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DESCRIPCION
Marcadores bioquimicos para la evaluacion del riesgo de CVD

La presente invencion se refiere a ensayos para la deteccion de marcadores bioquimicos valiosos para fines de
diagndstico en la enfermedad cardiovascular y para el pronostico del desarrollo de la enfermedad, lo que incluye
marcadores bioquimicos indicativos del riesgo de eventos cardiovasculares que resultan del desarrollo aterosclerotico y
la inestabilidad de la placa.

Mundialmente, la enfermedad cardiovascular (CVD, por sus siglas en inglés) es la causa principal de morbilidad y
mortalidad. En la actualidad, no existen métodos de diagnostico eficaces y no invasivos que permitan el diagndstico y
clasificacion de pacientes en diferentes grupos de riesgo y el diagnostico de pacientes de riesgo bajo. Las herramientas
diagndsticas y de prondstico se componen principalmente de analisis multivariados de marcadores simples, tales como
la edad, el tabaquismo y diversas concentraciones de lipidos y lipoproteinas.

La CVD incluye varios sindromes clinicos, principalmente, angina de pecho, infarto de miocardio (trombosis coronaria) y
accidente cerebrovascular. Todos estos sindromes suelen ser las secuelas de una aterosclerosis complicada.

La aterosclerosis comienza con el engrosamiento de la intima en la infancia y progresa hacia estrias grasas en la intima
de las arterias - estas lesiones se caracterizan como tipo | y Il, respectivamente. Las estrias grasas son las lesiones
visibles macroscopicamente mas tempranas en el desarrollo de la aterosclerosis y se producen en casi todos los seres
humanos de todas las razas y sociedades. En el estado no patogénico, las células endoteliales (EC, por sus siglas en
inglés) resisten las interacciones adhesivas con los leucocitos. Sin embargo, las acciones de citocinas proinflamatorias y
lipoproteinas oxidadas acumuladas en la pared arterial durante la aterogénesis, inician la expresién de moléculas de
adhesion, tales como moléculas de adhesion intercelular (ICAM, por sus siglas en inglés)-1 y moléculas de adhesion de
células vasculares (VCAM, por sus siglas en inglés)-1, en la superficie de las EC de la aorta. Esto permite la captura y
transmigracion de leucocitos a través de la superficie endotelial, a la parte intima de la pared del vaso. El desarrollo de
placas involucra un numero creciente de células de musculo liso (SMC, por sus siglas en inglés) que experimentan
desplazamiento y apoptosis, lo cual resulta en un aumento en el remodelado de la matriz. La sintesis alterada de colageno
puede resultar en un casquete fibroso debilitado y una placa aterosclerética que es mas propensa a la ruptura; sin
embargo, la mayoria de los investigadores creen que las acciones de las enzimas proteoliticas, tales como las
metaloproteasas de la matriz (MMP, por sus siglas en inglés) y otras proteasas, contribuyen de manera importante al
riesgo de ruptura de la placa (Clarkson y Kaplan 509-28).

Las placas se dividen en dos tipos diferentes: placas "vulnerables" y "estabilizadas". Sin embargo, para los analisis
histolégicos detallados y la comprension molecular, se usa a menudo una clasificacién mas detallada. Existen tres etapas
principales en el desarrollo de la placa: iniciacion, estrias grasas y la placa compleja/avanzada (Stary H.C.).

Las placas ateroscleréticas se desarrollan dentro de la intima de las arterias, y pueden clasificarse en dependencia de su
composicion y estructura. Esta clasificacion divide las lesiones en ocho tipos (Stary H.C.):

I. Aumentan en la intima los macréfagos cargados con y agrandados por gotas de lipidos (células espumosas de
macrofagos).

Il. Las células espumosas de macrofagos se acumulan en la parte profunda de la capa de proteoglicano junto con las
gotas de lipidos dentro de las SMC de la intima. Las capas de células espumosas son visibles como estrias grasas. En
las lesiones de tipo I, los monocitos penetran el revestimiento endotelial mediante proteinas quimioatrayentes de
monocitos (principalmente MCP-1), las cuales se sobreexpresan en el ateroma humano. Los tipos iniciales de lesion (tipo
I y Il) pueden comenzar en la infancia y no conducen necesariamente a la ruptura de la placa. Ademas, el desarrollo de
la aterosclerosis puede terminar después de la formacion de la lesion tipo lll, y la formacién de la placa no es predecible
(Stary H.C.).

. La lesion tipo Il se determina como la lesion intermedia entre las estrias grasas (tipo 1) y el ateroma (tipo V). Estas
lesiones contienen agrupaciones de lipidos extracelulares y de esta manera expanden los espacios entre las SMC
normalmente adyacentes en forma estrecha de la capa musculoelastica profunda de la intima. Las agrupaciones de
material pueden reemplazar los proteoglicanos y las fibras de colageno que normalmente residen aqui, pero esto se
produce con poco impacto en esta etapa de aterogénesis.

IV. El ateroma es el primer signo clinico de aterosclerosis. El desplazamiento de las SMC en la intima de las arterias
mediante la acumulaciéon de agrupaciones extracelulares de lipidos y la alteracion de la arquitectura de la intima es una
caracteristica distintiva de una lesiéon de tipo IV. La formaciéon de los nucleos lipidicos es el resultado final de este
desplazamiento de las SMC. La formacién de un nucleo lipidico explica el aumento del engrosamiento de la pared. El
nucleo lipidico es una regidon grande y bien delineada de la intima profunda donde los elementos estructurales normales
de esta parte de la pared arterial se han reemplazado por remanentes de células espumosas densamente empaquetadas,
gotas de lipidos libres, cristales de colesterol y particulas de calcio. Las SMC que residen normalmente en esta area se
hallan disminuidas o ausentes completamente en esta etapa de la progresién de la aterosclerosis. Cualquier SMC
remanente se vuelve dispersa ampliamente y ha desarrollado cuerpos celulares alargados y muy a menudo membranas
basales inusualmente gruesas. En esta etapa, comienza el desarrollo de una capa que recubre el nucleo lipidico. Esta
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capa consiste en colageno y matriz intercelular rica en proteoglicanos, SMC con y sin gotas de lipidos, macréfagos y
células espumosas.

V. La respuesta a la lesion tipo IV es la formacion de una matriz de tejido fibroso reparativa, lo que forma un "casquete”
fibroso. Tipicamente, estas lesiones consistiran en capas de nucleos lipidicos y tejido reparador apilados irregularmente
uno encima del otro. Eventos tales como el hematoma y la formacién de trombos pueden complicar adicionalmente estos
tipos de lesiones. Si no son fatales, estas complicaciones de la lesion se integran en la lesién y se cubren con una capa
delgada de tejido de matriz reparadora, que consiste en colagenos y proteoglicanos. El contenido de proteinas de la matriz
extracelular colageno y proteoglicanos aumenta en la placa aterosclerética durante la formacion del casquete.

VI. Los defectos del endotelio tales como fisuras, erosiones, ulceraciones, hematomas, trombos y hemorragias pueden,
si se combinan, conducir a un tipo de lesién mas complicada designada como lesion tipo VI.

VII. La lesiéon a menudo se denomina lesion calcificada, donde mas del 50 % de la lesién se compone de minerales.
Ademas de las calcificaciones, estas lesiones contienen abundancia de tejido conjuntivo fibroso reparador. Cuando las
SMC atrapadas en esto experimentan apoptosis y se desintegran, sus organelos mineralizados se vuelven parte de la
calcificacion.

VIII. La lesion fibrotica sigue a la lesion calcificada. La lesion fibrotica puede consistir totalmente de colageno y sin lipidos.
(Stary H.C.)

Los eventos cardiovasculares a menudo son el resultado de la ruptura de la placa, en la que la inflamacion y la liberacion
de proteasas debilitan las regiones del hombro del casquete fibroso y permiten que los materiales grasos de la placa
entren en contacto con la sangre lo que precipita un trombo mural (Clarkson y Kaplan). El adelgazamiento del casquete
fibroso por el aumento de la actividad de la proteasa en combinacién con una producciéon de matriz disminuida, se
considera una caracteristica distintiva de la inestabilidad de la placa que aumenta el riesgo de ruptura. La vulnerabilidad
de las placas y su riesgo de ruptura es un area de interés clinico. La definicién de placa vulnerable (VP, por sus siglas en
inglés) no se halla estandarizada, pero existe un acuerdo general que establece la existencia de tres caracteristicas
histolégicas distintivas en comparacion con la placa estable:

1) Un nucleo lipidico mas grande (> 40 por ciento de la lesion total).
2) Un casquete fibroso mas delgado (65 - 150 micrometros).
3) Gran cantidad de células inflamatorias agudas.

