independiente de la carga viral en dicho sujeto.

La etapa de tratamiento divulgada en el presente documento para preparar los anticuerpos totales especificos para
HMGB1 en la muestra del liquido cefalorraquideo se aplica de forma similar para obtener dichos anticuerpos de la
muestra de suero.

Los métodos son adecuados para supervisar la condicion de un sujeto infectado con un VIH, especialmente VIH-1 o
VIH-2. En una realizacion particular, los métodos de la invencién se implementan en un paciente infectado por VIH
que se esta sometiendo a terapia retroviral y/o es un paciente avirémico (es decir, 40 copias de ARN de VIH/ml de
sangre). Un paciente infectado por VIH que esta con terapia retroviral tipicamente muestra una carga viral suprimida,
una deficiencia inmunitaria moderada medida por recuentos de CD4 y recuentos de CD4 minimos, y una activacion
inmunitaria moderada medida por linfocitos T CD8" que expresan los marcadores de activacion de CD38 y HLA-DR.
Por ejemplo, un paciente infectado por VIH que muestra los parametros clinicos del grupo de “todos los pacientes”
como se describe en la Figura 14, y mas particularmente en un paciente infectado por VIH que muestra una carga
viral media de 1,6 copias logio de ARN de VIH/mI (es decir, paciente avirémico) y/o entre 300 y 800 linfocitos T
CD4"/mm?, es tipicamente un paciente infectado por VIH con terapia retroviral (HAART).
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La “condicion” del sujeto se refiere al estado clinico después de infeccién con un VIH o al riesgo de este sujeto para
progresar hacia SIDA o a trastornos neurolégicos asociados con VIH.

La divulgacion también se refiere a un método in vitro para controlar la infeccion por VIH en un sujeto que se sabe
que esta infectado con VIH, que comprende cuantificar los anticuerpos especificos para caja de grupo de alta
movilidad | (HMGB1) contenida en una muestra de liquido cefalorraquideo obtenida de este sujeto, donde los
anticuerpos a los que se dirige la cuantificacion son los anticuerpos totales especificos para HMGB1 o su fraccién en
circulacion (anticuerpos en circulacion) o su fraccion en complejo inmunoldégico.

Los métodos para supervisar la infeccion por VIH, para evaluar la deficiencia inmunitaria o para determinar el nivel
de activacion inmunitaria asi como el prondstico y/o los métodos de diagndstico de divulgados en el presente
documento incluyendo cuando dicho método se realiza con una determinacion paralela de la carga viral, pueden
basarse en la cuantificacion de los anticuerpos en circulacion especificos para HMGB1 (anticuerpos residuales), o
en la cuantificacion de los anticuerpos totales especificos para HMGB1 o en la cuantificacion de la fracciéon de
complejo de anticuerpos especificos / HMGB1 inmunolégico.

Los métodos para evaluar la deficiencia inmunitaria o para determinar el nivel de activaciéon inmunitaria asi como los
métodos de prondstico y/o diagnoéstico divulgados en el presente documento se basan en la cuantificacion de
anticuerpos especificos para HMGB1, en una muestra tal como una muestra LCR y/o muestra de suero. Para
algunos de estos métodos, tales como métodos de diagndstico, pueden ser apropiadas o requerirse etapas
adicionales para alcanzar un resultado de diagnéstico.

En una realizacién particular del método in vitro para cuantificar anticuerpos especificos para HMGB1, el método in
vitro para controlar la infeccién por VIH, métodos para evaluar la deficiencia inmunitaria o para determinar el nivel de
activacion inmunitaria asi como métodos de prondstico y/o diagnédstico divulgados en el presente documento, los
anticuerpos cuantificados especificos para HMGB1 de un paciente pueden compararse con la cantidad de
anticuerpos especificos para HMGB1 determinados a partir de una poblacién sana (por ejemplo, no infectada con
VIH), de una poblacién de sujetos (enfermos o no) sin trastornos neurolégicos observados (por ejemplo, una
poblacién de pacientes infectados por VIH sin HAND) o de una poblacién de pacientes enfermos clasificados en un
estadio particular de progresion de esta enfermedad (por ejemplo estadios 1 a 4 de pacientes infectados con VIH).
Los anticuerpos cuantificados especificos para HMGB1 de un paciente también pueden compararse con la
capacidad de anticuerpos especificos para HMGB1 determinados en el mismo paciente, en un momento diferente, o
en momentos diferentes; en este Ultimo caso, la relacion de los valores de cuantificacion obtenida puede calcularse y
puede determinarse la evolucion de la cantidad de anticuerpos especificos para HMGB1. En la misma etapa de
comparacion también puede aplicarse para la cuantificacion de quimiocinas, tales como IP-10 y/o MCP-1.

En una realizacion particular, todos estos métodos se basan en (abarcan) la cuantificacion de anticuerpos
especificos en circulacion, llamados residuales, o de anticuerpos especificos totales.

Puede preferirse la cuantificacion de los anticuerpos totales especificos para HMGB1.

Cuando la cuantificacién se basa en los anticuerpos totales especificos para HMGB1, los métodos de la invencién
también comprenden una etapa adecuada para disociacion de complejos inmunoldgicos formados con anticuerpos
especificos de HMGB1 y por ejemplo los métodos de la invencién usan o incluyen el método de cuantificacion
basado en el tratamiento acido como se ha divulgado anteriormente y en particular el divulgado en los ejemplos.
Cuando la cuantificacién se basa en los anticuerpos en circulacién especificos para HMGB1, no se requiere dicha
etapa de disociacion.

En una realizaciéon particular, dicha cuantificacion de los anticuerpos especificos para HMGB1 se lleva a cabo
poniendo en contacto una muestra de liquido cefalorraquideo (obtenida de un sujeto) con la proteina de caja de
grupo de Alta movilidad | (HMGB1) o derivados de la misma. El contacto de la muestra de liquido cefalorraquideo
con dicha proteina asi como la cuantificacion de los complejos formados se lleva a cabo in vitro.

En una realizaciéon particular, dicha cuantificacion de los anticuerpos especificos para HMGB1 se lleva a cabo
poniendo en contacto una muestra de suero (obtenida de un sujeto) con la proteina de la caja del grupo de alta
movilidad 1 (HMGB1) o derivados de la misma. El contacto de la muestra de suero con dicha proteina asi como la
cuantificacion de los complejos formados se llevan a cabo in vitro.

Se entiende que en los métodos disefiados para supervisar la infeccion por VIH, en particular cuando se acomparian
de la determinacion de la carga viral, para evaluar la deficiencia inmunitaria y para determinar el nivel de activacion
inmunitaria asi como los métodos de prondstico y/o diagndstico de la invencion, es posible usar la secuencia de la
proteina HMGB1 de longitud completa (de origen mamifero, preferentemente de origen humano tal como la definida
con el Numero de Referencia NP_002119) o cualquier péptido (de 10 a 30 restos de aminoacidos) o polipéptido (de
30 a 215 restos de aminoacidos, preferentemente de 30 a 50, de 30 a 100, o de 30 a 150 restos) derivado de
HMGB1 (derivados de proteinas HMGB1) siempre que estos derivados se unan a anticuerpos especificos para
HMGB1 y/o permitan cuantificar los anticuerpos anti-HMGB1. Dichos derivados se seleccionan en el grupo que
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consiste en un HMGB1 recombinante (por ejemplo la proteina comercializada como HMG biotech HM-115), una
parte inmunolégicamente reactiva de HMGB1, una parte inmunolégicamente reactiva de HMGB1 cuya secuencia es
comun a proteinas HMGB1 de diversos origenes. La BOXB recombinante de HMGB1 que corresponde a la
secuencia de HMGB1 comun para ser humano y raton (HMGbiotech HM-051) es uno de dichos ejemplos.

Por “paciente infectado por VIH* o “un sujeto que se sabe que esta infectado con VIH se entiende un sujeto o
paciente que se ha diagnosticado de forma precisa y concluyente con respecto a un virus VIH, y para quien se ha
confirmado infeccion por VIH después de ensayos relevantes. Los pacientes infectados por VIH pueden clasificarse
de acuerdo con varios parametros tales como carga viral, nimero de linfocitos T CD4 o sintomas clinicos de SIDA.

En pacientes que padecen trastornos neurologicos, una clasificacion particular se basa en esos trastornos
neurolégicos asociados con infeccion por VIH, como se determina por los especialistas clinicos, como sigue:

- Estadio 1, con ensayos NP (Neurofisiologicos) normales

- Estadio 2, con al menos 2 DT (desviaciones tipicas) por debajo de la media en un ensayo cognitivo o al menos
una DT por debajo de la media en mas de 1 ensayo que explore el mismo dominio. Estos resultados definen la
condicion de ND (déficit neuropsicoldgico).

- Estadio 3, que incluye pacientes con criterios para ANI (deterioro neurocognitivo asintomatico).

- Estadio 4, que incluye pacientes con MCD (trastorno neurocognitivo menor).

Esta clasificacion puede ligarse a la clasificacion propuesta por Antinori et al. (Neurology. 30 Oct 2007; 69(18):1789-
99) de la siguiente manera: los pacientes sin HAND (trastornos neuroldgicos asociados con VIH) incluyen estadio 1y
estadio 2, mientras que los pacientes con HAND incluyen estadio 3 y estadio 4.

Como se ha divulgado anteriormente la deteccién o supervision de infeccién por VIH realizando deteccion o
cuantificacion de HMGB1 o de anticuerpos anti-HMGB1 en muestras de suero puede acompafarse de
determinacion de carga viral mediante técnicas bien conocidas.

En una realizacion particular de la invencion, la determinacion de dicha carga viral puede conseguirse realizando los
métodos de la invencién en si mismos, especialmente cuando los pacientes diagnosticados no se tratan para
infeccion por VIH.

Por lo tanto, la divulgacion también se refiere a un método para supervisar la carga viral de VIH de un sujeto que se
sabe que esta infectado con VIH, que comprende llevar a cabo el método de cuantificacion de los anticuerpos totales
especificos para HMGB1, en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido
cefalorraquideo, donde cuantos mas anticuerpos especificos para HMGB1, mayor la carga viral. Este enfoque para
supervisar la carga viral (VL) seria relevante en un paciente que se sabe que esta infectado con VIH y no esta
tratado para esta infeccion en el momento de la supervisién de la carga viral, o en pacientes cuya VL no esta
controlada.

Por “carga viral’ se entiende el ARN de VIH (que deriva de particulas virales y esta presente en plasma) o el ADN de
VIH (que esta integrado en el genoma celular y presente en células). En una realizacién particular, los métodos de la
invencion basados en la cuantificacion de anticuerpos especificos para HMGB1 son adecuados para supervisar la
carga viral de ARN de VIH.

Por “supervisar la infeccién por VIH’, se entiende el seguimiento de la infeccion por VIH en el tiempo. La infeccion
por VIH puede evaluarse por diversos parametros tales como la medicion de la carga viral, el recuento de linfocitos T
CD4 y/o parametros clinicos asociados con la evolucion de la enfermedad. La progresion de la infeccion por VIH, es
decir, la reduccion, el aumento o la estabilidad de parametros medidos, en comparacion con un ensayo previo,
dictara el modo de cuidar al paciente. La progresion de la infeccion por VIH refleja la replicacion de VIH y/o la
integracion del genoma de VIH en el genoma de células diana.

La divulgacion también se refiere a un método de prondstico in vitro del estado de progresiéon del sindrome de
inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o el estado de progresiéon hacia SIDA, de un paciente infectado con VIH, o el
estado de progresion hacia trastornos neuroldgicos asociados con infeccion por VIH, que comprende llevar a cabo el
método de cuantificacion o el método para supervisar la infeccion por VIH divulgada anteriormente, en una muestra,
en particular en una muestra de suero o de liquido cefalorraquideo, obtenida de un paciente después de infeccion
por VIH, y preferentemente durante la infeccion primaria o aguda, o durante la infeccién crénica o donde cuanto
mayor sea el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo de desarrollar SIDA o un estado
avanzado de SIDA y en particular mayor sera el riesgo de desarrollar trastornos neuroldgicos asociados con
infeccion por VIH.

La divulgacion también se refiere a un método de prondstico in vitro del estado de la progresiéon de trastornos
neurolégicos o el estado de la progresion a trastornos neurologicos, que comprende:
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a) poner en contacto una muestra de liquido cefalorraquideo o una muestra de suero o tanto una muestra de
suero como una muestra de liquido cefalorraquideo, obtenida de dicho paciente, con proteina HMGB1 nativa o
derivados de la misma; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para la caja del grupo de alta movilidad 1 (HMGB1) contenidos en dicha
muestra de liquido cefalorraquideo, dicha muestra de suero o tanto dicha muestra de suero como dicha muestra
de liquido cefalorraquideo

donde cuanto mayor sea el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo de desarrollar
trastornos neuroldgicos o de desarrollar un estadio avanzado de trastornos neurolégicos.

En una realizacién particular, cuando dichos trastornos neurolégicos resultan o se sospecha que resultan de una
infeccion (por un patégeno, bacteria o virus), la muestra se obtiene durante infeccidon primaria o aguda o durante
infeccion cronica.

El término “prondstico” se refiere a la posibilidad de evaluar, en un momento en que se lleva a cabo la cuantificacion
de los anticuerpos especificos para HMGB1 en una muestra obtenida de un paciente, el riesgo de que el paciente
desarrolle o progrese hacia trastornos neurolégicos, o en un paciente infectado por VIH, el riesgo de desarrollar
SIDA o progresar hacia SIDA.

La divulgacion también se refiere a métodos de diagndstico que combinan (1) la evaluaciéon en un paciente de la
presencia de trastornos neurolégicos, o en un paciente infectado por VIH, la presencia de trastornos neuroldgicos
asociados con SIDA, por criterios clinicos convencionales; y (2) la confirmacion o la correlaciéon de la aparicion de
estos trastornos neurolégicos por la determinacion de parametros inmunolégicos, en particular la cuantificacion de
anticuerpos especificos contra HMGB1 (y opcionalmente la cuantificacion de quimiocinas tales como IP-10 y/o MCP-
1), combinados opcionalmente con la determinacién de cambios volumétricos y/o metabdlicos. La cuantificacion de
anticuerpos de HMGB1 especificos se lleva a cabo como se describe en la presente solicitud para los métodos de
prondstico. Por lo tanto, el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1 puede correlacionarse con la observacion
de criterios clinicos convencionales para confirmar el diagnoéstico clinico. Los términos “diagnéstico” y “diagnosis” se
refieren a la posibilidad de determinar para un paciente, en el momento en que se lleva a cabo la cuantificacion de
los anticuerpos especificos para HMGB1 en una muestra obtenida de este paciente, la presencia o la ausencia de
trastornos neuroldgicos, o en un paciente infectado por VIH, la presencia o la ausencia de trastornos neurolégicos
asociados con SIDA, basandose tanto en criterios clinicos convencionales como en parametros inmunoldgicos. La
cuantificacion de anticuerpos especificos para HMGB1 en el trascurso de métodos de diagndstico, es
particularmente apropiada en pacientes en los que los criterios clinicos convencionales no permiten concluir con
certeza la aparicion de trastornos neurolégicos. Por ejemplo, en pacientes infectados por VIH clasificados en el
estadio 2 (déficit neuropsicoldgico), la cuantificacion de anticuerpos especificos de HMGB1 puede ser un indicador
complementario eficaz para confirmar, informar o cualificar el diagndstico de trastornos neurolégicos obtenido con
los criterios clinicos convencionales.

En una realizacion particular, el presente método de prondstico in vitro y/o método de diagnostico son en general
aplicables a enfermedades o trastornos en los que se muestra que HMGB1 esta implicada y asociada con un riesgo
o afeccion patologico.

Por lo tanto, los métodos de la invencién pueden implementarse:

(1) en enfermedades o trastornos en los que estén presentes trastornos neurolégicos, sea cual sea su origen.
Esta categoria incluye, pero sin limitacion, las enfermedades o trastornos de origen infeccioso, por ejemplo,
infeccion bacteriana, infeccion patdgena, infeccion viral o infeccion por prion. Un ejemplo particular de trastorno
infeccioso con trastornos neurolégicos es la infeccion por VIH. Esta categoria también incluye, pero sin limitacion,
enfermedades o trastornos cuyo origen no es infeccioso (por ejemplo, es de un origen traumatico) o cuyo origen
es desconocido, por ejemplo, lesidon neuronal aguda, lesion cerebral traumatica, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington, lesién cerebral postisquémica, enfermedad de Parkinson, cualquier trastorno que
afecte al sistema nervioso periférico y/o la médula espinal, tal como lesion de la médula espinal, esclerosis lateral
amiotrofica y enfermedades desmielinizantes tales como esclerosis multiple (EM).

Por “trastornos neurolégicos”, se entiende por ejemplo complejo de demencia (ADC), encefalopatia, linfomas del
sistema nervioso central, meningitis criptocdcica, encefalitis por citomegalovirus (CMV), encefalitis y mielitis
provocadas por el virus del herpes zoster, neuropatia (neuropatia periférica y polineuropatia sensorial distal),
neurosifilis, leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML), encefalitis por toxoplasma o toxoplasmosis cerebral
y mielopatia vacuolar.

(2) en enfermedades o trastornos sin trastornos neurolégicos, en los que se ha mostrado que esta implicada la
proteina HMGB1 cuyo origen es infeccioso (bacterias, patégenos o virus), o es autoinmunitario. Los ejemplos de
enfermedades de esta segunda categoria abarcan, pero sin limitacion, diabetes de tipo 1, lupus eritematoso
sistémico (SLE), artritis reumatoide, infeccion por VHS-2, hepatitis cronica B, infeccion por Legionella,
septicemia, o asma.
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Mas particularmente, la divulgacion se refiere a un método de prondstico in vitro del estado de progresion de
trastornos neuroldgicos asociados con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o el estado de progresion
hacia trastornos neuroldgicos asociados con infeccion por VIH o con SIDA, de un paciente infectado por VIH, que
comprende llevar a cabo el método de cuantificacion o el método para supervisar la infeccion por VIH divulgado
anteriormente, en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido cefalorraquideo, obtenida
de dicho paciente después de la infeccion, y preferentemente durante la infeccién primaria o aguda o durante la
infeccion cronica, y donde cuanto mayor sea el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo
de desarrollar trastornos neurolégicos asociados con SIDA o desarrollar trastornos neurolégicos avanzados
asociados con SIDA o trastornos neurolégicos de un estadio avanzado de SIDA.

La expresion “estado de progresion de SIDA o hacia SIDA” se refiere a los diversos estadios que se encuentran en
la progresion del SIDA o hacia SIDA, y en particular se refiere al sistema de estadificacion de enfermedad de la OMS
para infeccion por VIH y enfermedad producido y actualizado por la Organizacion Mundial de la Salud, que se
resume a continuacion en el presente documento. Estadio I: la enfermedad de VIH es asintomatica y no se clasifica
como SIDA; el Estadio Il incluye manifestaciones mucocutaneas menores e infecciones del tracto respiratorio
superior recurrentes; el Estadio Il incluye diarrea crénica inexplicable durante mas de un mes, infecciones
bacterianas graves y tuberculosis pulmonar; y el Estadio IV incluye toxoplasmosis del cerebro, candidiasis del
esofago, traquea, bronquios o pulmones y sarcoma de Kaposi.

La expresion “estado de progresion hacia trastornos neurolégicos”, cuando se aplica a un paciente infectado por VIH
se refiere a la clasificacion de estadios de trastornos neuroldgicos (de 1 a 4) como se ha descrito anteriormente.
Como alternativa, también puede considerarse la clasificacion propuesta por Antinori et al. y que se refiere a
pacientes sin HAND (trastornos neurolégicos asociados con VIH) y con HAND.

La expresidon “trastornos neurolégicos asociados con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida” o “trastornos
neurolégicos asociados con SIDA” o “trastornos neuroldégicos aso ciados con infecciéon por VIH' abarcan trastornos
neurolégicos del sistema nervioso que estan provocados directamente por el virus VIH, por ciertos canceres y/o
infecciones oportunistas, asi como trastornos de origen desconocido que se ven influidos por pero no se conoce que
estan causados directamente por el virus. Algunos de estos trastornos neurolégicos asociados con SIDA pueden ser
caracteristicos del estado de progresion de la enfermedad, como se ha definido anteriormente. Son ejemplos de
trastornos neuroldgicos asociados con SIDA el complejo de demencia de SIDA (ADC) o encefalopatia asociada con
VIH, linfomas del sistema nervioso central, meningitis criptocdcica, encefalitis por citomegalovirus (CMV), encefalitis
y mielitis provocadas por el virus del herpes zdéster, neuropatia (neuropatia periférica y polineuropatia sensorial
distal), neurosifilis, leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML), encefalitis por toxoplasma o toxoplasmosis
cerebral y mielopatia vacuolar. Algunos pacientes con carga viral (VL) controlada que no estan en el estadio de
SIDA, como por ejemplo pacientes sometidos a terapia antirretroviral potente (HAART), pueden desarrollar
trastornos neuroldgicos. Se ha divulgado anteriormente una clasificacion clinica con respecto a estos trastornos
neurolégicos.

En una realizacion preferida, el método de prondstico in vitro del estado de progresiéon de trastornos neurologicos
asociados con infeccion por VIH o con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o el estado de progresion
hacia trastornos neurolégicos asociados con infeccion por VIH o con SIDA se realiza en una muestra o muestras
bioldgicas de un paciente con carga viral controlada (VL) que no esta en el estadio del SIDA, como por ejemplo un
paciente con terapia antiretroviral potente (HAART).

La presente divulgacion también se refiere a un método in vitro para evaluar la deficiencia inmunitaria (o
inmunodeficiencia) de un paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado con VIH que comprende
llevar a cabo el método de cuantificacion o el método de supervision de infeccion por VIH divulgado anteriormente,
en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido cefalorraquideo, obtenida de dicho
sujeto, donde cuantos mas sean los anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera la deficiencia inmunitaria.
Con respecto al paciente infectado por VIH, la inmunodeficiencia observada después de infeccion es el resultado de
la reduccion de los linfocitos T CD4, lo que se ha mostrado en la presente invenciéon que se correlaciona de forma
negativa con el nivel de anticuerpos anti HMGB1 especificos.

También es parte de la presente divulgacion un método in vitro para determinar el nivel de activacion inmunitaria
especialmente activacion inmunitaria persistente o activacion inmunitaria persistente en algun compartimento o
algunos compartimentos del cuerpo, induciendo especialmente estado inflamatorio persistente en un paciente, en
particular un sujeto que se sabe que esta infectado con VIH que comprende llevar a cabo el método de
cuantificacion divulgado anteriormente, en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido
cefalorraquideo, obtenida de dicho sujeto, donde cuantos mas sean los anticuerpos especificos para HMGB1, mas
persistente sera la activacion inmunitaria. La activacion inmunitaria persistente (o cronica) esta asociada con una
alta expresion de marcadores de activacion en linfocitos T CD8, en particular marcadores CD38 y/o HLA-DR. Por lo
tanto, la presente invencién ha demostrado que un alto nivel de anticuerpos especificos de HMGB1 se correlaciona
con alto nivel tanto de linfocitos T CD8" CD38" como de linfocitos T CD8" HLA-DR".
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La activacion inmunitaria en particular se refiere a activacion inmunitaria observada en pacientes en fase aguda de
infeccion por VIH, o a activacién inmunitaria observada en pacientes con infeccién por VIH crénica, especialmente
cuando dicho paciente no esta en tratamiento antirretroviral (ART) o presenta trastornos neurolégicos asociados con
infeccion por VIH.

Dentro de los métodos de prondstico y/o diagnéstico in vitro, para evaluar la deficiencia inmunitaria o para
determinar el nivel de activacion inmunitaria, el método de cuantificacién es, por ejemplo, un método que
comprende:

a) poner en contacto una muestra de liquido cefalorraquideo o muestra de suero, o tanto una muestra de suero
como una muestra del liquido cefalorraquideo, obtenida de dicho paciente, y preferentemente durante la
infeccion primaria o aguda, o durante la infeccién crénica, con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma; y
b) cuantificar los anticuerpos especificos para la caja del grupo de alta movilidad 1 (HMGB1) contenida en dicha
muestra de liquido cefalorraquideo, dicha muestra de suero, o tanto dicha muestra de suero como muestra de
liquido cefalorraquideo.

En una realizaciéon particular de los métodos de prondstico in vitro, los métodos para evaluar la deficiencia
inmunitaria o para determinar el nivel de activacién inmunitaria basandose en la cuantificaciéon de anticuerpos anti-
HMGB1, un aumento del nivel de anticuerpos anti-HMGB1 de mas del 20 % en comparacion con el nivel del nivel de
anticuerpos anti-HMGB1 en una poblacién sana o en una poblacién de pacientes infectados por VIH sin HAND se
correlaciona con una activacion inmunitaria persistente, un mayor riesgo de desarrollar un estadio avanzado de
trastornos neuroldgicos y/o una mayor deficiencia inmunitaria.

Los métodos de la invencién también pueden comprender, antes de la etapa a), una etapa adecuada para la
disociacion de complejos inmunoldgicos formados con anticuerpos especificos de HMGB1, de modo que se
cuantifiquen los anticuerpos anti-HMGB1 especificos totales. Por ejemplo, esta etapa adicional incluye un
tratamiento acido, tal como la desvelada en los ejemplos. En una realizaciéon particular, este tratamiento acido
consiste en poner en contacto la muestra o las muestras (liquido cefalorraquideo, suero o ambos) con una solucion
de disociacion acida, que tiene un pH bajo, preferentemente entre pH 1 y 3, elegida para separar la proteina HMGB1
de anticuerpos con los que esta unida inmunolégicamente en la muestra, sin alterar la capacidad de unién de este
anticuerpo. En una realizacion particular, la solucion de disociacion acida es glicina (por ejemplo 1,5 M) a un pH
bajo, preferentemente entre pH 1 y 3 (por ejemplo, 1,85). El tratamiento acido se detiene después con un tampon de
neutralizacion (tal como Tris, por ejemplo Tris 1,5M, pH 9). El tratamiento acido conduce a una dilucién de la
muestra bioldgica (LCR, suero, etc.). En otra realizacién preferida, en combinacién con la anterior o no, la incubacion
con la solucion de disociacion acida se lleva a cabo a una temperatura entre 20 y 37 °C, preferentemente a 25 °C y/o
la etapa de neutralizacion tiene lugar en hielo.

En una realizaciéon particular, dicha cuantificacion de los anticuerpos especificos para HMGB1 se lleva a cabo
poniendo en contacto in vifro una muestra con la proteina de caja del grupo de alta movilidad 1 (HMGB1) o
derivados de la misma. Por lo tanto, dicha cuantificacion se lleva a cabo usando la secuencia de la proteina HMGB1
de longitud completa (origen mamifero, preferentemente origen humano tal como la definida con numero de
referencia NP_002119) o cualquier péptido (de 10 a 30 restos de aminoacidos), o polipéptido (de 30 a 215 restos de
aminoacidos, preferentemente de 30 a 50, o de 30 a 100, o de 30 a 150 restos) derivados de HMGB1 (derivados de
proteina en HMGB1) siempre que estos derivados se unan con anticuerpos especificos para HMGB1 y/o permitan
cuantificar los anticuerpos anti-HMGB1. Dichos derivados se seleccionan del grupo que consiste en un HMGB1
recombinante (por ejemplo la proteina comercializada como HMGbiotech HM-115), una parte inmunolégicamente
reactiva de HMGB1, una parte inmunolégicamente reactiva de HMGB1 cuya secuencia es comuin con proteinas
HMGB1 de diversos origenes. Un ejemplo de estas es la BOXB recombinante de HMGB1 correspondiente a la
secuencia comun a HMGB1 humana y de ratén (HMGbiotech HM-051).

Todos y cada uno de los métodos in vitro divulgados en la presente solicitud comprenden ademas opcionalmente la
cuantificacion de otras moléculas halladas en la muestra (tal como la muestra de suero o la de liquido
cefalorraquideo) y en particular de quimiocinas. Son ejemplos de quimiocinas que pueden, de forma independiente,
ensayarse y cuantificarse, la quimiocina IP-10 y la quimiocina MCP-1. La quimiocina humana IP-10 (proteina
inducida por interferon gamma de 10 kDa) también se llama ligando de Quimiocina (motivo C-X-C) 10 o CXCL10, y
se cita en el Numero de Referencia de NCBI NP_001556); la quimiocina humana MCP-1 (por proteina quimiotactica
de monocitos 1) también se llama ligando de Quimiocina (motivo C-C) 2 (CCL2) y se cita en el Numero de
Referencia de NCBI NP_002973).

Cuando se aplica a las moléculas y en particular a las quimiocinas tales como la quimiocina IP-10 y la quimiocina
MCP-1, el término “cuantificar” o “cuantificaciéon” abarca el término “medir’ y cualquier determinacion informativa
adecuada del nivel de quimiocina IP-10 y quimiocina MCP-1.

En particular, la invencion se refiere a un método in vitro para supervisar el estado de un sujeto que se sabe que

esta infectado con VIH, que comprende llevar a cabo el método de cuantificacion divulgado en el presente
documento (cuantificacioén de anticuerpos especificos para HMGB1) y una etapa para cuantificar la quimiocina IP-10
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y/o la quimiocina MCP-1, en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido
cefalorraquideo, obtenida de dicho sujeto.

En otra realizacion, la divulgacion también se refiere a un método in vitro para pronosticar el estado de progresion de
trastornos neurolégicos o el estado de progresiéon hacia trastornos neurolégicos o un método de diagndstico, que
comprende llevar a cabo, en una muestra, en particular en una muestra de suero o en una de liquido
cefalorraquideo, o ambas, obtenidas de un paciente, el método de cuantificacién desvelado del presente documento
y etapas para cuantificar la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1, y donde cuanto mayor sea el nivel de
anticuerpos especificos para HMGB1 y mayor la quimiocina IP-10 y/o mayor la quimiocina MCP-1, mayor sera el
riesgo de desarrollar trastornos neurologicos o de desarrollar un estadio avanzado de trastornos neuroldgicos.