Los principales criterios para definir una VP incluyen: inflamacién activa (presencia de monocitos, macrofagos y células
T), casquete delgado con nucleo lipidico grande, denudacion endotelial con agregacion superficial de plaquetas, placa
fisurada y > 90 % de estenosis de la arteria. Otros criterios menores incluyen: ndédulo calcificado superficial, hemorragia
intraplaca, disfuncion endotelial y remodelacion externa (Shin, Edelberg y Hong).

Las complicaciones de la placa, la inestabilidad y la ruptura pueden inhibirse mediante tratamiento médico y/o la
modificacion del estilo de vida. En algunos casos, sin embargo, pueden ser necesarios métodos mas invasivos, es decir,
angioplastia o cirugia de derivacion.

En la actualidad, las herramientas de diagndstico se basan ya sea en andlisis de imagenes estaticas aun en desarrollo o
en métodos de tecnologia baja como los niveles de presion arterial sistélica y diastdlica relacionados con el riesgo de
CVD. El campo ha dedicado mucha atencion al desarrollo de analisis multivariados que pueden identificar mejor a los
pacientes en riesgo alto. Uno de estos modelos es el modelo SCORE (modelo de evaluacion sistematica de riesgos
coronarios). En 1994, con una revisién en 2003, la Sociedad Europea de Aterosclerosis, la Sociedad Europea de
Cardiologia y la Sociedad Europea de Hipertension emitieron un conjunto de recomendaciones con respecto a la
prevencion de enfermedades coronarias. Esta directriz se basa en varias técnicas de evaluacion, que se han desarrollado
para evaluar el riesgo de CVD en sujetos asintomaticos, es decir, la identificacion de pacientes asintomaticos de riesgo
alto. El modelo SCORE integra el sexo, la edad, el tabaquismo, la presion arterial sistdlica y el colesterol total o la relacion
colesterol/HDL como factores de riesgo (Graham y otros).

Para hacer un diagndstico mas detallado, el modelo SCORE no es suficiente y se usan técnicas de obtencion de
imagenes. Por lo tanto, los métodos de obtencion de imagenes se usan en su mayoria en pacientes en el grupo de riesgo
alto o durante la investigacion.

Técnicas de obtencién de imagenes

La angiografia coronaria (CAG, por sus siglas en inglés) es actualmente la técnica de obtencion de imagenes de referencia
para definir el grado de estenosis. La CAG proporciona imagenes del lumen del vaso en dos dimensiones, pero se limita
Unicamente al lumen y no a la pared del vaso, de esta manera, la CAG no puede distinguir entre una arteria con una placa
estable y una arteria con una placa vulnerable. La CAG se usa a menudo para determinar si un paciente necesita cirugia;
angioplastia o derivacion. Para determinar si un punto de estrechamiento luminal es una placa avanzada, se necesitan
otras técnicas, es decir, ultrasonido coronario intravascular (IVUS, por sus siglas en inglés) o angioscopia.

El IVUS proporciona imagenes de seccion transversal bidimensionales de la placa y la pared del vaso, y se considera un

método bueno para la caracterizacion de la pared y la morfologia de los vasos y del grado de calcificacion, pero deficiente
para evaluar los lipidos en la lesion. Sin embargo, el IVUS es invasivo y requiere experiencia y gastos: por lo tanto, su
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uso no esta muy extendido. La angioscopia es otro método util para comprender e identificar la aterosclerosis. La
angioscopia es una visualizacion directa de la superficie de la placa y tiene la capacidad de detectar el color de la placa y
la trombosis. La angioscopia es, sin embargo, invasiva y técnicamente dificil, y hasta el momento no ha sido capaz de
detectar el grado de extension de la placa. Otra técnica de obtencion de imagenes que actualmente recibe mucha atencion
es la obtencién de imagenes por Resonancia Magnética (MRI, por sus siglas en inglés). La MRI no es invasiva y es capaz
de identificar la placa carotidea con riesgo alto de accidente cerebrovascular. Por otro lado, la resonancia magnética no
es la mejor técnica para obtener imagenes de las arterias coronarias, debido a los tamafios de placa pequefios y la
ubicacion de las arterias coronarias. Estan en desarrollo otras técnicas de obtencion de imagenes, es decir, elastografia,
termografia y tomografia de coherencia 6ptica (Schaar y otros).

Las técnicas de obtencion de imagenes mencionadas estan todas en desarrollo y, por si solas, ninguna puede identificar
una placa vulnerable, pero son herramientas Utiles para comprender tanto los eventos moleculares como la remodelaciéon
de la placa antes de la ruptura. En la actualidad, la Gnica oportunidad para diagnosticar una CVD en una etapa temprana
es usar una gama de factores de riesgo para la enfermedad coronaria cardiaca establecida, la enfermedad arterial
periférica y la enfermedad cerebrovascular aterosclerética del paciente en cuestion, asi como también de parientes
cercanos del paciente.

Marcadores bioquimicos actuales

En la actualidad, se conocen varios marcadores bioquimicos como factores de riesgo para la aterosclerosis.
Recientemente, se ha dirigido mucha atencién a la mediciéon de concentraciones de marcadores bioquimicos en el suero;
tanto lipidos como colesterol total, colesterol de lipoproteinas de densidad baja (LDL-C, por sus siglas en inglés) y
colesterol de lipoproteinas de densidad alta (HDL-C, por sus siglas en inglés) como marcadores inflamatorios como
proteina C reactiva (CRP, por sus siglas en inglés), interleucina 6 (IL-6), interleucina-18 (IL-18), factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), CD40, ligando de CD40 (CD40L) y otros.

Entre los marcadores de lipoproteinas, ha habido al menos dos avances notables. El tamafio de las particulas de LDL
parece predecir el grado de progresion de la aterosclerosis. El aumento de las concentraciones de particulas de LDL
pequefias se relaciona mas con el riesgo de una CVD que el aumento de las concentraciones de particulas grandes
(Gardner, Fortmann y Krauss).

El nivel de HDL-C se relaciona fuertemente con los triglicéridos, y el nivel alto de triglicéridos se correlaciona con un mayor
riesgo de CHD. Un estudio de cohorte por Jeppesen y otros (2003) encontré TG alto/HDL-C bajo como los factores de
riesgo mas fuertes de IHD (cardiopatia isquémica) (Jeppesen y otros).

Los perfiles de lipidos son importantes para la evaluacion de los factores de riesgo, pero no permiten la comprension y
medicion de los eventos moleculares asociados con la remodelacion de la placa. Se han sugerido varios marcadores
bioquimicos como factores de riesgo para la CVD, aunque no son un producto especifico de la enfermedad. Estos incluyen
CRP y péptido natriurético cerebral (BNP, por sus siglas en inglés) (ver Tabla 1). La Tabla 1 resume algunos de los
marcadores conocidos de la CVD.

Tabla 1: Una selecciéon de marcadores bioquimicos actuales en la CVD.

Marcador Tipo Descripcion
Proteina C reactiva (CRP) Inflamatorio Producido en el higado, aumenta durante estados
inflamatorios.
Proteina plasmatica asociada al | Inflamatorio Proteina de unién a zinc que actua como una enzima,
embarazo (PAPP-A) especificamente una metalopeptidasa.
Interleucina-6 (IL-6) Citocina Nivel elevado en insuficiencia cardiaca e infarto de
inflamatoria miocardio.
Interleucina-8 (IL-8) Citocina Elevada en infartos de miocardio.
inflamatoria
Interleucina-18 Citocina Elevada en infarto de miocardio.
inflamatoria
TNF-a (factor de necrosis |Citocina Conc. Elevada en los inicios de la insuficiencia cardiaca.
tumoral)
MCP-1 Quimiocina Recluta monocitos de la sangre hacia una lesion

aterosclerética temprana.
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Molécula de adhesion |Molécula de Elevada en infartos de miocardio y accidente

intercelular-1 (ICAM-1) adhesion cerebrovascular.

Molécula de adhesion celular |Molécula de |[Elevada en infartos de miocardio y accidente

vascular-1 (VCAM-1) adhesion cerebrovascular.