Ademas, la divulgacion también se refiere a un método in vitro para pronosticar el estado de progresion de
trastornos neurolégicos asociados con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o con infeccion por VIH en
general o el estado de progresion hacia trastornos neurolégicos asociados con SIDA o con infeccion por VIH en
general, de un paciente infectado con VIH, que comprende llevar a cabo, en una muestra, en particular en una
muestra de suero o en una de liquido cefalorraquideo, obtenidas de un paciente después de infeccion, el método de
cuantificacion divulgado en el presente documento (cuantificacion de anticuerpos especificos para HMGB1) y etapas
para cuantificar la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1, y donde cuanto mayor sea el nivel de anticuerpos
especificos para HMGB1 y mas quimiocinas IP-10 y/o mas quimiocinas MCP-1, mayor sera el riesgo de desarrollar
trastornos neuroldgicos asociados con SIDA o con infeccion por VIH en general o de desarrollar un estadio
avanzado de trastornos neurolégicos asociados con SIDA o con infeccion por VIH en general.

Para todos los métodos de pronédstico como se describen en el presente documento, se realizan particularmente
etapas para cuantificar la quimiocina o las quimiocinas al mismo tiempo que la etapa para cuantificar los anticuerpos
especificos para HMGB1.

La invencion también se refiere un método que comprende la cuantificacién de los anticuerpos especificos para
HMGB1 (por ejemplo como se ha descrito anteriormente), en la muestra de liquido cefalorraquideo y en la muestra
de suero de un individuo infectado por VIH, llevandose a cabo ambas cuantificaciones en el mismo individuo y en
muestras tomadas a la vez, y, opcionalmente, la cuantificacion de la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1,
ambas en la muestra de liquido cefalorraquideo y la muestra de suero del mismo individuo y tomandose dichas
muestras al mismo tiempo.

Este método, basado en la cuantificacion paralela de los anticuerpos especificos para HMGB1 en dos muestras
diferentes puede usarse en las siguientes aplicaciones:

- un método in vitro para supervisar la infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en un sujeto que
se sabe que esta infectado por VIH;

- un método de prondstico in vitro para el estado de progresidon del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) o el estado de progresion a SIDA de un paciente infectado por VIH, y preferentemente durante la
infeccion primaria o aguda o durante la infeccién crénica;

- un método de prondstico in vitro para el estado de progresion de trastornos neuroldgicos o el estado de
progresion hacia trastornos neurolégicos, de un paciente;

- un meétodo de prondstico in vitro para el estado de progresion de trastornos neuroldgicos asociados con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o con infeccion por VIH o en estado de progresion hacia
trastornos neurolégicos asociados con SIDA o con infeccién por VIH, de un paciente infectado con VIH, durante
la infeccion primaria o aguda o durante la infeccion crénica; y

- cuando se asocia con otros medios, en un método de diagndstico para el estado de progresién de trastornos
neurolégicos o el estado de progresion hacia trastornos neurolégicos en un paciente, en particular para el estado
de progresion de trastornos neurolégicos asociados con SIDA o con infeccion por VIH o el estado de progresion
hacia trastornos neuroldgicos asociados con SIDA o con infeccién por VIH, en un paciente infectado con VIH.

Por “al mismo tiempo”, se entiende que las muestras se obtienen de un paciente determinado, dentro de un periodo
de tiempo en el que los sintomas clinicos, en particular los trastornos neurolégicos, tales como los trastornos
neurolégicos asociados con SIDA o VIH, el estadio de SIDA y/o la carga viral de suero o LCR de dichos pacientes
infectados por VIH son similares (estadisticamente no significativos) o idénticos. En particular, este periodo no
excede (es menor de) 6 meses, 3 meses, 1 mes o dos semanas.

En paralelo con todos y cada uno de los métodos de prondstico y/o diagndstico in vitro, el método in vitro para
evaluar la deficiencia inmunitaria, la supervisién in vitro de la condiciéon de un paciente, el método in vitro para
determinar el nivel de activacién inmunitaria y el método de cuantificacion de los anticuerpos especificos para
HMGB1 en la muestra de liquido cefalorraquideo y en la muestra de suero como se ha divulgado anteriormente, se
determina la carga viral de VIH usando un método convencional (por ejemplo por PCR). La expresion “en paralelo”
significa que los métodos se llevan a cabo en muestras obtenidas del mismo paciente al mismo tiempo.
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Resulta interesante que, aunque la carga viral en suero y/o LCR de un paciente puede ser indetectable y revela
ausencia de replicacion del virus VIH en sangre y/o SNC, la cuantificaciéon de una cantidad de anticuerpos
especificos para HMGB1, posiblemente junto con gran cantidad de la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1,
revela que el virus VIH se replica en otros compartimentos u érganos tales como higado, cerebro o intestino. Esto
puede explicar que los pacientes infectados por VIH tratados que tienen carga viral de VIH baja o indetectable de
acuerdo con los patrones conocidos no progresen hacia SIDA presentando a la vez trastornos neuroldgicos. Esta
observacion justifica que, en paralelo con la determinacion de la carga viral del suero, otros ensayos, tales como la
cuantificacion de anticuerpos especificos para HMGB1 pueden implementarse para tener en cuenta el hecho de que
el virus VIH infecta y se mantiene en diversos 6rganos y compartimentos.

Los métodos de prondstico y/o diagndstico in vifro pueden comprender ademas ensayos complementarios para
confirmar o validar el estado de progresion de trastornos neurolégicos o el estado de progresion hacia trastornos
neurolégicos, en particular trastornos neurologicos asociados con SIDA o infeccion por VIH. Estos ensayos
comprenden:

a) identificar cambios volumétricos en los ganglios basales de dicho paciente, preferentemente por mediciones
por captura de imagenes de resonancia magnética; y/o

b) identificar cambios metabdlicos en los ganglios basales de dicho paciente, preferentemente calculando la
relacion de colina/N-acetil Aspartato en suero (Cho/NAA).

Todos los métodos descritos en el presente documento se implementan in vitro.

La divulgacion también se refiere a uso de proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma como se ha definido
anteriormente para la fabricacion de un kit, un marcador o medio para el prondstico in vitro del estado de progresion
de trastornos neurolégicos o el estado de progresion hacia trastornos neurolégico de un paciente, en particular un
paciente infectado por VIH, obteniéndose dicho pronéstico y diagnostico por un método que comprende:

a) poner en contacto una muestra de liquido cefalorraquideo o una muestra de suero o tanto una muestra de
suero como una muestra de liquido cefalorraquideo, obtenidas de dicho paciente, y preferentemente durante la
infeccion primaria o aguda o durante la infeccién crénica, con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma; y
b) cuantificar los anticuerpos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (HMGB1) contenida en dicha muestra de
liquido cefalorraquideo, dicha muestra de suero, o tanto dicha muestra de suero como dicha muestra de liquido
cefalorraquideo.

donde cuanto mayor sea el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo de desarrollar
trastornos neuroldgicos o de desarrollar un estadio avanzado de trastornos neurolégicos, en particular mayor sera el
riesgo de desarrollar trastornos neurologicos o de desarrollar un estadio avanzado de trastornos neuroldgicos
asociados con infeccion por VIH.

La divulgacion también se refiere al uso de proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma como se ha definido
anteriormente para la fabricacion de un kit, un marcador o medios para evaluar la deficiencia inmunitaria de un
paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, obteniéndose dicha evaluacién por un
método que comprende:

a) poner en contacto una muestra de fluido cefalorraquideo o una muestra de suero o tanto una muestra de
suero como una muestra de fluido cefalorraquideo obtenida de dicho sujeto con proteina HMGB1 nativa o
derivados de la misma; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (HMGB1) contenidos en
dicha muestra de fluido cefalorraquideo, en dicha muestra de suero o tanto en dicha muestra de suero como
dicha muestra de liquido cefalorraquideo

donde cuantos mas anticuerpos especificos para HMGB1, mas alta sera la deficiencia inmunitaria.

La divulgacion también se refiere al uso de proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma como se define
anteriormente para la fabricacion de un kit, un marcador o medios para determinar el nivel de activacién inmunitaria
en un paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, obteniéndose dicha determinacion
mediante un método que comprende:

a) poner en contacto una muestra de liquido cefalorraquideo o una muestra de suero o tanto una muestra de
suero como una muestra de liquido cefalorraquideo, obtenida de dicho sujeto, con proteinas HMGB1 nativa o
derivados de la misma; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (HMGB1) contenida en dicha
muestra de liquido cefalorraquideo, dicha muestra de suero, o tanto dicha muestra de suero como dicha muestra
de liquido cefalorraquideo

donde cuantos mas anticuerpos especificos para HMGB1, mas persistente sera la activacion inmunitaria.
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La divulgacion también se refiere al uso de una proteina de HMGB1 nativa o derivados de la misma como se ha
definido anteriormente para la fabricacion de un kit, un marcador o medios para los métodos de diagndstico de la
invencion en un paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH.

La fabricaciéon de un kit, un marcador o medios descritos anteriormente también puede comprender, ademas de la
proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma, el uso de una solucién de disociaciéon acida adecuada para
disociar los complejos de HMGB1 inmunoldgico/anticuerpo anti-HMGB1 y/o el uso de medios para cuantificar
quimiocinas tales como IP-10 y/o MCP-1. En una realizacion particular, la fabricacion de un kit, marcador o medio
descrito anteriormente también comprende el uso de una proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma y una
solucion de disociacion acida adecuada para disociar los complejos de HMGB1 inmunoldgico/anticuerpo anti-
HMGB1. En otra realizacién, la fabricacion de un kit, un marcador, o medio descrito anteriormente también
comprende el uso de una proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma y medios para cuantificar la quimiocina
IP-10.

Puede llevarse a cabo cualquiera de los métodos in vitro divulgados anteriormente que implican la cuantificacion de
los anticuerpos especificos para HMGB1 implementando ELISA, u otros métodos de deteccidon inmunoldgica,
usando la proteina de caja de grupo de Alta movilidad | (HMGB1) o derivados de la misma recubriendo un soporte
soélido, y opcionalmente usando anticuerpos secundarios capaces de detectar los anticuerpos especificos de
HMGB1.

Cuando se trata de la cuantificacion de la quimiocina IP-10 y/o de la quimiocina MCP-1, puede usarse ELISA o
cualquier otro método conocido en la técnica.

Los inventores también han demostrado que la proteina HMGB1 en si misma puede ensayarse en una muestra de
liquido cefalorraquideo.

En consecuencia, otro aspecto mas implica detecciéon de una concentraciéon aumentada de HMGB1 en muestra de
liquido cefalorraquideo de sujetos infectados por VIH. También puede usarse una correlacion positiva entre la carga
viral y la concentracion de HMGB1 en una muestra de liquido cefalorraquideo, para supervisar la infeccion por VIH.
La concentracion de HMGB1 puede cuantificarse con ensayos de diagnéstico bien conocidos, tales como ensayos
de ELISA. Estan disponibles en el mercado hHMGB1 recombinante, anticuerpos monoclonales anti-hHMGB1 y
suero de conejo anti-hHMGB1 y pueden usarse en dichos ensayos de diagndstico.

La divulgacion también se refiere a un método in vitro para supervisar la infeccion por VIH en un sujeto infectado con
VIH que comprende cuantificar la proteina de caja de grupo de Alta movilidad | (HMGB1) contenida en una muestra
de liquido cefalorraquideo obtenida de dicho sujeto, en particular poniendo en contacto la muestra bioldgica de dicho
sujeto infectado con VIH, con anticuerpos que se unen inmunoldgicamente a caja de grupo de Alta movilidad |
(HMGB1), donde la proteina HMGB1 a la que se dirige la cuantificacion es la proteina HMGB1 total o su fraccion en
circulacion (HMGB1 en circulacion residual) o su fraccion en complejo inmunoldgico.

La divulgacion también se refiere a un método in vitro para supervisar la carga viral de VIH de un sujeto que se sabe
que esta infectado con VIH, que comprende llevar a cabo la cuantificaciéon de la proteina HMGB1 en una muestra de
liquido cefalorraquideo obtenida de dicho sujeto, donde cuanta mas proteina HMGB1, mayor la carga viral. Por
“carga viral’, se entiende el ARN de VIH (que deriva de particula virales y presentes en el plasma) o el ADN de VIH
(que esta integrado en el genoma celular y presenta en células). En una realizacion particular, los métodos de la
divulgacion basados en la cuantificacion de HMGB1 son adecuados para supervisar la carga viral de ARN de VIH.

Los métodos para supervisar la infeccion por VIH o una carga viral pueden implementarse basandose en la
cuantificacion de la HMGB1 en circulacion (residual), basandose en la cuantificacion de la HMGB1 total o basandose
en la cuantificacion de la fraccion de complejos inmunoldgicos de anticuerpos especificos/HMGB1.

En una realizacion particular, estos métodos se basan en la cuantificacion de HMGB1 en circulacion o HMGB1 total.
Cuando la cuantificacién se basa en la HMGB1 total, los métodos de la invenciéon también comprenden una etapa
adecuada para disociacion de complejos inmunoldgicos formados con anticuerpos especificos de HMGB1, y por
ejemplo los métodos de la invencion usan o incluyen un tratamiento acido de la muestra de liquido cefalorraquideo.

Un tratamiento acido adecuado comprende poner en contacto la muestra de liquido cefalorraquideo con una
solucion de disociacion acida, que tiene un pH bajo, preferentemente entre pH 1 y 3, seleccionado para separar la
proteina HMGB1 del anticuerpo especifico sin alterar la proteina HMGB1 y su capacidad de reconocimiento por
anticuerpos especificos. En una realizacion particular, la solucién de disociacion acida es glicina (por ejemplo, 1,5 M)
a un pH bajo, preferentemente entre pH 1 y 3 (por ejemplo 1,85). El tratamiento acido se detiene después con un
tampodn de neutralizacion (tal como Tris, por ejemplo Tris 1,5 M, pH 9). En ofra realizacion preferida, en combinacion
con la previa o no, la incubacion con la solucion de disociacion acida se lleva a cabo a temperatura entre 20 y 37 °C,
preferentemente a 25 °C y/o la etapa de neutralizacion tiene lugar en hielo.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 256161073

La cuantificacién de la proteina HMGB1 puede compararse con la cantidad de HMGB1 de una muestra de liquido
cefalorraquideo obtenida de un sujeto no infectado con VIH, o con la cantidad de HMGB1 de una muestra de liquido
cefalorraquideo obtenida en un momento diferente.