Péptido natriurético cerebral |Actividad Producido en auriculas y ventriculos del corazén sano

(BNP) neurohormonal normal.

Fosfolipasa A2 asociada a Fosfolipasa La Lp-PLA; asociada a la LDL tiene efectos

lipoproteinas (Lp-PLA?) proaterogénicos.

Creatina fosfocinasa (CK-MB) |Enzima Util para la deteccién temprana de infarto de miocardio.

Mieloperoxidasa (MPO) Enzima Hemo Activa las metaloproteasas y promueve la
desestabilizacion de la placa.

Mioglobina Proteina Hemo Se libera tras la necrosis del tejido.

CD40L Proteina Se libera en las etapas tempranas de la aterogénesis

hasta la ruptura de la placa. Elevada en el accidente
cerebrovascular.

Troponina T (TnT) Proteina Herramienta para la estratificacion
del riesgo.
Proteina de union a acidos |Proteina La H-FABP se libera del corazén inmediatamente
grasos tipo corazén (H-FABP) después del infarto.
Microalbuminuria Proteina Marcador de disfuncién endotelial vascular.
Colesterol de lipoproteinas de |Lipoproteina Transporta colesterol en la sangre.
densidad baja (LDL-C)
Colesterol de lipoproteinas de |Lipoproteina Tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
densidad alta (HDL-C)
Triglicérido Lipido
PIIINP Procolageno Marcador de remodelacion del colageno tipo lIl.

Por lo tanto, se ha sugerido una gama de marcadores bioquimicos diferentes como marcadores de eventos
cardiovasculares. Wang y ofros (2006) midieron 10 marcadores bioquimicos diferentes en 3.200 pacientes que
participaron en el estudio de Framingham, descrito en la Tabla 1. La conclusion fue que la medicion de 10 marcadores
bioquimicos solo contribuye moderadamente al diagndstico mas alla de los factores de riesgo estandar. De los 10
marcadores bioquimicos, el nivel de péptido natriurético tipo B, el nivel de proteina C-reactiva y la relacién albumina
urinaria/creatinina mostraron la mejor correlacion entre marcador y muerte/eventos cardiovasculares (Wang y otros).

Mimecano

Recientemente, el proteoglicano mimecano, conocido también como osteoglicina (OGN) ha sido implicado en la regulacion
de la fibrilogénesis del colageno, la arteriogénesis y en la regulacion de la masa del ventriculo izquierdo. Mimecano/OGN
es parte de los pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRP, por sus siglas en inglés). Otros miembros de esta familia
son biglicano, decorina, fibromodulina y lumicano. Los SLRP comprenden muchas funciones importantes tales como la
regulacion de la estructura de la matriz, el ciclo celular y las acciones de crecimiento que producen multiples vias de
sefializacion. Los SLRP modulan las interacciones célula-matriz y la funcién celular, sin participar en el andamiaje
estructural de la ECM.

La placa aterosclerética esta en remodelacion continuamente, lo que libera de esta manera una gama de productos de
degradacion de proteinas de la ECM, los llamados neoepitopos. Estos neoepitopos pueden ser especificos para el tejido
de origen y, por lo tanto, son interesantes cuando se disefian nuevos marcadores bioquimicos moleculares. Los
marcadores bioquimicos basados en neoepitopos medibles en orina y suero reciben actualmente una mayor atencién por
su potencial para el diagnéstico y prondstico (documento W02009/059972).

Metaloproteinasas de la matriz (MMP, por sus siglas en inglés)

Las MMP son un grupo grande de endopeptidasas, capaces de degradar la mayoria de los componentes de la ECM.
Actualmente, se han identificado mas de 25 MMP. Las metaloproteinasas se caracterizan por un sitio activo que contiene
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un atomo de metal, tipicamente cinc, y se secretan como zimégenos. Los inhibidores tisulares especificos, TIMP (por sus
siglas en inglés), regulan la actividad de las MMP. Una gran variedad de MMP se encuentran en las placas
ateroscleréticas. Con mayor frecuencia se localizan en macréfagos que bordean el casquete fibroso, dentro de los
hombros de la placa en las SMC y macréfagos y se identifican raramente dentro del casquete fibroso (Kunz J.).

Las MMP se clasifican en diferentes grupos de acuerdo con su especificidad de sustrato: Colagenasas, que degradan el
colageno fibrilar, como el colageno tipo I, II, Ill y V, pero también proteoglicanos; gelatinasas, que degradan los
proteoglicanos, colageno tipo IV, V, VIl y elastina; estromelisina que es activa contra proteoglicanos y elastina (Rouis M).
Estos tres subgrupos son de particular interés con respecto a la remodelacién de la matriz en las placas ateroscleroticas.

Gelatinasas

La elastina insoluble se digiere por las MMP-2 y -9, ambas pertenecientes a la familia de gelatinasas de las MMP. La
MMP-9 tiene un papel importante ya que afecta el tamarfio y la composicion de la placa aterosclerética. En placas
ateroscleréticas humanas inestables y en regiones vulnerables de las placas, se ha observado una mayor expresion y
concentracion de MMP-9. Ademas, la MMP-9 se encuentra intracelularmente (lo que indica sintesis activa) en las placas
coronarias, con mayor frecuencia en pacientes con angina inestable en comparacion con aquellos con angina estable. El
nivel de MMP-9 en sangre aumenta en asociacion con la aterosclerosis coronaria y predice eventos cardiovasculares
adversos (Sundstrom y Vasan). Un estudio reciente realizado por Kuzuya y otros (2006) indica que la MMP-2 es
responsable de la acumulacion de SMC en el casquete fibroso y, de esta manera, induce la inestabilidad de la placa.

Estromelisina

La MMP-3 pertenece a las proteasas estromelisinas y es capaz de degradar tanto la elastina como los proteoglicanos. Un
estudio de Yamada y otros (2002) indica que la MMP-3 puede demostrar ser un medio confiable para predecir el riesgo
genético de infarto de miocardio en las mujeres.

Colagenasas

Las MMP-1, -8 y -13 se han identificado en placas ateroscleréticas donde degradan proteoglicanos y colageno tipos | y
M.

Las MMP-1, -8 y -13 son colagenasas, las cuales escinden el colageno en dos fragmentos que se degradan después por
las MMP-2, -3 0 -9.

La MMP-8 se expresa por neutréfilos, no se encuentra cominmente en el ateroma humano, pero se ha identificado en
placas ateroscleréticas. La MMP-8 puede ser responsable parcialmente de la degradacion del casquete fibroso ya que la
MMP-8 tiene preferencia por el colageno tipo | (Herman y otros), al tener una actividad tres veces mayor en la degradacion
del colageno | que la MMP-1y 13. Esto es apoyado por Turu y otros (2006), en este estudio el contenido de MMP-8 en el
plasma es mayor significativamente en los pacientes con placas vulnerables, que en los pacientes con placas estables.

Se ha informado que la MMP-13 escinde los SLRP, con especificidad alta para el biglicano. La degradacion de biglicano
por la MMP-13 en un sitio de escision especifico (...G177/V17s) se ha demostrado previamente por Monfort y otros (2005)
y se propone que juega un papel importante en la deteccion temprana de la degradacion del cartilago en la osteoartritis.)

Catepsinas

Las catepsinas cisteinas humanas constan de 11 miembros, lo que incluye las catepsinas B, K, L y S, y se expresan
predominantemente dentro de los compartimientos endosomales/lisosomales de las células. Las catepsinas son capaces
de catalizar la degradacion hidrolitica de proteoglicanos, colageno y elastina.

En el aneurisma adrtico abdominal (AAA) se encontraron niveles altos de catepsinas S, Ky L en comparacion con la aorta
normal. La SMC vascular humana normal no contiene catepsina K detectable mediante inmunotincién, pero las células
dentro de las placas ateroscleréticas son positivas claramente. La catepsina K se localiza en areas propensas a la ruptura,
como el casquete fibroso, los hombros de la placa y en el sitio real de las roturas de la placa (Chapman y otros). Se
encuentra que la catepsina S se localiza conjuntamente con las regiones de mayor degradacion de elastina en las placas
ateroscleréticas, y se observa una aterosclerosis reducida en ratones deficientes en catepsina S y K (Liu y otros).