La divulgacion también se refiere, para las mismas aplicaciones, a un método que comprende la cuantificacion de
HMGB1 (por ejemplo como se ha descrito anteriormente) en la muestra de liquido cefalorraquideo y en la muestra
de suero de un individuo infectado por VIH, llevandose a cabo ambas cuantificaciones en el mismo individuo y al
mismo tiempo y, opcionalmente, la cuantificacion de la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1, ambas en la
muestra de liquido cefalorraquideo y la muestra de suero del mismo individuo y al mismo tiempo.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un kit que puede usarse para implementar una de las siguientes
aplicaciones: supervisar la infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) de un sujeto infectado por VIH,
supervisar la carga viral de VIH de un sujeto infectado por VIH que no esta en tratamiento para infeccion por VIH,
llevar a cabo el prondstico del estado de progresion de sindrome de inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o el estado
de progresion hacia SIDA de un paciente infectado con VIH, llevar a cabo el prondstico del estado de progresion de
trastornos neurologicos de un paciente, en particular trastornos neuroldgicos asociados con sindrome de
inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) o con infeccion por VIH o el estado de progresion hacia trastornos neurolégicos
de un paciente, en particular trastornos neurolégicos asociados con SIDA de un paciente infectado con VIH o con
infeccion por VIH, evaluar la deficiencia inmunitaria de un paciente, en particular un sujeto infectado por VIH,
determinar el nivel de activacién inmunitaria especialmente activaciéon inmunitaria persistente en un paciente, en
particular un sujeto infectado por VIH, supervisar el estado de un sujeto infectado por VIH y en métodos de
diagnoéstico.

Este kit comprende proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma como se ha definido anteriormente, y
opcionalmente una solucién de disociacion acida adecuada para disociar complejos inmunoldgicos de
HMGB1/anticuerpo anti-HMGB1 hallados en la muestra biolégica, cuando se toma del paciente, tal como se ha
definido anteriormente, y opcionalmente medios para cuantificar la quimiocina IP-10 y/o medios para cuantificar la
quimiocina MCP-1. Opcionalmente, este kit también puede contener un tampoén de neutralizacion, por ejemplo como
se ha definido anteriormente y/o anticuerpos secundarios que se unen y/o revelan la formacion del complejo de
HMGB1/anticuerpos especificos. Opcionalmente, este kit también puede contener instrucciones para su uso
(prospecto). En una realizacion particular, el kit comprende una proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma y
solucién de disociacion acida para disociar complejos de HMGB1/anticuerpo anti HMGB1 inmunoldgicos. En otra
realizacion, el kit comprende una proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma y medios para cuantificar la
quimiocina IP-10.

El kit se implementa para cuantificar los anticuerpos anti-HMGB1 de cualquier muestra bioldgica, en particular de la
muestra de liquido cefalorraquideo de un paciente infectado por VIH o de la muestra de suero de un paciente
infectado por VIH o cuando se requiere cuantificacion paralela tanto de la muestra de liquido cefalorraquideo como
de la muestra de suero de dicho paciente infectado por VIH.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Deteccion de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 en LCR de pacientes infectados por VIH-1. A-
Panel Izquierdo. Se cuantificé la concentraciéon de HMGB1 por Elisa (Shinotest, IBL), en LCR de 10 donantes
sanos (HD) y 23 pacientes infectados por VIH-1 con trastornos neurolégicos. Las representaciones de Caja y
Bigotes representan la media + DT de la concentracion de HMGB1 en LCR (limite de deteccion 0,25 ng/ml) en
los dos grupos [0,5 ng/ml (intervalo 0,25-1,47) en HD frente a 1,67 ng/ml (intervalo 0,25 — 15,9) en pacientes]. A-
Panel derecho. Los pacientes infectados por VIH se estratificaron del estadio 2 al estadio 4 de acuerdo con la
gravedad del trastorno neuroldgico, obteniéndose LCR para pacientes del estadio 3 y estadio 4 solamente. Se
detect6 HMGB1 a mayores concentraciones en LCR de pacientes de estadio 3 frente a HD, pero debido a la
variabilidad de los valores, las diferencias entre HD y los pacientes de ambos grupos no fueron estadisticamente
significativas. B — Panel izquierdo. Se cuantifico la concentracion de Ab anti-HMGB1 por Elisa en LCR de 10
donantes sanos (HD) y 23 pacientes infectados por VIH-1 con trastornos neurolégicos. Las representaciones de
Caja y Bigotes representan la media £ DT de concentracion de anti-HMGB1 en LCR (los valores de media e
intervalo estan indicados en las cajas). Se presenta el p valor de diferencias significativas (ensayo de Mann-
Whitney no paramétrico). B- Panel derecho. Se ensayaron LCR de pacientes de estadio 3 (n=12) y estadio 4
(n=11) con respecto a Ab anti-HMGB1 y se compararon con HD (n=10). Las representaciones de Caja y Bigotes
representan la media + DT de concentracion anti-HMGB1. Se presenta el p valor de diferencias significativas
(ensayo de Mann-Whitney no paramétrico).

Figura 2: Impacto de la carga viral en los niveles de HMGB1 y anticuerpo anti-HMGB1 en LCR. A- Los
pacientes se estratificaron en 2 grupos de acuerdo con la carga viral del LCR (VL): indetectable (es decir, < 40
copias/ml) y positiva (VL> 40 copias/ml). Los valores medios se indican en cada caja. Se compararon las
concentraciones de HMGB1 y anti-HMGB1 entre estos 2 grupos y se presentan los p valores (ensayo de Mann-
Whitney no paramétrico). B- Correlaciones de Spearman entre las concentraciones en LCR de HMGB1 o
anticuerpos anti-HMGB1 y Log VL en LCR. Se presentan el coeficiente de correlacion (r) y los p valores. C:
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correlaciones de Spearman entre VL de plasma y concentracion de HMGB1 en LCR (panel izquierdo) o VL de
LCR (panel derecho). Se presentan el coeficiente de correlacion (r) y los p valores.

Figura 3: Correlacion de los niveles de anticuerpo anti-HMGB1 en LCR con la evolucion de la
enfermedad. A- El nimero de linfocitos T CD4 periféricos se correlaciona con la evoluciéon de la enfermedad.
Los pacientes se estratificaron en 3 grupos de acuerdo con sus ndmeros de linfocitos T CD4 en sangre, y se
compararon los niveles de HMGB1 y anticuerpo anti-HMGB1 entre los 3 grupos. Se presentan los p valores
(ensayo de Mann-Whitney no paramétrico). B- Correlaciones de Spearman entre las concentraciones en LCR de
HMGB1 o Ab anti-HMGB1 y los numeros de linfocitos T CD4. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p
valores.

Figura 4: Correlacion de los niveles de HMGB1 y anticuerpo anti-HMGB1 en LCR con activacion
inmunitaria. A-VL de LCR, se compararon los % de T CD8" HLA-DR" y T CD8" CD38" entre los tres grupos de
pacientes estratificados de acuerdo con su numero de linfocitos T CD4. Se presentan los p valores (ensayo de
Mann-Whitney no paramétrico). B- correlaciones de Spearman entre VL de LCR o suero y el % de linfocitos T
CD8" CD38" o linfocitos T CD8+ HLA-DR+. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores. C- Panel
superior: correlaciones de Spearman entre anticuerpos anti-HMGB1 en LCR y el % de linfocitos T CD4" HLA-DR"
o linfocitos T CD8" HLA-DR®. Panel inferior: correlaciones de Spearman entre HMGB1 en LCR y el % de
linfocitos T CD8" HLA-DR®. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores.

Figura 5: Cuantificacion de 24 citocinas y quimiocinas en LCR de pacientes de estadio 3 y estadio 4. Se
ha cuantificado un panel de 24 citocinas y quimiocinas por tecnologia MAP (Luminex) en LCR de HD, pacientes
de estadio 3 y estadio 4. Las representaciones de Caja y Bigotes representan la media + DT de un panel de
quimiocinas. Solo se detectaron IP-10 y MCP-1 a niveles significativos. Se presentan los p valores (ensayo de
Mann-Whitney no paramétrico) para comparaciones estadisticas entre pacientes y HD,

Figura 6: Correlacion de los niveles de IP-10 y MCP-1 en LCR con la carga viral de LCR y la evaluacién de
la enfermedad. A- Correlaciones de Spearman entre IP-10 en LCR y VL de LCR, % de T CD8'CD38" y % de
CD8" HLA-DR’. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores. B, C- Correlaciones de Spearman
entre MCP-1 en LCR y el nimero de linfocitos T CD4 en sangre, el % de linfocitos T CD8"CD38" (B) e IL-10 en
LCR (C). Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores.

Figura 7: Correlacion de IP-10 y MCP-1 en LCR en pacientes de estadio 3 y estadio 4, y con anticuerpos
anti-HMGB1. A- Concentraciones comparativas de IP-10 (panel superior) y MCP1 (panel inferior) en pacientes
en estadio 3 o estadio 4 y HD. Los valores medios estan indicados en la parte inferior de la figura. Se presentan
los p valores (ensayo de Mann-Whitney no paramétrico) para comparaciones estadisticas entre pacientes y HD.
B- Se muestran correlaciones de Spearman entre anticuerpos anti-HMGB1 en LCR e IP-10 en LCR o MCP1 en
LCR. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores.

Figura 8: Correlacion de los niveles de anticuerpo anti-HMGB1 en suero en el estadio 2 con VL de
plasma. A- Comparacion de las concentraciones de HMGB1 (panel izquierdo) y anticuerpos anti-HMGB1 (panel
derecho) en suero en pacientes infectados por VIH en estadio 1 (n=33, sin trastorno neuroldgico), estadio 2
(n=41, trastorno neuroldgico leve), estadio 3 (n=17) y estadio 4 (n=13). Se presentan los p valores (ensayo de
Mann-Whitney no paramétrico) para comparaciones estadisticas entre los grupos de pacientes. B- Los pacientes
se estratificaron en 2 grupos de acuerdo con la VL de LCR: indetectable (es decir <40 cp/ml, n=55) y positiva
(VL<40 cp/ml, n=28). Se compararon los nimeros de linfocitos T CD4 y Ab anti-HMGB1 entre estos 2 grupos y
se presentan los p valores (ensayo de Mann-Whitney no paramétrico). C- Los pacientes se estratificaron de
acuerdo con VL como se indica en el eje x. Se compararon las concentraciones de anticuerpos anti-HMGB1 y
HMGB1 (paneles superior izquierdo e inferior) para cada grupo y se presentan los p valores (ensayo de Mann-
Whitney no paramétrico). El panel superior derecho muestra la correlacion de Spearman entre anticuerpos anti-
HMGB1 y VL de suero en 105 pacientes. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores.

Figura 9: Correlacion entre niveles de anticuerpo anti-HMGB1 en suero con IP-10 A- Correlaciones de
Spearman entre los niveles de anticuerpo anti-HMGB1 e IP-10 (panel izquierdo) o HMGB1 (panel derecho) en
suero de 106 pacientes. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p valores. B- Correlaciones de
Spearman entre IP-10 y el nimero de linfocitos T CD4 (panel izquierdo) o0 % de T CD8" HLA-DR" (panel
derecho) en suero de 105 y 86 pacientes respectivamente. Se presentan los coeficientes de correlacion (r) y p
valores.

Figura 10: La supresion de VL con HAART esta asociada con reduccion de anti-HMGB1, HMGB1, IP-10,
MCP-1 en LCR y activacion inmunitaria. Los pacientes se estratificaron de acuerdo con el hecho de que
recibieron HAART o ninguna terapia antirretroviral. Los niveles medios de carga viral (VL), HMGB1, anticuerpos
anti-HMGB1 (Ab) (A), el porcentaje de células CD8+CD38+ y CD8+HLA-DR+ (B), y los niveles de IP-10 y MCP1
(C) se compararon entre los dos grupos (ensayo de Mann-Whitney no paramétrico). Se presentan los p valores.
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Figura 11: Persistencia de HMGB1, anti-HMGB1, IP-10 y MCP1 en LCR de pacientes con carga viral
suprimida. Se compararon los niveles de HMGB1, anti-HMGB1, IP-10 y MAP1 en LCR en 66 pacientes con
VL<40 cp/ml y 10 donantes sanos (HD). Se muestra la mediana de los valores (percentiles 25 %-75 %). Se
realizaron comparaciones estadisticas con el ensayo de Mann-Whitney no paramétrico. Se presentan los p
valores.

Figura 12: Se asocian trastornos neurolégicos con niveles aumentados de Ab anti-HMGB1 en suero en
pacientes con VL suprimida. Los niveles de anticuerpos anti-HMGB1 (Ab) y HMGB1 se compararon entre los
diferentes estadios neurolégicos (A) o entre pacientes con estadios 2, 3 y 4 (n=45) y pacientes de estadio 1
(n=21) (B), presentando todos ellos una VL<40 cp/ml. Se muestran los valores medios y se realizaron
comparaciones estadisticas con el ensayo de Mann-Whitney no paramétrico. Se presentan los p valores.

C- Se realizaron las mismas comparaciones que en B (estadio 1 frente a pacientes con estadios 2, 3 y 4) para
los parametros indicados. No se encontraron diferencias estadisticas para ninguno de estos parametros.

Figura 13: Correlaciones entre anti-HMGB1, MCP1, IP-10 y activacion inmunitaria en pacientes con
estadios 2, 3 y 4 y carga viral suprimida. A, B, C- Correlaciones de Spearman entre parametros indicados en
suero de 45 pacientes VIH+ con estadios 2, 3y 4 y VL<40 cp/ml. Se presentan los coeficientes de correlacion (r)
y p valores.

Figura 14: Parametros clinicos e inmunoldgicos de pacientes incluidos en el estudio. Se seleccionaron
aleatoriamente pacientes infectados por VIH entre sujetos de mas de 18 afos de edad, independientemente del
recuento de células CD4 y la carga viral. Los criterios de exclusion fueron: diagnoéstico previo de HAND, infeccion
oportunista activa, cualquier historial de trastorno neurolégico. HAND se definid6 como se menciona en el texto.
HMGB1, anti-HMGB1, IP-10 y MCP1 se cuantificaron como se ha descrito en la presente solicitud. El P valor se
determind con el ensayo de Mann-Whitney. P<0,05 se considerd significativo.

Figura 15: Los pacientes con HAND y sin HAND muestran parametros clinicos y virolégicos comparables.
Para cada paciente, se registraron o cuantificaron los marcadores indicados (recuentos de CD4 tras inclusion,
CD4 minimo, ARN de VIH en plasma, ADN de VIH, marcadores de activacion). Estos marcadores se compararon
en pacientes con HAND y pacientes sin HAND. No se detectaron diferencias significativas para ningin marcador
(ensayo de Mann-Whitney).

Figura 16: Los niveles de HMGB1 y anti-HMGB1 son significativamente diferentes en pacientes con HAND
y sin HAND virémicos o avirémicos. Los niveles en suero de HMGB1 y anti-HMGB1 se cuantificaron para
todos los pacientes de acuerdo con los métodos descritos en la presente solicitud. Sus niveles se compararon
entre pacientes con HAND y sin HAND independientemente de su carga viral, o teniendo en cuenta solamente
los pacientes virémicos o avirémicos. Se realiz6 analisis estadistico usando el ensayo de Mann-Whitney. P<0,05
se considero significativo.

Figura 17: Los niveles en suero de IP-10 se correlacionan con la activacion inmunitaria, MCP-1, anti-
HMGB1 y CD4 minimo. Se muestran las correlaciones entre los niveles de IP10 en suero y parametros
inmunitarios indicados. Se us6 el ensayo de correlacion de Spearman. P<0,05 se considerd significativo.

Figura 18: Los niveles en suero de MCP-1 se correlacionan con la activacion inmunitaria, IP-10, HMGB1 y
CD4 minimo. Se muestran las correlaciones entre los niveles de MCP-1 en suero y los parametros inmunitarios
indicados. Se uso6 el ensayo de correlacion de spearman. P<0,05 se considero significativo.

Figura 19: Cambios volumétricos de ganglios basales en pacientes con HAND y correlacion con cambios
metabodlicos. Se midieron los cambios volumétricos de ganglios basales (BG) y relacion Cho/NAA por MRI,
como se describe en la memoria descriptiva. Los pacientes con HAND tuvieron mayor putamen (valor jacobiano
menor de 1) (A) y mayores relaciones Cho/NAA en espectroscopia de MRI de BG (B). Los volumenes mayores
de putamen se correlacionaron con mayores valores de Cho/NAA (p=0,02) (C).

Figura 20: El deterioro neurolégico (la relacion Cho/NAA) se correlaciona con los niveles de Ab anti-
HMGB1 e IP10. La mayor activacion inmunitaria (% de linfocitos T CD8+CD38+HLA-DR+), y niveles aumentados
de Ab anti-HMGB1 e IP10 se correlacionan con los valores de Cho/NAA aumentados. Se realizé6 un analisis
estadistico usando el ensayo de Mann-Whitney. P<0,05 se considero6 significativo.

Ejemplos

|. Deteccién de proteina HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 en muestra (suero y/o liquido cefalorraquideo humano)

Se cuantificé la concentracion de proteina HMGB1 (es decir, proteina HMGB1 en circulacion residual) en muestra de
pacientes infectados por VIH, de acuerdo con el kit de ELISA Shino Test (IBL).
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Ademas, se desarrollé un ensayo de Elisa especifico para la deteccion de anticuerpos especificos anti-HMGB1
totales. Se han usado los siguientes reactivos:

- Se dirigen anticuerpos policlonales primarios de conejo para HMGB1 humana (Adcam ab18256) contra un
péptido sintético conjugado con KLH derivado de los restos 150 a C terminal de HMGB1 humana.

- BOXB recombinante de HMGB1 (HMGBiotech HM-051) producida en E. coli de un plasmido de expresion que
codifica la secuencia de mamifero, que es totalmente idéntica en ser humano y ratén.

- Suero de conejo de control (Sigma; Ref: R9133)

- 1gG o IgM anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina (PAL), comprimidos de sustrato p-nitrofenil fosfato
(pPNPP),

- calibradores: IgG humana de suero (Sigma; ref 12511) e IgM Humana de suero (Sigma; ref 18260)

- Anticuerpo de fosfatasa alcalina anti IgG humana (especifico de Fc) producido en cabra (Sigma; Ref A9544),
anticuerpo de fosfatasa alcalina anti IgM humano (especifico de cadena u) producido en cabra (Sigma; ref
A3437)

El ensayo de Elisa, para cuantificar anticuerpos especificos anti HMGB1, se llevé a cabo como sigue:

Se realizé revestimiento de placas de 96 pocillos durante una noche a 4 °C con 0,5 ug/ml de BOXB en DPBS.
Simultaneamente, se realizé revestimiento del calibrador con diluciones en serie en DPBS de isotipos
correspondientes (solo para el ensayo de ELISA llevado a cabo con muestras humanas). Las placas se lavaron
cuatro veces con DPBS/Tween® 20 0,05 % (v/v), usando un lavador de microplacas (Atlantis; Oasys). Se
realizaron lavados similares después de cada etapa del ensayo de ELISA. Los sitios no unidos se bloquearon a
4 °C durante 2 horas con PBS/BSA 2% (p/v). Se afiadieron alicuotas de 100 pyl de muestra diluida en
DPBS/Tween® 0,05 % (v/v)/BSA 1 % (P/V) a pocillos recubiertos y no recubiertos y se incubé durante 1 hora a
37 °C. Todas las muestras se han ensayado tratadas con Glicina 1,5M (v/v, pH 1,85) durante 30 minutos a
25 °C en un bafio de agua, y mantenidas ademas en hielo y diluidas con Tris 1,5 M, v/v, pH 9,0. Las muestras
se diluyeron inmediatamente (de 1/10 a 1/1000) y se distribuyeron en placas revestidas. Se afiadieron
anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina anti IgG de conejo (relacién 1/10000) o anticuerpos de cabra
conjugados con fosfatasa alcalina anti 1IgG (relacion 1/2000) o IgM (relacion 1/2000) humana diluidos en
DPBS/Tween® 0,05 % (v/V)/BSA al 1% (P/V) durante 1 hora a 37 °C. Se realizé deteccion de anticuerpos
especificos de antigeno después de 30 minutos de incubacion a 37 °C con 100 pl de sustrato de pNPP vy la
reaccion se detuvo mediante adicion de 100 yl de NaOH 3 M. La concentracién de anticuerpos especificos de
BOXB se ha calculado de acuerdo con la curva patrén obtenida a partir de la absorbancia de la soluciéon de
inmunoglobulina convencional por el software Ascent, hermoElectrocorp, como han presentado previamente los
inventores en un Elisa especifico para LPS de Shigella (Launay et al. Vaccine 2009, 27: 1184-1191). Los datos
se expresan en ng/ml de anticuerpos detectados.

Il. Andlisis de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 especificos, asi como identificaciones de quimiocina en LCR de
pacientes infectados por VIH.

Pacientes infectados por VIH

El grupo de pacientes analizados con respecto a contenido en LCR de HMGB1 y de anticuerpos anti-HMGB1, es
parte de una cohorte de 105 pacientes infectados por VIH de forma crénica, clasificados de acuerdo con trastornos
neurolégicos asociados con SIDA (como se ha explicado anteriormente). El grupo 1 incluye pacientes infectados por
VIH-1 sin trastornos neuroldgicos, mientras que los grupos 2, 3 y 4 incluyen pacientes con trastornos
neurocognitivos crecientes.

lla. Correlacion de HMGB1 y anticuerpos especificos anti-HMGB1 con carga viral, evolucion de la enfermedad e
identificaciones de quimiocina

Niveles aumentados de HMGB1 y Ab anti-HMGB1 en muestra de LCR de pacientes infectados por VIH (VIH")
en comparacion con donantes sanos

Usando el ensayo de Elisa de Shinotest (IBL) para deteccion de HMGB1 (limite de deteccion 0,25 ng/ml) y el ensayo
de Elisa interno de los inventores para deteccion de anticuerpo anti-HMGB1 (limite de deteccion 90 ng/ml), se han
encontrado niveles aumentados tanto de HMGB1 (Figura 1A) como de anticuerpos anti-HMGB1 (Figura 1B) en
LCR de pacientes infectados por VIH (P) en comparacién con donantes sanos (HD). El nivel aumentado de HMGB1
en el LCR de pacientes no fue estadisticamente diferente del de HD (Figura 1A) mientras que los niveles de
anticuerpos anti-HMGB1 aumentaron significativamente en comparaciéon con HD (Figura 1B). La estratificacion de
los pacientes de acuerdo con su estadio neurolégico mostré que se observaron niveles aumentados tanto de
HMGB1 como de anticuerpos anti-HMGB1 en LCR para pacientes en estadio 3 y 4. Solamente los niveles de
anticuerpos anti-HMGB1 fueron estadisticamente diferentes de los de HD (Figura 1).
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HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 de la muestra de LCR se correlacionan con carga viral

El VIH-1 probablemente dirige la produccién de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 en LCR. Esto esta sugerido por
el mayor nivel de ambas moléculas en pacientes con carga viral incontrolada (VL) en comparacion con pacientes
con VL indetectable (<40 cp/ml de LCR) (Figura 2A). Ademas, se descubrieron niveles de HMGB1 y anticuerpo anti-
HMGB1 correlacionados positivamente con VL de VIH-1 en LCR (Figura 2B). Como corolario (considerando que la
VL de LCR esta fuertemente correlacionada con la VL de plasma, Figura 2C), el nivel de HMGB1 en LCR se
correlacioné positivamente con la VL de plasma (Figura 2C).

Los niveles de anti-HMGB1 en LCR se correlacionan con la evolucion de la enfermedad

El distintivo de la infeccion por VIH es la desaparicion progresiva de linfocitos T CD4 en sangre, y el nimero
periférico de linfocitos T CD4 es un marcador de progresion de enfermedad por VIH. La Figura 3 A (panel derecho)
muestra que el nivel de anticuerpos anti-HMGB1 en LCR aumenta cuando se reducen los niumeros de linfocitos T
CD4, y es significativamente mayor en pacientes con numeros de linfocitos T CD4 bajos (<300) frente a altos (>600).
Ademas, el nivel de anticuerpos anti-HMGB1 en LCR parece estar correlacionado con la evolucién de enfermedad,
ya que los anticuerpos anti-HMGB1 se correlacionan negativamente con los nimeros de linfocitos T CD4 (Figura 3B
panel derecho). Con respecto a los niveles de HMGB1 en LCR, estos no varian con los numeros de linfocitos T CD4
(Figura 3A, 3B paneles izquierdos). Debe observarse que el ensayo que se usé para cuantificacion de HMGB1
(Shinotest, IBL) solamente detecta HMGB1 libre residual (es decir, no HMGB1 en complejo con anticuerpos),
mientras que el ensayo desarrollado en el laboratorio de los inventores para la cuantificacién de anticuerpo anti-
HMGB1 detecta los anticuerpos totales, incluyendo los que estan en complejo con HMGB1. Por lo tanto los niveles
de anticuerpos anti-HMGB1 (1000 veces mas que HMGB1) representan una medida mas precisa de la evolucion de
la enfermedad que el HMGB1 residual.

Los niveles de HMGB1 y anticuerpo anti-HMGB1 en LCR se asocian con una activacion inmunitaria
persistente

Varios estudios han demostrado que la infeccién por VIH crénica induce un estado de activaciéon inmunitaria que es
un fuerte marcador de la progresion de enfermedad (Giorgi JV, et al. Shorter survival in advanced HIV-1 infection is
more closely associated with T lymphocyte activation than with plasma virus burden or virus chemokine coreceptor
usage. J Infect Dis 1999). La activacion inmunitaria puede analizarse mediante la expresion de los marcadores de
activacion en linfocitos T CD8 en sangre, en particular CD38 y HLA-DR, cuya combinacién esta asociada con el
riesgo de progresion a SIDA (Liu Z, et al. Elevated CD38 antigen expression on CD8+ T cells is a stronger marker for
the risk of chronic HIV disease progression to AIDS and death in the MACS Study than CD4+ cell count, soluble
immune activation markers, or combinations of HLA-DR and CD38 expression. J Acquir Immune Defic Syndr Hum
Retrovirol 1997; 16: 83-92). La Figura 4A muestra que los porcentajes de linfocitos T CD8+CD38" aumentan
significativamente en pacientes con bajos numeros de linfocitos T CD4 (CD4 <300/ul) en comparacién con pacientes
con altos nameros (>600/pl), y el estado de activacion de los linfocitos T (es decir, el porcentaje de linfocitos T
CD8'CD38" y linfocitos T CD8"HLA-DR") esta correlacionado positivamente con la carga viral tanto en LCR como en
plasma (Figura 4B). En este contexto, debe observarse que la expresion de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 esta
correlacionada positivamente con el estado de activacion de los linfocitos T (Figura 4C).

Por lo tanto, la deteccion de HMGB1 y anti-HMGB1 en el LCR de pacientes con trastornos neuroldgicos es la
consecuencia de la activacion inmunitaria persistente dirigida por VIH.

Los niveles aumentados de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 en muestra de LCR estan asociados con
niveles aumentados de las quimiocinas inflamatorias IP-10 y MCP-1.

Se ensayé LCR de HD y pacientes VIH" con trastornos neuroldgicos en estadio 3 o estadio 4 con la tecnologia MAP
(Realizacion de Perfiles MultiAnalito) para la deteccion simultanea de 24 citocinas/quimiocinas. La Figura 5 muestra
la comparacion de los perfiles de quimiocinas en LCR de HD y pacientes VIH'. En LCR de HD, se caracterizaron
identificaciones de citocinas/quimiocinas mediante la deteccion de dos quimiocinas, IP-10 y MCP-1. En LCR de
pacientes VIH', estas dos quimiocinas también se detectaron, pero a niveles mayores. La concentracién aumentada
de IP-10 en LCR de pacientes se correlacion6 con VL de LCR (de acuerdo con un informe previo (Paola Cinquea et
al. Cerebrospinal fluid interferon-y-inducible protein 10 (IP-10, CXCL10) in HIV-1 infection. J Neuroimmunology
2005)) y con el estado de activacion de linfocitos T CD8 (Figura 6A). De forma similar, las concentraciones
aumentadas de MCP-1 se correlacionaron con el estado de activacion de linfocitos T, y los niveles de MCP-1
parecian estar correlacionados con la evolucion de la enfermedad, como se muestra por la correlacion inversa entre
la concentracién de MCP-1 en LCR y los numeros de linfocitos T CD4 (Figura 6B). La Figura 6C muestra que los
niveles de IP-10 y MCP-1 estan correlacionados positivamente en el LCR de los pacientes.

Para caracterizar la naturaleza de los mediadores detectados en LCR de pacientes con trastornos neurolégicos, se
compararon los niveles de IP-10 y MCP-1 entre HD y pacientes de estadio 3 y estadio 4. La Figura 7A muestra que
el estadio 3 esta asociado con un aumento significativo tanto de IP-10 como de MCP-1. Resulta interesante que las
concentraciones de IP-10 y MCP-1 en LCR se asociaron positivamente con los niveles de anticuerpos anti-HMGB1
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(Figura 7B).

lIb. Anticuerpos HMGB1, anti-HMGB1 e identificaciones de quimiocinas en sueros de pacientes VIH' con trastornos
neurolégicos.

Los niveles de anticuerpos anti-HMGB1 en suero aumentan desde el estadio 2 y estan dirigidos por la carga
viral de VIH

La Figura 8A muestra que, desde el estadio 2, los pacientes mostraron un aumento significativo de los niveles de
anticuerpo anti-HMGB1 en suero, mientras que los niveles de HMGB1 fueron menos diferenciadores. No hubo
diferencias significativas en VL entre los diferentes grupos (no mostrado). La especificacion de pacientes basandose
en la carga viral en suero (indetectable <40 cp/ml frente a positivo >40 cp/ml) revelé que los anticuerpos anti-HMGB1
aumentaron significativamente en pacientes con carga viral detectable (Figura 8B). Como se esperaba, se asocio
VL detectable con nimeros reducidos de linfocitos T CD4 (Figura 8B). Una estratificacion mas refinada de VL en
suero mostro que los anticuerpos anti-HMGB1 aumentaron significativamente desde VL>1000 cp/ml y los niveles de
Ab de HMGB1 se correlacionaron positivamente con VL (Figura 8C). Como se observa en LCR, los niveles de
HMGB1 fueron menos diferenciadores.