Tanto la catepsina L como la K degradan varios proteoglicanos y el colageno de tipo | y Il, la catepsina K degrada dentro
de las hélices triples reticuladas covalentemente, mientras que la catepsina L escinde solo en las regiones de telopéptidos
no helicoidales. La catepsina K se localiza en el casquete fibroso y el hombro de la placa. La expresién de la catepsina K
en arterias normales es muy baja. Las lesiones ateroscleréticas humanas tempranas mostraron expresion de catepsina K
en las SMC de la intima y la media. En las placas ateroscleroticas avanzadas, la catepsina K se localizé principalmente
en los macréfagos y las SMC del casquete fibroso (Lutgens y otros). Los niveles de proteina de catepsina K aumentaron
en las lesiones ateroscleréticas en comparacion con las arterias normales, mientras que los niveles de ARNm de catepsina
K fueron similares tanto en las arterias ateroscleréticas como en las normales. Ademas, se demostré que los niveles de
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ARNm y proteina de catepsina K eran mas altos en las placas ateroscleréticas humanas avanzadas pero estables en
comparacion con las lesiones ateroscleréticas tempranas y las lesiones que contenian trombos (Chapman y otros).

La catepsina S se expresa escasamente Unicamente en SMC de la intima y la media en la lesion aterosclerética humana
temprana y en las estrias grasas. En placas ateroscleréticas humanas avanzadas, la catepsina S se localizé en
macrofagos y SMC del casquete fibroso. Las EC que recubren el lumen del vaso en si y los microvasos de la placa
expresan, ademas, catepsina S. Ademas, los niveles de ARNm y proteina de la catepsina S aumentaron en el ateroma
humano en comparacién con las arterias normales (Lutgens y otros). La catepsina S puede degradar proteoglicanos,
elastina y colageno (Liu y otros).

En la actualidad, la determinacion del riesgo de CVD se produce en una etapa tardia en la progresion de la aterosclerosis;
un punto en el que existe un riesgo significativo de ruptura de la placa fibrosa. Existe una necesidad de ensayos de
diagndstico o prondstico que proporcionen informacion con respecto a la aterosclerosis o al riesgo de CVD tanto en etapas
tempranas como en etapas tardias. Los hallazgos de Katsuda y otros (1992) sugieren que existen mecanismos
enzimaticos para la eliminacion de colagenos de lesiones avanzadas, lo que sugiere de hecho un importante papel de los
neoepitopos en la arteriosclerosis.

La presente invencion proporciona un método de bioensayo para la cuantificacion de fragmentos de péptidos que
comprende un neoepitopo formado por escisién de una proteina de una placa aterosclerética por una proteinasa, dicho
método comprende poner en contacto una muestra que comprende dichos fragmentos de péptidos con un ligando
inmunolégico que tiene afinidad de union especifica por dicho neoepitopo y determinar el nivel de unién de dicho ligando
inmunolégico a los fragmentos de péptidos en dicha muestra, en donde dicha proteina es mimecano.

El resultado de dicho ensayo puede producir un indice indicativo del grado de riesgo en un paciente en particular de
ruptura de una placa aterosclerética o del estado vulnerable de las placas ateroscleréticas de un paciente.

Los pacientes que tengan un valor para dicho indice por encima de un nivel umbral pueden recomendarse para una
investigacion mas exhaustiva mediante métodos de obtencidon de imagenes de placa (lo que incluye los mencionados
anteriormente) o para prescribir medicamentos para el tratamiento de la aterosclerosis o para el tratamiento quirtrgico de
la aterosclerosis, y dichas investigaciones de seguimiento o tratamiento pueden formar parte del método de la invencion.

Dicho ligando inmunolégico tiene afinidad de unién especifica por fragmentos de péptidos que comprenden un neoepitopo
en el extremo C-terminal o un neoepitopo en el extremo N-terminal.

Se considera que un ligando inmunoldgico es reactivo especificamente con un neoepitopo si es reactivo con péptidos que
terminan en la secuencia del neoepitopo pero no es reactivo sustancialmente con el mimecano intacto y no es reactivo
especificamente con péptidos en los que la secuencia terminal del neoepitopo se extiende por uno o mas aminoacidos
adicionales, en donde dicho ligando inmunolégico es reactivo especificamente con cualquiera de las secuencias
siguientes en el extremo N de un péptido:

DFADIP Sec. con num. de ident.: 13
TGNLIE Sec. con num. de ident.: 14
LDFTGN Sec. con num. de ident.: 15
RLDFTG Sec. con num. de ident.: 16
RLEGNP Sec. con num. de ident.: 17
DFTGNL Sec. con num. de ident.: 18
DHNALE Sec. con num. de ident.: 19
DIDAVP Sec. con num. de ident.: 20
FTGNLI Sec. con num. de ident.: 21
GNLIED Sec. con num. de ident.: 22

o con cualquiera de las siguientes secuencias en el extremo C-terminal de un péptido:
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DIPNLR Sec. con num. de ident.: 23
DGTFSK Sec. con num. de ident.: 24
PIVLGK Sec. con nim. de ident.: 25
DIEDGT Sec. con num. de ident.: 26

Pueden ensayarse sitios de escision adicionales que definen neoepitopos de manera similar mediante la exposicion de
mimecano a cualquiera de las enzimas descritas en la presente descripcion y mediante el aislamiento y secuenciacion de
los péptidos producidos de esta manera.

Opcionalmente, dicho ligando inmunolégico tiene afinidad de unién especifica para la secuencia EDIEDGTFSK [sec. con
num. de ident.: 28] en el extremo C-terminal de un péptido o tiene afinidad de unién especifica para la secuencia
TGNLIEDIED [sec. con nim. de ident.: 30] en el extremo N-terminal de un péptido.

Los ensayos para mas de uno de los péptidos que se describen anteriormente pueden llevarse a cabo por separado y sus
resultados combinados o mas de uno de los péptidos que se describen anteriormente pueden medirse juntos.

El resultado de un ensayo de acuerdo con la invencidon puede combinarse con uno o mas de otros biomarcadores que se
midieron para formar un indice compuesto de valor diagndstico o prondstico.

El término "ligando inmunolégico”, como se usa en la presente incluye anticuerpos policlonales y monoclonales y ademas
fragmentos de union especificos de anticuerpos tales como los Fab o F(ab'),. De este modo, dicho ligando inmunoldgico
puede ser un anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad de union especifica.

El término "proteina” usado en la presente descripcion incluye lipoproteinas y proteoglicanos y otros conjugados de origen
natural proteicos-(no proteicos).

Generalmente, todos los formatos de inmunoensayos que se conocian previamente pueden usarse de acuerdo con esta
invencion lo que incluye los formatos heterogéneos y homogéneos, los ensayos tipo sandwich, los ensayos de
competencia, los ensayos ligados a enzimas, los radioinmunoensayos y similares. De este modo, opcionalmente, dicho
método se lleva a cabo como un inmunoensayo de competencia en el cual dicho ligando inmunolégico y un agente
competidor se incuban en presencia de dicha muestra y el agente competidor compite con los fragmentos de péptidos en
la muestra para unirse al ligando inmunoldégico.

Dicho agente competidor puede ser un péptido sintético o un péptido nativo purificado formado por escisiéon de mimecano.

Alternativamente, dicho método se realiza como un inmunoensayo de tipo sandwich en el que dicho ligando inmunoldégico
y un ligando inmunoldgico adicional que tiene afinidad de unién especifica por una secuencia peptidica contenida en
fragmentos de péptidos unidos por dicho ligando inmunolégico se incuban en presencia de dicha muestra y ambos se
unen a dichos fragmentos de péptidos en la muestra. Adecuadamente, en dicho formato, un primer anticuerpo se une a
la secuencia EDIEDGTFSK y un segundo anticuerpo se une a la secuencia TGNLIEDIED [sec. con num. de ident.: 30].