Los niveles de Ab anti-HMGB1 en suero se correlacionan con concentraciones de IP-10

Como se observa en el LCR de los pacientes, se encontré una correlacion positiva entre anticuerpos anti-HMGB1 y
los niveles de IP-10 (Figura 9A). Se descubrié que IP-10 estaba correlacionado con la evolucidon de enfermedad,
puesto que aumenta con la pérdida de CD4, y su produccién se asocié con la activacion persistente del sistema
inmunitario, como se evalla por la expresion de marcadores de activacion en linfocitos T (Figura 9B). Resulta
interesante que los niveles de HMGB1 y anticuerpos anti-HMGB1 estaban correlacionados de forma inversa (Figura
9A) lo que sugiere que la produccion de anticuerpos anti-HMGB1 esta dirigida por la produccion de HMGB1, y que
los anticuerpos anti-HMGB1 tienen una actividad neutralizadora.

llc. Los trastornos neuroldgicos en pacientes con carga viral suprimida estan asociados con persistencia de anti-
HMGB1 y quimiocinas IP-10 y MCP-1 en LCR y suero

La supresion de la carga viral (VL) con HAART esta asociada con reduccion de anti-HMGB1, HMGB1, IP-10,
MCP-1 en LCR y activacion inmunitaria.

La terapia antirretroviral exitosa esta asociada con supresion de la carga viral en LCR en la mayoria de los pacientes
con trastornos neuroldgicos (Figura 10A). Conjuntamente, los niveles de HMGB1, anti-HMGB1 (Figura 10A), IP-10
y MCP1 (Figura 10C) en LCR se reducen, y la expresion de CD38 y HLA-DR en linfocitos T CD8 también (Figura
10B).

Persistencia de HMGB1, anti-HMGB1, IP-10 y MCP1 en LCR de pacientes con carga viral suprimida en
comparacion con donantes sanos.

La comparacion de los niveles de citocinas/quimiocinas en LCR de pacientes VIH+ con VL<40 cp/ml y en LCR de
donantes sanos revel¢ la persistencia de HMGB1, anti-HMGB1, IP-10 y MCP-1 (Figura 11). Por lo tanto estos datos
muestran que los trastornos neurolégicos que persisten a pasar de la supresion de VL estan asociados con niveles
elevados de moléculas anti-HMGB1, IP-10 y MCP1 en el LCR.

Los Ab anti-HMGB1 en suero distinguen pacientes con estadios 2 a 4 de pacientes de estadio 1, a pesar de la
supresion de la replicacion viral.

Se encontraron Ab anti-HMGB1 aun significativamente aumentados en pacientes VIH+ con estadios 2 a 4 en
comparacion con pacientes VIH+ en el estadio 1 (sin problemas neuroldgicos), aunque todos estos pacientes
mostraron niveles indetectables de VL (<40 cp/ml) (Figura 12A). La Figura 12B y 12C muestra que no se encontro
que los niveles de HMGB1, IP-10 o MCP-1, ni los linfocitos T nCD4, linfocitos T nCD8, Nadir CD4, los porcentajes de
linfocitos T CD4 y CD8 activados, fueran diferentes en pacientes con estadios 2 a 4 frente a pacientes con estadio 1.
Por lo tanto, los niveles de anti HMGB1 representan en unico factor que distingue pacientes con estadios 2, 3y 4 de
los del estadio 1.

Correlaciones entre anti-HMGB1, MCP1, IP-10 y activacion inmunitaria en pacientes con estadios 2,3y 4y
carga viral suprimida

Para entender las causas de los niveles persistentes de anti-HMGB1 a pesar de la carga viral controlada, se
analizaron correlaciones de Spearman entre diversos parametros asociados con la evolucion clinica. La Figura 13A
muestra que los niveles anti-HMGB1 estan correlacionados positivamente con los niveles de IP-10 y MCP-1, que
estan a su vez relacionados con el estado de activacion inmunitaria, medida mediante la expresion de HLA-DR y
CD38 en linfocitos T CD4 y CD8 (Figura 13B). Como ya se ha observado en la cohorte completa (analizada
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anteriormente), el estadio de activacion inmunitaria es una correlacion de la evolucion de la enfermedad medida por
el numero de linfocitos T CD4 (Figura 13C). En general, estos datos muestran que se detecta una activacion
inmunitaria persistente en pacientes con carga viral suprimida y estadios 2, 3 y 4, que dirige la produccion de Ab
anti-HMGB1. La correlacién negativa entre anti-HMGB1 y HMGB1 en suero hallada tanto en la cohorte completa de
pacientes (estadio 1 a estadio 4 con carga viral variable) (Figura 9A) como en pacientes con estadios 2, 3y 4y
carga viral suprimida (Figura 13A) sugiere una actividad neutralizadora in vivo de los anticuerpos.

El estudio de los parametros inmunoldgicos que caracterizan una cohorte de pacientes se persiguié con dos
objetivos:

(1) extender el andlisis a los sueros de la cohorte completa (n=106 pacientes) tanto para determinar si la
identificacion molecular presentada en LCR con estadios de clasificacion 3 y 4 también se hallé en suero de
pacientes y con la clasificacion de HAND/sin HAND; y

(2) evaluar si las mediciones de Captura de Imagenes por Resonancia Magnética (MRI) que identifican los
cambios volumétricos de ganglios basales, y cambios metabodlicos ligados a alteraciones del SNC, se
correlacionaron con esta identificacién molecular.

l1l. El nivel de proteina HMGB1 en circulacién y nivel de anticuerpos anti-HMGB1 totales son los Unicos parametros
que distinguen pacientes con HAND de pacientes sin HAND.

Para definir HAND, se usaron los criterios expuestos en Antinori et al. (Neurology. 30 Oct 2007; 69(18):1789-99). Se
considero6 la siguiente correspondencia con la clasificacion de estadio 1 a estadio 4 descrita anteriormente; sin
HAND (estadios 1y 2); HAND (estadios 3 y 4).

La Figura 14 muestra los parametros clinicos e inmunolégicos que caracterizan la cohorte de pacientes estudiados.
La mayoria de estos pacientes (81 %) recibieron terapia antirretroviral potente, y el 67 % tuvieron una carga viral
suprimida. La deficiencia inmunitaria, como se mide por recuentos de CD4, fue moderada, y los recuentos de CD4
minimo (es decir, el menor valor de CD4 alcanzado desde el comienzo de la infeccién) no fueron bajos. El grado de
activacion inmunitaria fue moderado, teniendo en cuenta que en un paciente no tratado en el estadio de SIDA del 60
al 100 % de los linfocitos T CD8" coexpresan los marcadores de activacién CD38 y HLA-DR.

Un tercio de estos pacientes tuvieron HAND (véase posteriormente para informacion detallada) y la comparacion con
los grupos sin HAND no mostré ninguna diferencia con respecto a la carga viral, los recuentos de CD4 y de CD4
minimos, la proporcion de pacientes virémicos y el nivel de activacion inmunitaria.

Sorprendentemente, la Unica diferencia significativa entre estos dos grupos se detecté para HMGB1 y anticuerpos
anti HMGB1 (p=0,006, y p=0,005 respectivamente, ensayos de Mann-Whitney no paramétrico). Los niveles en suero
de IP-10 y MCP-1 no pudieron diferenciar entre pacientes con HAND y sin HAND (Figura 14). La similitud de los
parametros inmunolégicos y virolégicos, en pacientes con HAND y sin HAND, se muestra como histogramas en la
Figura 15.

Como se menciona anteriormente, HMGB1 y anti-HMGB1 fueron los Unicos dos parametros que diferencio a los dos
grupos de pacientes (Figura 16). Esta diferenciacion fue independiente de la carga viral de ARN, ya que se observo
en pacientes avirémicos (VL<40 copias/ml).

Aunque los niveles de quimiocinas IP-10 y MCP1 no fueron estadisticamente diferentes entre pacientes con HAND y
sin HAND (Figura 14), su produccion durante la infeccion se correlaciond positivamente con activacion inmunitaria
persistente, los niveles de anti-HMGB1 y MCP-1 y la evolucion de la enfermedad, lo que sugiere que la inflamacion
cronica es responsable de la liberacion de quimiocinas. (Figura 17 y 18). Estas observaciones confirman las
conclusiones previamente indicadas para LCR de pacientes infectados por VIH (ejemplo lIA 'y Figuras 5, 6 y 7).

IV. Una identificacion inmunoldgica correlacionada con cambios volumétricos y metabdlicos en ganglios basales en
pacientes infectados por VIH con HAND.

Cada paciente realiz6 ensayos neuroldgicos que exploraban un amplio espectro de dominios cognitivos. De acuerdo
con los resultados del ensayo de NP, los pacientes se dividieron en dos grupos, los que tenian HAND vy los que no
tenian HAND (véase Antinori et al. anteriormente). Se realizé analisis de MRI para algunos pacientes. Se creé una
imagen tridimensional promedio, y se fusiond ademas con un atlas cerebral digital (del Instituto Neurolégico de
Montreal), en el que se habian identificado ganglios basales (BG) izquierdos y derechos. Esto permitié calcular para
cada imagen el volumen y la cantidad de dilatacion o contraccion, medida por el valor jacobiano. Los valores
menores de 1 indican una dilatacién de la imagen del sujeto con respecto al molde, mientras que los valores por
encima 1 sugieren una reduccion del volumen. Se calcularon cambios metabdlicos en BG. Colina/N-acetil Aspartato
(Cho/NAA) es un marcador de la inflamacion neuronal y se determind como se ha descrito previamente en la
bibliografia (Ratai EM ef al. PLoS One. 7 May 2010; 5(5):e10523; Yiannoutsos CT et al. Neuroimage. 1 Mar 2008;
40(1):248-55. Paul RH et al. J Neuropsychiatry Clin Neurosci. Verano de 2007; 19(3):283-92 Greco JB ef al. Magn
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Reson Med. Jun 2004; 51(6):1108-14.Meyerhoff DJ et al. AINR Am J Neuroradiol. May 1996; 17(5):973-8). En los
BG de pacientes infectados por VIH con alteracién cognitiva, la relacion Cho/NAA generalmente esta aumentada.

La Figura 19A muestra que los pacientes con HAND tenian mayor putamen (valor jacobiano menor de 1; p=0,008).
Los pacientes con HAND tuvieron relaciones con Cho/NAA mayores en espectroscopia de MRI de BG (Figura 19B).
Se muestran las relaciones entre parametros volumétricos y metabolicos en la Figura 19C: se correlacionaron
mayores volimenes de putamen con valores de Cho/NAA por encima de 0,575 (p=0,02).

Para investigar una posible relacion entre los parametros neurolégicos e inmunolégicos, los pacientes se
estratificaron de acuerdo con relaciones Cho/NAA, y se compararon los marcadores inmunitarios. La Figura 20
muestra que una activacion inmunitaria aumentada (% de linfocitos T CD8"CD38HLA-DR") y altos niveles de anti-
HMGB1 e IP10 se correlacionan con valores de Cho/NAA aumentados.

CONCLUSION

Este analisis detallado de mediadores solubles detectados en suero y LCR de pacientes infectados por VIH, algunos
de los cuales padecen trastornos neurolégicos asociados con SIDA, ha mostrado en LCR un perfil de inflamacion,
caracterizado por niveles importantes de anticuerpos anti-HMGB1 (en reaccion a HMGB1 liberada) asociados con
alta expresion de la quimiocina IP-10. Las quimiocinas se han implicado en la inmunopatogénesis de trastornos
neurolégicos, tales como Esclerosis Multiple (MS) y en particular se ha indicado que IP-10 aumenta en LCR de
pacientes con MS cuando la inflamacion es prominente (Scarpini E et al. J Neurological Sciences 195: 41, 2002). En
pacientes infectados por VIH, un estudio indicé que los niveles de IP-10 aumentaban en sujetos con infecciones por
VIH primarias y asintomaticas y complejo de demencia del SIDA, y se correlacionaron positivamente con la carga
viral de LCR (Paola Cinquea et al. Cerebrospinal fluid interferon-y-inducible protein 10 (IP-10, CXCL10) in HIV-1
infection. J Neuroimmunology 2005). IP-10 es un potente quimioatrayente y se ha sugerido que potencia la infeccion
por retrovirus y media en la lesién neuronal. También se ha sugerido que las propiedades proinflamatorias de MCP1
y su capacidad para regular positivamente la replicacién de VIH-1 contribuyen al desarrollo de riesgo aumentado de
demencia. MCP-1 puede facilitar la migracién de monocitos infectados y/o activados al cerebro donde se convierten
en células hospedadoras para la replicacion de VIH-1 y activando macréfagos, microglia y astrocitos lo que da como
resultado liberacion de varias neurotoxinas potentes (Dhillon et al. Roles of MCP-1 in development of HIV-dementia.
Front Biosci. 2008, 13: 3913-3918). Las observaciones de los inventores proporcionan nuevos hallazgos que
demuestran que la alarmina HMGB1, y de forma mas importante los anticuerpos especificos para esta alarmina, se
detectan (ademas de IP-10 y MCP-1) en LCR de pacientes infectados por VIH con estadios 2 a 4, y que representan
una correlacion de la replicacion viral y evolucién de enfermedad. Ademas, la persistencia de anticuerpos anti-
HMGB1 en pacientes con replicacion viral suprimida es un determinante de estadios 2 a 4.

Los resultados en la cohorte sin HAND/con HAND muestran que la HAND se asocia con un patrén inflamatorio que
puede revelarse con MRI (mayor putamen, aumento de Cho/NAA) y/o mediante marcadores inmunitarios, incluyendo
marcadores de activacion en linfocitos T periféricos (expresion de CD38 y HLA-DR) y/o mediadores inflamatorios.
Este estudio muestra por primera vez que los niveles de anticuerpos anti-HMGB1 e IP-10 en suero totales se
correlacionan con alteraciones de los BG en pacientes con HAND, lo que confirma la importancia de la medicién de
estas dos moléculas en la sangre de pacientes que desarrollan HAND. Resulta importante que estas observaciones
ligan por primera vez los parametros de MRI y espectroscopia asociados con HAND, tales como mayor putamen y
niveles de Cho/NAA aumentados, con parametros inmunoldgicos (anticuerpos anti-HMGB1 e IP-10) y marcadores
de activacion inmunitaria/inflamacion.

Estos resultados sugieren que la combinacion de HMGB1/anticuerpos anti-HMGB1, IP-10, MCP-1, es tanto una
respuesta a como un determinante que contribuye a la infeccion local en el SNC. La presente solicitud muestra que
la determinacién molecular de anticuerpos anti-HMGB1, e IP-10 y/o MCP-1 puede ser util en el diagnéstico y
prondstico del complejo de enfermedades en las que se ha mostrado que esta implicada HMGB1, con o sin
trastornos neuroldgicos, tales como SIDA.

Modificaciones y otras realizaciones

Aunque la invencién se ha descrito en relacién con realizaciones preferidas especificas, deberia entenderse que no
se pretende que la invencién como se reivindica se limite a dichas realizaciones especificas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para cuantificar los anticuerpos especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1
(HMGB1) contenidos en una muestra de fluido cefalorraquideo o tanto en una muestra de suero como en una
muestra de fluido cefalorraquideo obtenida de un sujeto, que comprende:

a) poner en contacto dicha muestra de fluido cefalorraquideo, o tanto dicha muestra de suero como dicha
muestra de fluido cefalorraquideo con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma siempre que estos
derivados se unan a anticuerpos especificos para HMGB1; y

b) cuantificar los anticuerpos especificos para HMGB1.

2. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1 para evaluar la inmuodeficiencia de un paciente, en particular
de un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, en donde cuantos mas anticuerpos especificos para HMGB1,
mas alta sera la inmunodeficiencia.

3. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1 para determinar el nivel de activacién inmunitaria en un
paciente, en particular un sujeto que se sabe que esta infectado por VIH, en donde cuantos mas anticuerpos
especificos para HMGB1, mas persistente sera la activacion inmunitaria.

4. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 1 para el prondstico del estado de progresion de una
enfermedad o de un trastorno en el que se ha demostrado que esta implicada HMGB1, en donde cuanto mayor sea
el nivel de anticuerpos especificos para HMGB1, mayor sera el riesgo de desarrollar un estadio avanzado de dicha
enfermedad o de dicho trastorno.

5. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dicha enfermedad o trastorno es una enfermedad
o trastorno sin trastornos neurolégicos, siendo su origen infeccioso o autoinmunitario, tal como diabetes de tipo 1,
lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide, infeccion por HSV-2, hepatitis B cronica, infeccion por
Legionella, septicemia o asma.

6. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacion 1 para supervisar la afeccion de un sujeto que se sabe que
esta infectado por VIH, que ademas comprende cuantificar la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina MCP-1 en dicha
muestra (o dichas muestras) obtenida de dicho sujeto.

7. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde dichos anticuerpos cuantificados especificos para
HMGBH1, y dicha IP-10 cuantificada y/o dicha MCP-1 cuantificada se comparan, respectivamente, con la cantidad de
anticuerpos cuantificados especificos para HMGB1, y de IP-10 cuantificada y/o de MCP-1 cuantificada de una
muestra obtenida de un sujeto no infectado por VIH o de una muestra obtenida del mismo sujeto en un momento
distinto o en momentos distintos.

8. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende antes de poner en
contacto la muestra con proteina HMGB1 nativa o derivados de la misma, una etapa de tratamiento de la muestra
con un tratamiento acido para disociar los complejos inmunitarios encontrados en la muestra, preferentemente con
glicina 1,5 M a un pH bajo, y en donde en dicho método, los anticuerpos cuantificados especificos para la Caja del
Grupo de Alta Movilidad 1 (HMGB1) son los anticuerpos totales especificos para HMGB1.

9. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde los anticuerpos
cuantificados especificos para la Caja del Grupo de Alta Movilidad 1 (HMGB1) son la fraccion circulante de dichos
anticuerpos (anticuerpos circulantes) o su fraccion complejada inmunoldgicamente.

10. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el derivado de la
proteina HMGB1 se selecciona entre el grupo que consiste en una HMGB1 recombinante, una parte
inmunoldgicamente reactiva de HMGB1, una parte inmunolégicamente reactiva de HMGB1 cuya secuencia sea
comun a las proteinas HMGB1 de diversos origenes y BOXB recombinante de HMGB1 correspondiente a la
secuencia comun para HMGB1 de ser humano y de ratén.

11. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3 y 6 a 10, en donde dicho VIH es
VIH-1 o VIH-2.

12. Uso de un kit para llevar a cabo el método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en donde dicho kit comprende:

a) una proteina HMGB1 nativa o derivados de proteina HMGB1 siempre que estos derivados se unan a
anticuerpos especificos para HMGB1;

b) opcionalmente, una disolucién de disociacion acida que tiene un pH entre 1 y 3, para disociar los complejos
inmunoldgicos HMGB1/anticuerpo anti-HMGB1 encontrados en la muestra biolégica, cuando se extrae del
paciente, sin alterar la capacidad de unién del anticuerpo anti-HMGB1;
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c) medios para cuantificar quimiocinas;

d) opcionalmente, un tampén de neutralizacion;

€) opcionalmente, anticuerpos secundarios que se unen al complejo HMGB1/anticuerpos especificos; y
f) opcionalmente, instrucciones de uso, en particular, un prospecto.

5
13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicho kit comprende:
a) proteina HMGB1 nativa o dichos derivados de la proteina HMGB1; y
b) medios para cuantificar quimiocinas.
10

14. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13, en donde dicha quimiocina es la quimiocina IP-10 y/o la quimiocina
MCP-1.

23



ES 256161073

Li 2l ot u
v opeisy ¢ olpejs3 aH
— 00z-
' 9
0
(TR # M ST
002
ﬁ -
1 00
iy 009
- ‘III'III-IV
m%s omd 5v0°0 =d | oo
3+ [ L0°0= 1
1d+ % -
0001
sajobiq A sefed ap uoldeluasalday (Jw/Bu) 47 us LgDNH-Iue
¥ olpejs3 € olpesy aH
Sl-
0
{5
[ £
10
13
Elpaly 15%
13+ 1 } |
10+ a o 5

sajobiq £ seles ap uoejuasaiday

(lwyBd) ¥o1 ue LEONH

+HIA sajuaoed OH
ooe-
0
R M ——
(8L1-06) 26 o
o
o
E“ TI'-
i (ogsi-og) 2ce  S20°0=d w8
i+
oo
sa1061q & sefed ap ugeluasalday (ui/BU) | @SNH-IUE QY
| 9OWH-BUE qY m
+HIA sejuened aH

sa1001q A sB[eD 3p uQIIEUSSAIdaY

(lwyBd) 497 ue LEONH

LEDWH <

s

24



ES 2561610 T3

oiens ep = Bony juBd 3o wa [Laowul
s o1 2 9 v z o
f
osans ap 1A 50
(parfiu) w51 ue [1g0KE-nue] gy
Q002 f 1213 1 574} 8 (3.

1wjdd pF < ¥37 8p

o1 ep A Bon

A 14402 0F > 5O #0 TA

00z
0
002
L
00v
i e
Q06
a_._m.w._.__ ILEST opaw
13+ 5 TR -
ia+ SLEs eipey :
seuing A suird op sasrurLasiog :E_s.ml_.”w LEDWHIUP Oy

"

\\\ 2
-

3 | -
r
! . 660°0=d s

bl 4
— - 3

27 2p 1A oy

1D Of « N5 BD TA U2 OF > ¥ @D 1A

Iy

i3

ripagy

ids 57T ‘opay
10+

ged'o=d

, Tl eman

SHOOM L ST 30 LOISEIIAE LAY

(pw/Bu) ¥ ue fom...z_

v

Fig. 2

25



ES 256161073

(lw/Bu) Y37 us LEONH-BUE gy

0002 0091 o2t

008 00,4

50‘0 =d
se'o- =

00zi

(mju) $@2 L souooyuy

[Mjy@ou L souoojull

009<

009>$G2>00€ o>

10

13

Eipaly ||..Vn . =d

13+ so‘e=d zdo R
10+ >

s2)00iq £ sefed ap uooejuasaday

(lw/Bu) LgoNHRUE nd-

TEEEKERE:

orL

oL

(1wyBd)
Y07 ue L9ONH

8 9 [ 4 F4 0
o
. ]
. . 8?
. . “A
] ]
L ] . §
e'e=d E .
o=
oozl

(iMju) $¥@o L sonooyuj|

Fig. 3

IM/yQou L souooyul|
008< 009>+02>00E e

10
13
Elpaly
13+
10+

saj00iq A sefed ap uglorjuasalday

(lw/Bd) 4257 ue LEDNH

26



ES 256161073

%

{iuyda Bomy) viens ap A
5 v £

{junda o) osans sp A

. s .8 , ¢ 2 L
o000t 4 " 4
891
Ok
o8
R
wo IR 3P onyRL THOVIH R0 % N m—— %ﬂgﬂx
{ldal Wom oo {furdal Hom sp s Bony
9 5 14 E 4 m.; ] 5 3
6000"=d GO0 gt
ogfgmy |

usisradsp 3p oG

{thgaon 1 sousou
WET RIS

T Sooo=d
100'%=d

Sipelacg 4 WDy g b iy

THOVIH T 9%

#lapgion | sopa0iu)

URISIRESIP B 0IGTIT

P00

TR £ MR L ETN

HABEBAERAE @

IV L% -~ -

Kiplbal £ APIE S ap e SO pkerdy

uo op 4 B9

27



ES 256161073

o1}

B ¥ ue [LaonH]
g 9 b4

- Saﬁm&

o=

ugisiadsip ap ooyl

(eyBut 4231 Us LEDINH-IUE gy
8154 o0l o0zt Goa

UG-V IHYEOD L%

(uyBu) WO v LEDIH-HUE Gy

oo g 0002 2091 Eed 08 (4 Y

3 10°0=d
267 0=t

3431

uo[SIRdSID AP COLRID

OV Y800 1 %

900‘0~d
95'0= oot

uglsIadsip ep COYRIH HHEIH 00 1 %

9

28



ES 256161073

¥ olgvls3

20N £dOW SIINVY LdOW Old  yuxviog  ©e LN 29GLdIW

aHeawal z0'0=d

€ olavlis3a
20nW EdINW SIUINVY LdIW OLdl YNIXVLO3 eje ldin BI3qLdIN

e

aHeaualyo'o=d

29

SONVS SILNYNOQ 33a 401
J20nW E€dON SIINVYH LdOW oldl YNIXVLO3 eje ldlin  21BQLdIN

—

10 e R
17

elpay
13+
10+




ES 256161073

jw/bd ¥o us gl-dl
oos2 ooone DO05L o

ug|ssedsip sp ooyesn

w/Bd ¥y ua gl-dl

+JO-¥H +800 L %

w/Bd Yo7 us g)-dl

oo oot ooou o5 0 0 00052 00002 00051 00001 000S 0
1
. 04 e
ot
&
- ‘ 9
L Y
L]
. ! * 9000°0=d .
- PD.Q"Q 2] Pwnﬂﬂa 4
| L¥0=! .
YE0VEA 1% ugisIdsIp 9p 03910 S
uoIsadsIp 9p 0YRID

\

Fig. 6

30



ES 256161073

(iuBid) uo1 ue Di-di

" 90%0=d
2£°0=2

00052 00002 0005 ¢ 00001 0005 0
‘‘‘‘‘‘ v gyt — —
]
005
000t
oost
00z
o5 =7 4 00s2
ugmIadsp 3P 02Y%ID {rusfid) o1 vs 1-dow O
UL oW ) o1 46 b
JWjod) goy ue L-dON
— o o b 2 o aone ookt o0 @ )

® 910°%0=d * . . ot

Spo-=2

ugissdsip Ip CoYRIS

BEQOBOD %

e PR ax
upissdsIp 9p oRRID FipQou L soyoojuy

31



ES 256161073

22304 26'566 ):7) elpeyy
¥ oipeisy € OIpEIs3 aH
v . ¢}
1 002
90%0=d4 { oo
4 009
-
{ om
4
o ._ oL
1= 4 ou2t
Eipayy
13+ 80'0=d ~—d o0kl
10s ]
dh Q091
sajobig A sefes ap uoioEiuasalday Gusfid) Laom
g'asel {8 +°286 BIpagy
£ ONpeIsa £ oipE}s3 OH
081~
1 oo
4 s
1 o051
1
EX1 4 0052
o] | T iod :
Tipeyl 4 OOSE
84 I v0o=d
1d+
O0sF

sajofiiy A sefen op ugmuesaiday

(et} QL

Fig. 7

32



ES 256161073

(juybu} WO ue LEIWHBVE QY

0002 o0ei ozt oo oo o
— - v o - v [y
005
OO
(1311
o -
10'o=d . | ooz
WO
A F— i A PR S W A A i i e i . i BﬂN
uersiads(p ap 334210 {luyBd) W7 ve LdDw
(|wyBu) ¥ ue LEONH-IUR gy
oz o081 0021 ) oo 0
- - - -r 0

1 . . n_a..—

ge0=t 1

(s8]
UDISISSIP 9P ORI (uiBd) ya1 wa gy dI m

Fig. 7

33



ES 256161073

001 ; "
7 —

0%
oo
<
0L

0= o8 5000°0 =d 000y

8v00"0 =0 0 1 o

1 S

00 op clawny LEDWH-BUE sodienonuy jw/bu

olpeysy

LE9NH-ue sodiananuy I LEDNH

34



ES 256161073

000001<TA  DI0OT>TA>000L

0ONT>1A>P 695 IA

wl
a4
[
3
S
81
I N £
0E

(lw/bu) |gonH-nue sodisnoyuy
opoonY o008 an0s [0 eli]12 4 0

: g

LA M Y ooor 2

o

09 =

g0L=u &
zooo‘o=d B

9g'0 =

% saoant

jesjA eBies & aual) LEOWH-BUY

000001« TA

DOOOT>TAON0T  DOOT>TA>DP

OFETIA

BT

o

£0'0=d

LEOWH-nue sodianonuy

Fig. 8

35



ES 256161073

+HO-YIH +800 £ %

oot o8 09 ot oz 0
A . . .o
Ty g
. P 40 ' 000t
. s -
f e - 000z 9
— . )
¢ ot o’ .  000€ o
> D00
# N o8 W
- jopos =
whm =4 " Q009
££00°p =d

TE0 =4 0lLdi & 3JUail + HA-VH +80D L SOHI0JUH 2p %

0D 1 S0u204Ul 2P OJOWNN
1)1+ 4 0051 a60% G065 0

. k-]

50T =u * ‘ .- 600b =

L6000°0 =d o ¢ * 2

ZEh0- =4 ; 0008 =
L1iviiicd

Ohdl B U4 $(J L SOI00JUYH 2D QIIWRN

{iw/Bu) Lgomn-nue sedianopuy

bouot aooe Q009 oo 000t 1]
' 9 X
: B
b o1 &
Ty s
901 =N , 4 oo
1060 =d a‘ ] st 3
stbo- =u . oE =

L9OINH & sjualy LgONH-BUY

{lw/Bu) LaoH-nue sedianopuy

00001 o008 8009 co0Y 000T o
. .
K .
*
wanu =N
610%0 =d
€70 =y

Oidl & 3juay LaoH-NuY

Fig. 9

36



ES 256161073

10-
13
elpajy
13+
10+

LYY uls . LuYVH IRVAS ol
0l &
mw 10 s
o 1 ol
0§ e1poly 59
09 13+ 159
0L La+ 17}
06 + 9
sajoBiq A selea ap +d0-VY1H +800% maﬂ_oo_wwﬂh.wmﬁwwm FEa0HaY%
_._.o_uﬁcomw.aom L
LHYvH LYy uis
Lo0e-
v RY
13 1002
eipaly 1 00%
13+ 1008
10+ 008
000L
sajobiq A seleo ap O us LEOKiH-nue gy _E\mc
uororjuasaiday
LivvH ¥ uis _
LyyY uis e . 14 00002-
b= 0
H“ i 00002
oo £ | 0000%
13+ 5 00009
10+ L 160 00008
6 000001
sajobiq A selea ap HOT UL LEDNK _F_._m_._ sajobiq A seles ap YITUR A _Esno

ugioejuasaIday

uoidejuasalday

Fig. 10

37



ES 256161073

1dvvH

1yvvH uls

1t
1F
eipay
13+
10+

00ck
Qo
009t
008l

sajobiq A seleo ap
:o_oﬂcomﬁnum

LdOW 480

—000Z
jwibid

1HvvH LYy uis
0009~
oooz-
o000z
10+ 0009
13 0000t
elpay
o 000b4
la+ 00084
Qo0Ee
sejobiq A seles ap HaT U gkdi _Euma

ugeuasaiday

Fig. 10

38



s E oD 9%
_E_a_u.o,__ S M7 8D TA U0D <HIA 084 aH gD g » 071 =P A +HiA o84 QH

ES 2561610 T3

{1574 0002+
v 00z
003
008 Qo0%
oot 00001
o0t ) ooowt
i ooei e & ’
M2 i od
ueipa 008 1- w52 000~ 00081
WS [ | eueipayy )
P 0081 M52 S - om??
0002 ¥
sejobig £ seles us i n0se
ap ucieyuasaudsy O U3 10N sa100 A sefes HI1 ud gLdi B
' sp ugpEjussaday
jsds Op > ¥ 8P A UOD +HIA 284 OH [udd Dp > M2 2P A U0 +HIA DBd aH
. v 0z (-
oz i
009 3
%5¢
eueiDag 4 " et _u...ﬂ_u.cE :
R $0°0=d T
. oogt - G
a0 £ safes 1T U2 SONHBUY jutu soyolia A selea juibu