Un método adecuado podria ser un inmunoensayo de competicion que use anticuerpos monoclonales o fragmentos de
union de anticuerpos que se unan a neoepitopos de fragmentos de mimecano. Los péptidos sintéticos que se seleccionen
adecuadamente recubiertos sobre la superficie sélida de una placa de microtitulaciéon pueden competir con la muestra por
la union a los anticuerpos monoclonales o a los fragmentos de unién. Alternativamente, podrian usarse en la superficie
solida fragmentos nativos purificados a partir de una o mas de estas proteinas que llevan el neoepitopo reconocido por el
anticuerpo monoclonal o fragmento de unioén. Aun otra alternativa es inmovilizar el anticuerpo monoclonal o el fragmento
de unién en la superficie solida y después incubar conjuntamente la muestra con un péptido sintético que se unié
apropiadamente a una molécula de sefial, por ejemplo, la peroxidasa de rabano picante o la biotina. La muestra puede
ser una muestra de orina, suero, sangre, plasma u otro, por ejemplo, biopsia de placa aterosclerética. La muestra es una
muestra derivada de un paciente, y el método comprende ademas comparar el nivel determinado de dicha unién de dichos
fragmentos de péptidos con valores caracteristicos de (a) individuos sanos comparables y/o (b) una afeccion
aterosclerética patologica y opcionalmente asociar un nivel superior del péptido medido (normalmente indicado por un
nivel mayor de unién) con un grado mas severo de dicha afeccion.

Un aspecto de la presente invencion se refiere al desarrollo de anticuerpos monoclonales que reconocen neoepitopos
como se describié anteriormente. Esto puede lograrse mediante la inmunizacion de ratones con péptidos sintéticos que
terminan en las secuencias enumeradas anteriormente, la fusion de las células del bazo de ratones seleccionados con
células de mieloma, y ensayar los anticuerpos monoclonales para su unidon a neoepitopos en péptidos sintéticos
relevantes. La especificidad para neoepitopos puede garantizarse al exigir reactividad con un péptido sintético y una falta
de reactividad con una forma prolongada en el extremo C-terminal del péptido inmunizante (para un neoepitopo en el
extremo C-terminal) o una forma prolongada en el extremo N-terminal del péptido inmunizante (para un neoepitopo en el
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extremo N-terminal). Los anticuerpos para neoepitopos se evaluan, ademas, para establecer una falta de capacidad de
union a la proteina intacta. Alternativamente, la especificidad por un neoepitopo puede asegurarse al exigir que la
reactividad del anticuerpo sea dependiente negativamente de la presencia de biotina o de otros grupos funcionales que
se unen covalentemente a uno de los aminoacidos terminales.

La invencion incluye un ligando inmunolégico que es inmunorreactivo especificamente con un neoepitopo formado por
escision de mimecano por una proteasa en un sitio terminal en una cualquiera de las secuencias parciales expuestas
anteriormente, y puede ser, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién de este.

La invencion incluye una linea celular que produce un anticuerpo monoclonal contra un neoepitopo en el extremo C-
terminal o N-terminal formado por escisién de mimecano en los sitios terminales de secuencias en una cualquiera de las
secuencias parciales expuestas anteriormente.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a kits, los que pueden usarse convenientemente para llevar a cabo los métodos
descritos anteriormente.

Dichos kits pueden incluir (1) una placa de microtitulacion recubierta con péptido sintético que lleva la secuencia del
neoepitopo; (2) un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a anticuerpo de la invencion reactivo con dicho péptido
sintético; y (3) una inmunoglobulina IgG anti-ratén marcada. Alternativamente, dichos kits pueden incluir (1) una placa de
microtitulacion recubierta con fragmentos de proteina nativa purificada; (2) un anticuerpo monoclonal que reconoce un
neoepitopo en fragmentos de una cualquiera de dichas proteinas, y reactivo con dichos fragmentos purificados; y (3) una
inmunoglobulina IgG anti-ratdbn marcada. Alternativamente, dichos kits pueden incluir (1) una placa de microtitulacion
recubierta con estreptavidina; (2) un péptido sintético unido a biotina, dicho péptido sintético porta la secuencia de un
neoepitopo; (3) un anticuerpo monoclonal que reconoce un neoepitopo en dichos fragmentos de proteina y reactivo con
dicho péptido sintético; y (4) una inmunoglobulina IgG anti-ratbn marcada. Aun otra alternativa podria ser kits que incluyen
(1) una placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina; (2) un péptido sintético unido a biotina, dicho péptido porta
la secuencia de un neoepitopo; (3) un anticuerpo monoclonal que reconoce un neoepitopo en dichos fragmentos de
proteina (y reactivo con dicho péptido sintético) y conjugado con peroxidasa de rabano picante. Aun otra alternativa podria
ser un kit que incluye (1) una placa de microtitulacion recubierta (directa o indirectamente) con un anticuerpo monoclonal
o un fragmento de este, dicho anticuerpo reconoce un neoepitopo en dicho fragmento de proteina; (2) un péptido sintético
marcado con HRP que porta la secuencia de un neoepitopo. O alternativamente, un kit que incluye (1) una placa de
microtitulacion recubierta (directa o indirectamente) con un anticuerpo monoclonal o un fragmento de este, dicho
anticuerpo reconoce un neoepitopo en dicho fragmento de proteina; (2) un péptido sintético marcado con biotina que porta
la secuencia de un neoepitopo; (3) estreptavidina marcada con HRP.

Por lo tanto, la invencion incluye un kit de inmunoensayo que comprende un ligando inmunolégico como se describe en
la presente descripcion, y un agente competidor que se une a dicho ligando inmunolégico y opcionalmente uno o mas de
un reactivo de lavado, un tampédn, un reactivo de parada, un marcador de enzima, sustrato del marcador de enzima,
patrones de calibracién, un anticuerpo anti-ratén e instrucciones para llevar a cabo dicho inmunoensayo.

Los ensayos descritos en la presente descripcion son utiles en el diagnéstico de la enfermedad aterosclerética en
pacientes. Adicionalmente, los ensayos son Utiles para la evaluacion de la progresion de la enfermedad, y la supervision
de la respuesta a la terapia. Los ligandos inmunoldgicos de la invencion pueden usarse, ademas, en la inmunotincion para
mostrar la presencia o localizacién de productos de escisiéon de cualquier proteina de la placa aterosclerética descrita en
la presente descripcion.

La invencion se explicara e ilustrara adicionalmente con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra un ejemplo de una curva estandar ajustada de 4 parametros con concentraciones de péptido de 0,
3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200 ng/ml obtenidas en el ejemplo 1.

La Figura 2 muestra los resultados de las pruebas de ELISA competitivas obtenidas en el ejemplo 1.

Los paneles Ay B de la Figura 3 muestran los niveles plasmaticos de MMCN-151 en ratones control (ctrl) y ratones ApoE-
KO, al inicio (BL), después de 10 semanas y después de 20 semanas de alimentacién ya sea con una dieta estandar (A)
o una dieta alta en grasas (B) obtenida en el ejemplo 1.

La figura 4 muestra los resultados obtenidos en el ejemplo 1 que muestran el efecto de la dieta sobre los niveles circulantes
de neoepitopo MMCN-151 después de 20 semanas de alimentacion. Aqui, comparamos el efecto de la dieta normal (ND)
con la dieta alta en grasas (HFD) en el plasma de ratones control (ctrl) y de los ratones con anulacién de la apolipoproteina
E (ApoE KO).

La figura 5, paneles A y B, muestran la correlacion entre a) colesterol en plasma de ratones controles alimentados con
HFD y sus niveles plasmaticos de fragmentos de mimecano y b) colesterol en plasma de ratones ApoE KO alimentados
con HFD y los niveles de fragmentos de mimecano.
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La Figura 6 muestra los niveles plasmaticos de fragmentos de mimecano en pacientes humanos caracterizados por niveles
de Ca?* altos y controles.

La Figura 7 muestra los resultados de un ELISA tipo sandwich que se describe mas abajo.
Ejemplo 1.
Escision in vitro

Se escindié6 mimecano recombinante de ratén (num. de cat. 2949-MC-050, R & D Systems, DIN) con MMP-12 activada
(num. de cat. ab54058, Abcam, RU). Para facilitar la escisién por la MMP-12 del mimecano, se filtr6 mimecano 1 mg/ml
para eliminar las proteinas por debajo de 10.000 kDa (Microcon Ultracel YM-10, nim. de cat. 42407, Millipore, Billerica,
MA, EE.UU.). La escision por proteasa se realizd6 mediante la mezcla de 100 ug de mimecano y 1 yg de enzima (MMP-
12) en tampon MMP (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, CaCl2 10 mM, acetato de Zn 2 mM, pH 8,0). Como control, se
mezclaron 100 yg de mimecano Unicamente con tampén MMP. Las escisiones de mimecano se incubaron durante 24
horas a 37 °C. Todas las escisiones se terminaron mediante el uso de EDTA. Finalmente, la escisién se verificd por
visualizacion mediante el uso del kit de tincion de plata SilverXpress® (nium. de cat. LC6100, Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Identificacion de péptidos

Los fragmentos de péptidos en las muestras in vitro escindidas se identificaron mediante el uso de espectrometria de
masas desorcion laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) y cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem con ionizacion por electronebulizacion (ESI) (LC- MS/MS). Las muestras
MALDI-TOF se purificaron mediante el uso de puntas de pipeta zip-tips C18 (num. de cat. ZTC18S024, Millipore, Billerica,
MA, EE.UU.) de acuerdo con las especificaciones y 0,1 ug de material se eluyeron en una placa de objetivo de acero
molido MTP 384 (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania). Los espectros de masas en tandem MALDI se registraron en un
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF ultraflex de Bruker (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania) en modo reflector de
ion positivo. Los espectros de masa se calibraron externamente en el intervalo m/z de 800-4.000 mediante el uso de
péptidos generados por la digestion triptica de B-lactoglobulina bovina. Se usé el software m/z "Flexanalysis" (Bruker-
Daltonics, Bremen, Alemania) para analizar los espectros. Las muestras de LCMS se ultrafiltraron para eliminar las
proteinas por encima de 10 kDa, el pH se ajustd a 2,0 mediante el uso de acido férmico, y una muestra de 4 ul se analizé
mediante LC-MS/MS. La LC se realizé en una columna nanoACQUITY UPLC BEH C18 (Waters, Milford, MA, EE.UU.)
mediante el uso de un gradiente de acido féormico/acetonitrilo. La MS y la MS/MS se realizaron en un espectréometro de
masas de alta definicion Synapt de tiempo de vuelo cuadruple MS (QUAD-TOF; Waters, Milford, MA, EE.UU.), con un
intervalo de adquisicion de 350-1.600 m/z en MS y 50-2.000 m/z, en MS/MS. Se us6 el software "ProteinLynx Global
SERVER (PLGS)" (Waters, Milford, MA, EE.UU.) para analizar espectros y generar listas de picos. Para identificar los
péptidos, los datos de MS y MS/MS se analizaron contra la base de datos de proteinas mimecano (FASTA) mediante el
uso del software Mascot 2.2 (Matrix Science, Boston, MA, EE.UU.) tanto con las configuraciones MALDI-TOF/TOF como
con ESI-QUAD-TOF.

Ejemplo 2.
Seleccion del péptido para inmunizaciones

Los primeros seis aminoacidos de cada extremo libre de las secuencias identificadas por MS se consideraron como
neoepitopos generados por la proteasa en cuestion. Todas las secuencias generadas por proteasa obtenidas se
analizaron en cuanto a la homologia y la distancia a otros sitios de escision y después se sometieron a analisis BLAST
(Herramienta Basica de Busqueda de Alineacion Local) para su homologia mediante el uso de la Red de Analisis de
Secuencias de Proteinas NPS@.

Reactivos y péptidos

Todos los reactivos eran productos quimicos estandar de calidad alta de compafias como Merck y Sigma Aldrich. Los
péptidos sintéticos usados para la produccion y validacion de anticuerpos monoclonales fueron: (a) péptido inmunogénico:
Ovalbumina-GGC-EDIEDGTFSK (OVA)-sec. con num. de ident.: 27, (b) péptido de tamizaje EDIEDGTFSK -sec. con nim.
de ident.: 28, (c) péptido de deseleccion EDIEDGTFSKL -sec. con num. de ident.: 29 que se ha alargado con un
aminoacido en el extremo C-terminal, los cuales se compraron de Chinese Peptide Company, Beijing, China. Los reactivos
de conjugacion de péptidos se produjeron por Pierce (Thermofisher, Dinamarca).

Tampones usados para los ELISA

El tampdn usado para disolver el péptido de recubrimiento se componia de lo siguiente: NaHPO4 40 mM, 12 H20, KHPO4
7 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, EDTA 25 mM, Tween 20 al 0,1 %, BSA al 1 %, sorbitol al 10 %, pH 7.
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Se uso para la incubacion del ensayo de suero/plasma un tampén que contenia los productos quimicos siguientes:
TRIZMA 100 mM, Tween 20 al 0,05 %, BSA al 0,1 %, Bronidox L5 al 0,36 %, pH 7,4. Para los pasos de lavado, usamos
un tampon compuesto por: TRIZMA 25 mM, NaCl 50 mM, Bronidox L5 al 0,036 %, Tween 20 al 0,1 %, y tampdn de parada
de reaccion compuesto de H,SO4 al 0,1 %.

Las placas ELISA usadas para el desarrollo del ensayo se recubrieron con estreptavidina de Roche nim. de cat.:
11940279. Todas las placas de ELISA se analizaron con el lector de ELISA de Molecular Devices, SpectraMax M, (CA,
EE.UU.).

Desarrollo de un ELISA

Los métodos para el desarrollo de anticuerpos monoclonales se describieron previamente (Barascuk y otros, C3). En
resumen, se inmunizaron ratones Balb/C de 4-6 semanas por via subcutanea con 200 ul de antigeno emulsionado y 50
pg de MMCN-151 (EDIEDGTFSK) como Ovalbumina-GGC-EDIEDGTFSK. Se realizaron inmunizaciones consecutivas a
intervalos de 2 semanas en adyuvante incompleto de Freund, hasta que se alcanzaron niveles de titulos de suero estables,
y alos ratones se les extrajo sangre a partir de la 2da inmunizacién. En cada extraccion de sangre, se detecto el titulo del
suero y se selecciono el ratdn con el titulo de antisuero mas alto para la fusion. El ratén seleccionado se dejo en reposo
durante 1 mes seguido de refuerzo intravenoso con 50 ug de MMCN-151 en 100 pl de solucién de cloruro de sodio al 0,9
% 3 dias antes del aislamiento del bazo para la fusién celular.

Fusién

Se siguid el procedimiento de fusion descrito previamente?® con SP2/0 como células de mieloma. Las células de fusion
se clonaron en platos de cultivo celular de 35 mm mediante el método de medio semisolido y las placas se incubaron en
una incubadora de CO». A continuacion, los clones se colocaron en dieciséis placas de microtitulacion de 96 pocillos y se
dejaron durante tres dias, seguido del tamizaje de los sobrenadantes de cultivo.

Tamizaje de anticuerpos

Los sobrenadantes se tamizaron en una configuracion de ELISA competitivo. El péptido EDIEDGTFSK se us6 como el
péptido de seleccion y el EDIEDGTFSKL como el péptido alargado. Se seleccionaron lineas celulares especificas para el
péptido de seleccion y sin reactividad cruzada con el péptido alargado y se purificaron los anticuerpos.

Metodologia ELISA para MMCN-151

En los experimentos preliminares, optimizamos los reactivos, sus concentraciones y los periodos de incubacion mediante
la realizacion de varios analisis de tablero de damas. El ELISA de MMCN-151 se desarroll6 de la manera siguiente: Una
placa ELISA de 96 pocillos recubierta previamente con estreptavidina se recubrié adicionalmente con 1,25 ng/ml del
péptido sintético Biotin-EDIEDGTFSK disuelto en tampoén PBS-TBE a 20 °C durante 30 min mediante agitacion constante
a 300 rpm. La placa se lavo cinco veces en tampoén de lavado y se afiadieron 20 pl de muestra, seguido de 100 ul de una
solucion de AcM anti-humano-MMCN-151 (30 ng/ml) conjugada con peroxidasa. La placa se incub6 durante 1 hora a 20
°C en tampon Tris-BT 100 mM, tiempo durante el cual se agité a 300 rpm.

La placa se lavé de nuevo cinco veces seguido de la adicion de 100 ul de tetrametilbenzinidina (TMB) (num. de cat. 4380H
de Kem-En-Tec). La placa se incub6 durante 15 min en la oscuridad y se agité a 300 rpm. Para detener la reaccion, se
afadieron 100 pl de solucion de parada (H2SO4 al 95-97 %, num. de cat. Merck 1.00731) y la placa se analizé en el lector
de ELISA a 450 nm con 650 nm como referencia.

Estandares

Se realiz6 una curva estandar por dilucion en serie de MMCN-151 (EDIEDGTFSK). Las concentraciones estandar fueron
0, 0,3125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 ng/ml.