3p uprmusssdey 80 UolsnlHesaidey ¥ Ue LEONH

Fig. 11

39



ES 256161073

v+£+¢ olpels3 | olpe)s3
1o
13
eipajy . -
i3+ - bho=d —————
10+
sajobiq A seled ap {(lw/Bu) odans us LEOWH
ugroejuasaiday
oliagv.is3a
L4 ) 4 . 2
10
13
eipa -
13+ It 4
10+

sajobiq A seleos ap
:.@_umEomEnmx

(1u/Bu) 03NS us LEOWH

S

v+¢+¢ olpejs3y | olpeis3
002
— . . 009
000}
oovj
10 0081
13
elpapy —_ »
13+ 200'0=d 0022
la+
—0092
. saj0biq A seles ap (HuBu) osans us LgoWH-NUe gy
ugioejuasalday
. g
oliav.is3a
b < 2
ooz
009
10001
ool
1a oot
13
eipapy
13+ 10022
| Ll - . 0092

sajobiq A sefed ap
uoloejuasalday

{(jwyBu) o1ans us LGOWH-NUE QY

v

Fig. 12

40



ES 256161073

uiN
%52
[ueipayy
%SL
XBN

IdOW

+E+Z OlpeIS
LdOW old!

+4Q +40  +8E0D
800 +109 +800

| olpes3

+8€02 owliuiw

+¥Q0 o1-

s i

UiN
%82
[euelpajy
%5L
xXeN

p+E+Z olpe)sy

+40 +H4Q  +8EQD
+800 30 +802

¥ad

002-
S DR Mm @ 0001
o\ 0022

aQqov ¥Qov

oove

+8600 U

p+E+g olpelsy

+00 %SZ| owmw gy  gQoU ¥Qou

101 [euelpajy
% _ TR w ﬁom %SL _ 4 % WMWM

oL X

I oipejs3

%

| olpeis3
JwjoJaWnNN

Fig. 12

41



ES 256161073

(w/Bd) L 4oW
00vL 002, 000k oog 009 OOF 002 oo
", ...... W
P 74
Y
S toow
’ 009
og'g-= . .
000}
owluiw $Qo
. {1w/Bd) Laow
008 _00L 009 005 00y OOE_00Z 00t O,
O
00S
looas
005t
0002
B . 0052
soo'o=d * 000¢
Lo = . ‘ Qose
- 000%
(1w/Bd) oL-d)
(luyBd) 14D
QovL. 00ZL 0001 OO0 009 00y 002 oc

vo'0=
peo =

0L g

+8€Q0+800 %

(juybad) |-doW

COk}_0OCE 000 QC8 005 0Ov 002 O 00%-,

- ®

0002
000y
-’ 0009
p00‘0=d . 0008
o= .
00004
_ {lwy/bu) LESNH-BUY
(iwyBd) g1-di
000» 00SE 000€ 0052 000Z 00+ 000L 00 0 00Sp
. . . . . o..n. W-b.ol. 0002
. Qoov
* . 0009
N0.0& - A
0=l . 0008
0000%
{IuyBu) LaOWH-IY
{juyBu) 1EOWH
Ok 08 O 05 0 O o—.c

000Z
* locoy
*  |ooo9

9000'0=d .
5P 0= . {oooe
D000

(lwybu) LAOWH-JUY

v

Fig. 13

42



ES 256161073

owiuw $ao
00ZL_000L 008 008 QOY 00Z _ O,

0oz
ooy
009
ooe
000}
002

0ol
W/pQOu

+H0-VH+00 %
(4] 02 0

05  op ! 0

+40-VIH+800 %

+40-VTH +¥02 %
0g or 0e 0z oL 0 0

800°0=d .
Lp'o- = T

Fig. 13
43



ES 256161073

SN (Zov-6.11) 262 (P2£-961) 192 (0ot-661) 292 (Jw/Bd) Ldon

SN (65¢1-¥£S) 2€B (9991-6/¢) 696 (££51-50%) €66 (JwyBd) oLl

GO0 (PEl2-L10L) GeZL (9691-808) 99l 1 (gG81-8v8) 8811 (Jw/Bu) (2101 L.gONH-IUE

9000 (01-9'1) ¢ (@'11-2'9) ¥'L (8'0L-t'c) 62'9 (Jui/Bu) UoIDEIN2IID U LEDINH

SN (L'1-2e) 6y (v'g-22) 61'¢ (v'g-g'2) 2’y HA-VIH8£A2:-#AD 1 %

SN (e've-L'2) ¥'el (9'6z-2) 9'c1 (Z'sz-1'2) v'el HAVIH-8£02-800 1 %

SN (% 9¢) L1 (% 1¢) €2 (% ¢¢) ¥¢ (% ‘u) oolLRIA

SN (% 08) ¥2 (% 18)6G (% 18) 98 (% ‘u) [einonel-nue eidess] uo

(cW/se|n|ad)

SN (o¥£-85) 202 (zl8-8L) 9ig (05¢-62) 912 oUW D ep ojusnoal

SN (¥52-15¢8) 661 (622-2.8) 08F (L¥2-25¢8) Go1 (cwu/sen|gd) $ao ep olusnoay

ugisn[oul us

SN (80'Z-9°1) 9'L (Z9'z-9°1) 9'L (L¥'Z-9°'1) 9'L (Jwy/seidoo otBo)) HIA ap NMV

/ 0g el col sojusioed ap 0JaWnNN

ANYH uis e
sjuall ANVH (4oI) eueipsw (4oI) euBIpBW (4DI) eueipaw
._O_m>|n_ aNVYH ANVH uis mmu:o_uma S0| sOpo]

Fig. 14

44



ES 256161073

40 40

YIH VYIH 8td) 8edD

aNvH - uis gc »QD 9E A0 800  #QO #00 840 001
aNVH ul % R e wli = { (()}
0002 L 00€
_ 000t f anvHus 1003 o - onw
10 1° — 006
1 000} ¥Q ¥ VIH  VIH 880D £GD
expoll 0002 =} 96700 86940 94D ¥QD 3D 8QD oo
13+ wcz| e ——— T
000¢
= [ e 005 = CONVH
s83061q A sefes ap ugiorjuasaidey ‘000 %sei b ANVYH uis 004
S XN ————J006 w
_m.__>0._n HIA °P NOY aNVH Jod epezuajoeieo sajobiq A seles ap ugioejuasaiday M-
H
UOIDEAIJOE 9p SoIOPEJIE[
AaNVH aNVH s ANVH uls aNVH ANVH uls
0000% 04~
Qoo0z- 004
0 00¢€
- ul Uiy
wm. Q000Z #mew 005 %ST
e1pa 00007 feueipoy 00L ,mcm._hmm_,_
o cooos | %t 006 | o
Q0008 * - 0L 0091

sajobiq A seleo ap ugioruasaiday

ewse|d ud HIA 9p NNV

sajobiq A seleo ap ugiorjuasaiday

owuIw vao

sajobiq A seleo ap uoloejuasaiday

vQou

45



ES 256161073

ANVH ANVH uls
0
00S
] 0001
10 10051
13 ]
eipapy 10002
13+ ORI 10062
1a+f | 9000 0006
saj0biq A sefes ap uoejuasatday
aNVYH aNVH uis
S
QoL
_ Sl
10
13- 0062
e1paly 008
el aose
000t
saj0biq A sefes ap uopejuasaiday
aNvH aNVH uls
0
00S
o001
JPS) | QU S— 005!
eipapy
13+ — 0052
10+ S00 000¢€

saj0bi1q A sefes ap uoloejuasaiday

l9ONH-Rue qy

aNVH aNVYH uis
. o
0
9
e o
elpapy gt
13+ 14
—
10+ G200 0¢
sajobiq A seles ap ugioejuasaiday
aNvH aNVH uis
o
0
LI ;
1a-| E 4%
13-

'BIpajy Bl
13+ 500 vz
10+ o

sajobig A seleo ap uoloejuasaiday
aNVH ANVH uls

g
0
9

PD- PRt A* T N F

13- {8}

elpay
13+ P ¥

saj0biq A seles ap uoloejuasaiday

TEOWH

(lwyseidod op>1A)
O2IWIRIIAY

®

.-

(1wy/serdod op<A) < B
oonwelIA i

sajualoed so| sopo]

46



ES 256161073

&
d

0003 000§ 000F OO0 Q00Z  0OOL 0 ot-di
e —0 0009 0005 0OOF 00O O©OOZ OO0k O
. - . ~ noﬁ; °O~ . . o
. e sty - e M e
. e . ORI N % s L
. . !lu\lllil. .0- . o_-o- . QO‘ lll.-..llllll\illlt.llla . Flto 1 a.
lll.\l.u\tllll.a . e’ -s * Os S - on- - SQV
e ) ‘. o 0009
1000'0>4 . o0e ..
00004
d
uotsiadsip .o_u 03LBID ugisiadsip ap oolels ..nnmvs__._._u.__(
) 0T-di ]
00SS 00sy 0OGE 0082 O00SL 008  00S- .
ot 0003 0005 000y 000¢ 0002 000+ O ~
. - " oﬁh 2 -, K S . T 1
: SR g L y viep f oz ;
\ltlll\..t.tl\ll . ee o ot . R wﬂ o
————— . * “l !.0. - o.v H
. ) 0s £00'0=d . --u\hunnm..a.m
ARG |
3000=d o et cal e
106 ¥Q-v0I% -~ . e ' F—
ugistadsip ap ooyels ”_._o_.mhmnm__u P—
“ =3l
0t-d 0003 000S 000v OO0 000Z 000L O
0055 00Sk 005 ©00ST 005K 00§ 005 v ” 0
= 0ot- e A A YRS 4
. T e @ “a, * e ——— . . e -
v— A Wbt |00 . ,,........ﬂ:-..:.m.u.\.n.b.,....... %m
B 5 -t 1 . i R RRTYY oos
° . © W, [o0s Toe T oo
‘ . 00 6000°0=d - jooz
— oot uoisiadsip ap ooyeIs ’

ugisiadsip ap odlels

47



ES 256161073

A

1-dON

0001 008 009

(4 002 0

¥ v— 0
- ?3 o
. 3 . n-ol ‘ u.‘nv.uo!--'o”o 000L
' .\..\!-cn-)-. o 0002
. |ll|1l.l|\ . . )

-.‘.l.l‘l.\l' . . - - 00 83

1000°0>d 0005

— 10009

uoisiadsip ap ooyeID Oi-dl
L-dOW -daiN
O0¢F 00T+ DOOL 008 009 QO D002 oun. 00vlL 00ZL 000F 008 00S OOF Q02 o_._-
E bl . -
. RN 2
T e ————— LI W L I “ﬁ . lltl!nlﬂlolloll.\ﬂm-" ve
’ ..i.i.......fm..lo%.u.ﬁm.g.nno s e ‘. %
HREE O -t ov
- ow ’ 09
b 49
£€0000=4d 09 £0°0=d N . 08
uoisiadsip ap oayeis . T49AH :..u_m._wm_m_._.._ mutoluw..w._o ¥a-v00% 004
hdoW b-dOW
0opL 0021 QCOL QOB 009 00F Q0T O OQMMU_. 00kl 00ZL Q00 0Q8 009 QO QOZ O cow.wﬂ
T s esioan -
. e . ﬁl - » Q
) T e o 00+ ———t__ MER DY 3 002
LL df.ﬂ.’dtll!: 0G¢ ll...lut...lit.--ldol-l_n.‘co (Y 0or
. I - yEee-to 1009
" . L oom * s B ae¥Vel -]
e * * PN .loccs‘ ODQ
’ . 00L . -osa . 0001
20000=d : 005 1010 . oont
0041 - 009}
uoisiadsip ap ooyeis owiuiw $+ad uoisiadsip ap ooyel +Qaou

Fig. 18

48



ES 256161073

6=u
ANVH

Ul
%SC
euelpaly
%SL
XeW

' sajobiq A sefled ap
ugioejuasalday

61=u 6I=U
YVN/oyD uolaejal
525°0< s2s‘0>
‘0
'
¢'0
6
l
- .
%52 Vi U
eueipapl
%se Z1
XeN £
(oueiqooep 1ojen) uawelnd ap uawWN|oA ap ugldewWIo}a(q w
o
62=U Tz=u gs=u i
aNVH uis aNVH aNVH uis
£ 9‘0
0 &0
) [ g0
1s‘o 50
1
90 e “ _.n
%ST
hno F:m__uosi i
. %st| | Z
Q-Om xep r 4 ﬂm_‘

VVN/OYD uoeal

(oueigooep JojeA) uaweynd ap USWINJOA 3P UQIDBWLIO)A(]

49



ES 256161073

YVYN/OYD uolde[al

5250« SI5'> 0
Jooz’
Joor
iy 009
%ST
rcm_uwsi {008
%G1 4 :
ik 0001
sajobiq A seles ap ——-Emn- _.QUE.
uoveuasaIday
o] uoloejol
mnm.cn VYVN/oYD uoloe| mhmdv o
0001
FLA RS ..\..m-.«.lh...mw-—! .“.h .._“,._\-._n\.m... DOON
L 000¢
i 000b
L %sZ| 1 o : 000S
ueipapy| } =
il ows
il 0002

sajobiq A selea ap
.._.n.v_oﬁcomo.amm_

(lw/Bu) LGONH-BUE qY

YVYN/OUD uolde|al
s28'0< gi5'0>

0os-
00S

aosi
00se

i
1 %52 , Q0SE
ueipa
%“,i £00=d 0os¥
il —00ss
sajobiq A seled ap :Ehanv Oldl
ugioejuasaIday
G16°0< YVN/oy) uolde|al mhm.ov .
v " ok
0
o
0z.
0e
v (1) 4
L %52 Mw
ueipa S
%L T oL
e : 08
sajobiq A seles ap . +HQ-YH +8£0D +8A0%

ugiejuasaiday

Fig. 20

50



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