Muestras para probar la reactividad nativa de los anticuerpos

Durante el desarrollo y la validacion del ensayo, se us6 suero de sujetos adultos sanos de diferentes edades y sexo. Las
muestras de suero se obtienen de jovenes voluntarios sanos de 23-50 afios de edad. El control positivo usado en los
ensayos fue el material obtenido de la escision in vitro de mimecano con MMP-9 y MMP-12 humanas purificadas. Ademas,
ensayamos muestras de suero de diferentes especies, lo que incluye ratdn, rata, conejo, mono, y cerdo para determinar
el nivel de reactividad cruzada entre especies.

Evaluacion técnica del ELISA

Todos los ELISA se desarrollaron de acuerdo con los procedimientos operativos estandares internos. Abordamos los
requisitos siguientes:
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Precision y exactitud dentro del ensayo: Se realizaron 10 corridas independientes en 10 placas diferentes en las muestras
de prueba, las cuales consisten de suero humano.

Precision y exactitud interensayos: Esto se determiné mediante 10 corridas de ensayo independientes de cada muestra
de validacion en 10 placas diferentes.

Limite inferior de deteccion (LLD, por sus siglas en inglés): En una corrida analitica, se realizaron 40 determinaciones del
estandar mas bajo (los estandares cero). Esto se repiti6 tres veces. En cada plato se estimé el LLD como el siguiente:
LLD=media-3xDesv.Est. La concentracion del LLD se calcul6 mediante el uso de la ecuacion de ajuste de 4 parametros
para generar la concentracion promedio del LLD.

Recuperacion: Cuatro muestras diferentes que cubrian mas del 50 % de la curva estandar, de todas las diluciones, fueron
retrocalculadas de muestras diluidas a no diluidas para estimar el porcentaje de recuperacion.

Muestras de animales

20 ratones machos ApoE KO y 20 ratones machos C57BL/6 de tipo salvaje de 10 semanas de edad de Taconic, Europa
A/S (Lille Skensved, Dinamarca) se alimentaron tanto con la dieta de mantenimiento estandar Altromin (ID del producto:
1320, Brogaarden, Dinamarca) como con la dieta con alto contenido de grasa D12492 que contiene 60 % de grasa
(Brogaarden, Dinamarca), ad libitum. Se siguieron las directrices éticas para las investigaciones experimentales en
animales y el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacion local - "Dyreforsogstilsynet”. El estudio
se ajustod, ademas, a la "Guide for care and use of laboratory animals" publicada por el National Institute of Health de los
EE.UU. Cuando los ratones tenian 10 (inicio del estudio), 20 y 30 semanas, las muestras de plasma se colectaron
mediante muestreo de sangre mediante el uso de la puncién retroorbital o, en el caso del sacrificio, en las semanas 20 o
30, mediante aspiracion con jeringa de la vena yugular (alrededor de 1 ml). La sangre heparinizada (heparina de litio) se
centrifugd, y el plasma se congel6 a -20 °C hasta que se analizé. El colesterol plasmatico se midié por ensayos enzimaticos
mediante el uso de un analizador de Molecular Devices, SpectraMax M, (CA, EE.UU.).

Densitometria

Las mediciones de densitometria se realizaron mediante el uso de UN-SCAN-IT Version 6.1 de Silk Scientific, de acuerdo
con las directrices del fabricante.

Analisis de imagenes de histologia

Las secciones histologicas de aorta de ratdn se tifieron con azul Alcian y se analizaron mediante el uso del software
Visiopharm versién 3.2.8.0 (Harsholm, Dinamarca). La aplicacion Visiopharm permitié la cuantificacion de areas de tejido
especificas que contenian tinciéon positiva. Las imagenes se adquirieron mediante el uso de una camara digital de
microscopio Pixelink PL-A623C.

Analisis estadistico

Para la validacion del ensayo, se ajusto la densidad Optica contra la concentracion del analito mediante la aplicaciéon de
una regresion logistica de cuatro parametros a la curva de calibracién. Se calcul6 el promedio, desviaciones estandar,
porcentaje de coeficiente de variacion (% CV), y las diferencias a partir de los valores tedricos para todos los estandares
y muestras. Los datos cuantitativos se analizaron mediante el uso de GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego,
CA, EE.UU.). Las diferencias significativas entre medias se determinaron mediante el uso de la prueba t de Student de
dos colas no pareada, sin asumir una distribucién gaussiana. Las correlaciones entre los valores séricos de MMCN-151 y
el resto de las variables estudiadas se analizaron con la prueba de dos colas de Pearson. Los datos se expresaron como
media + error estandar de la media y las diferencias se consideraron significativas a un nivel de p de 0,05 o inferior.

Resultados

Especificaciones técnicas de ELISA

El anticuerpo con la mejor reactividad nativa, afinidad y estabilidad en el ensayo se eligié a partir de los clones productores
de anticuerpos generados después de la fusion de células de bazo y mieloma. El clon elegido para la purificacion del
anticuerpo y el posterior desarrollo del ELISA fue el NB206-15B6-F8, levantado contra el antigeno MMCN-151.

Curva estandar y recuperacion

En la figura 1 se presenta una curva estandar tipica, que muestra los estandares elegidos y la ecuacion de ajuste de 4

parametros para la determinacioén de la concentracion de la muestra, basada en concentraciones de péptido de 0, 3,125,
6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200 ng/ml.
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La determinacion de la linealidad o recuperacion por dilucion en muestras diferentes resultd en lo siguiente. El promedio
de las recuperaciones determinadas retrocalculadas a partir de muestras diluidas 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 en la muestra
no diluida fueron cercanas al 100 % y dentro del £ 10 % recomendado (datos no mostrados).

Para garantizar que el anticuerpo producido es especifico para el neoepitopo de mimecano y no reacciona de forma
cruzada con el péptido alargado o el mimecano total, analizamos la reactividad de ensayo del mimecano escindido con
MMP-12 en comparacién con el mimecano sin escindir y el péptido alargado. La figura 2 muestra los resultados de la
prueba de ELISA competitivo de la reaccion del anticuerpo MMCN-151 frente a péptido libre, péptido alargado, mimecano
escindido con MMP12 y mimecano intacto. El eje x es representativo de las concentraciones de péptido libre y alargado.
Las concentraciones de muestras que contienen mimecano y mimecano escindido con MMP12 son de 43 ug/ml como la
concentracion mas alta seguida por la dilucion en factor de 2 de las muestras. Como se muestra en la figura 2, el anticuerpo
MMCN-151 es especifico frente al péptido sintético libre (EDIEDGTFSK), lo que resulta en la inhibicion de la sefial desde
aproximadamente 2,0 DO (450-650) a 0,5. Se observan resultados similares para el mimecano escindido in vitro por
MMP12, donde la inhibicion de la sefal sigue la curva del péptido sintético. Ademas, parece que no hay inhibicion de la
sefial en la muestra que contiene el péptido sintético alargado con un aminoacido EDIEDGTFSKL). Se observa una
competencia muy débil con el mimecano intacto a la concentracion mas alta.

El limite de deteccion mas bajo (LLD) se define como la concentracion de analito mas baja que puede determinarse
cuantitativamente con una precision adecuada, fue de 0,5 ng/ml en el ensayo.

Variabilidad intraensayo y variabilidad interensayo de la precision

Variabilidad intraensayo, calculada como el % de coeficiente de variacion promedio (% CV) de las lecturas de 10
repeticiones de cuatro muestras de suero humano y una muestra de suero de rata. Para las cuatro muestras de suero
humano con una concentracion promedio de MMCN-151 de 5 ng/ml, la variabilidad intraensayo promedio fue del 1,3 %.
La muestra de suero de rata tuvo una concentracion media de MMCN-151 de 13 ng/ml con una variabilidad intraensayo
promedio del 1,1 %.

Se calcularon los % CV medios interensayo a partir de los mismos conjuntos de muestras que los patrones y las pruebas
intraensayo, pero en 10 placas diferentes en 10 dias diferentes. La variabilidad interensayos promedio, entre los niveles
mas altos y mas bajos detectados, fue del 10,2 %.

Los valores plasmaticos de MMCN-151 reflejan aterosclerosis temprana en ratones ApoE KO.

Los niveles plasmaticos de MMCN-151 se midieron en ratones ApoE KO y en los controles C57bl6 al inicio, y a las 10 y
20 semanas de alimentacion con comida normal o dieta alta en grasas HFD, los resultados se muestran en la figura 3,
paneles a y b, respectivamente. El efecto de la dieta en los ratones ApoE KO en comparacion con los ratones control a
las 20 semanas se compard en la figura 3 panel c.

Los resultados del ANOVA de una via fueron significativos (p<0,0001) tanto en el grupo de dieta control como en el grupo
con HFD; en particular, los valores de MMCN-151 fueron mayores significativamente en ratones ApoE-KO en HFD tanto
alas 10 y 20 semanas de alimentacion 12,1 ng/ml, p<0,001 y 18,2 ng/ml, p<0,001 en comparacion respectivamente con
los ratones control en HFD con 5,7 ng/ml, p<0,001 y 10,4 ng/ml.

El efecto de HFD en los niveles circulantes de MMCN-151 aumenta significativamente (p=0,002) en ratones ApoE-KO en
comparacion con los controles después de 20 semanas de alimentacion. No hubo ningun efecto en los niveles de MMCN-
151 en animales que consumieron dieta control, ver figura 3C.

Niveles de colesterol plasmatico en ratones control y ApoE KO.

La figura 4 muestra los niveles de colesterol medidos en plasma de ratones al inicio del estudio y después de 20 semanas
de alimentacion con dieta normal (ND) o dieta alta en grasas (HFD) en ratones control (ctrl) o en ratones ApoE-KO. Se
identifico un nivel mas alto significativamente de colesterol en los ratones control cuando se comparo6 el valor basal y el
punto tiempo 20 semanas para los ratones alimentados con HFD (p <0,001), pero no para los ratones alimentados con
ND. En el caso de los animales ApoE KO, existe como se espera un aumento significativo del colesterol después de las
20 semanas de alimentacién en comparacion con el valor basal tanto en la dieta normal (p=0,001) como en la HFD
(p=0,001). Ademas, existe una diferencia significativa en los niveles de colesterol entre los ratones ApoE KO y los de
control en el nivel basal y en ambos grupos de dieta (p<0,001).

Ademas, investigamos la relacion lineal entre los valores plasmaticos de MMCN-151 y el colesterol total en ratones control
después de 20 semanas de HFD (r=0,48; p=0,276) animales ApoE-KO (r=0,04; p=0,931), figura 5. La figura 5 muestra la
correlacion lineal entre a) colesterol en plasma de ratones controles alimentados con HFD y sus niveles en plasma de
MMCN-151 y b) colesterol en plasma de ratones ApoE KO alimentados con HFD vy los niveles de MMCN-151.

El MMCN-151 plasmatico aumenta en pacientes con calcificaciones arteriales.
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Se obtuvo una mayor comprensiéon sobre la idoneidad de MMCN-151 como un indicador sustituto de los cambios
patolégicos en el tejido cardiovascular mediante la medicion de los niveles plasmaticos de MMCN-151 en pacientes
diagnosticados con deposicion alta de calcio coronario en el sistema cardiovascular. Comparamos estos niveles
plasmaticos de MMCN-151 con los niveles plasmaticos de controles de la misma edad sin deposicién diagnosticada de
calcio coronario, figura 6.

El trabajo anterior muestra que hubo un aumento significativo en MMCN-151 en pacientes con deposiciones de calcio
coronario en comparacion con sus controles de la misma edad. Ademas de las deposiciones de calcio coronario, estos
dos grupos de pacientes parecen similares, sin diferencias significativas en los niveles de colesterol en plasma, presion
arterial o triglicéridos.

En conclusion, hemos desarrollado un ensayo competitivo robusto técnicamente que usa un anticuerpo monoclonal
especifico para la deteccion en suero y plasma de humanos, rata y raton de MMCN-151, un fragmento de mimecano que
se deriva de la degradacion de MMP-9 y 12. Demostramos que MMCN-151 se eleva significativamente en ratones ApoE
KO alimentados con una dieta alta en grasas durante 20 semanas en comparacion con los ratones control.
Adicionalmente, hemos demostrado que las muestras de plasma humano de pacientes diagnosticados con deposiciones
de calcio coronario extensas estaban significativamente elevadas en comparacion con los controles de la misma edad.
Hemos establecido el principio de que los fragmentos que contienen neoepitopo de mimecano proporcionan
biomarcadores valiosos para la CVD y para la calcificacion de la placa aterosclerética.

Ejemplo 3.
Ensayo ELISA tipo sandwich

Un ensayo ELISA tipo sandwich para mimecano se ha desarrollado de la manera siguiente: un anticuerpo receptor se
dirige hacia la secuencia de neoepitopo EDIEDGTFSK!'6% generada mediante la escision in vitro de mimecano por MMP9
y MMP12 y un anticuerpo trazador marcado con HRP se dirige hacia la secuencia solapada parcialmente
1S"TGNLIEDIED"®C. El procedimiento de ELISA fue el siguiente: se recubre una placa de 96 pocillos precubierta
parcialmente con estreptavidina con 1 ug/ml del anticuerpo receptor biotinilado, se disuelve en tampén PBS-BTB 25 mM
y se incuba durante 1 hora a 20 °C. Los calibradores se prepararon mediante una dilucion en factor de de 2 de una muestra
de suero humano con una concentracion elevada de los antigenos (MIM2, fragmentos de mimecano). Se afiadieron 20 pl
del calibrador o muestra a los pocillos apropiados, seguidos de 100 pl de tampon PBS-BTB 25 mMy la incubacién durante
1 hora a 20 °C. Se afiadieron 100 pl de anticuerpo trazador conjugado con HRP 1 ug/ml al pocillo y se incubaron durante
1 hora a 20 °C. Finalmente, se afadieron 100 pl del revelador tetrametilbencidina (TMB) (num. de cat. 4380H Kem-E-
Tec, Taastrup, Dinamarca), y la placa se incubd durante 15 minutos a 20 °C en la oscuridad. Todas las etapas de
incubacion anteriores incluyen agitacion a 300 rpm. Después de cada etapa de incubacion, la placa se lavo cinco veces
en tampon de lavado (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2). La reaccién TMB se detuvo mediante la adicion de 100 ul de
solucion de parada (HCI al 1 %) y se midié a 450 nm con 650 nm como referencia. Se traz6 una curva de calibracion
estandar mediante el uso de un modelo de ajuste matematico de 4 parametros con una concentracion inicial de 500 ng/ml
para el calibrador mediante el uso de una dilucién en factor de 2 y el tltimo estandar fue un estandar cero.

Este ensayo se uso para medir muestras de plasma de CVD obtenidas a través de una colaboracion académica. El grupo
de pacientes incluyd pacientes con aneurisma adrtico abdominal (AAA) (n=6, 3 f, 3 m, edad promedio=69,16+18,36, BMI
promedio=27+4,33), pacientes con aterosclerosis (n=40, 13 f, 27 m, edad promedio=69,25+10,18, BMI=27,63+7,17),
pacientes con enfermedad vascular periférica (PVD, por sus siglas en inglés) (n=22, 8 f, 14 m, edad promedio=68,3319,94,
BMI=30,84+5,00) y pacientes control formados por pacientes quirurgicos no afectados por la CVD (n=25, 14 f, 11 m, edad
promedio=54,57+18,46, IMC=31,19+7,9).

Los resultados se muestran en la figura 7. Los datos muestran una presencia mayor significativamente del fragmento de
mimecano investigado (MIM2) en el plasma de pacientes con aneurisma adrtico abdominal (AAA). Tres de las muestras
de plasma de pacientes con AAA tenian valores de MIM2 muy por encima del intervalo de medicién y, por lo tanto, no se
incluyeron en la figura. Ademas, las muestras de plasma de pacientes ateroscleréticos fueron elevadas en comparacion
con los controles. No se observaron diferencias en pacientes con enfermedad vascular periférica (PVD) en comparacion
con los controles. Estos datos muestran el potencial de este fragmento de mimecano evaluado en un ensayo tipo sandwich
como un marcador no invasivo de enfermedades cardiovasculares e indican que la remodelacion de mimecano es un
evento importante en la patogénesis de la CVD, lo que lleva a la liberacion de fragmentos de mimecano a la circulacion.
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Reivindicaciones

1.

Un método de bioensayo para la cuantificacién de fragmentos peptidicos que comprende un neoepitopo en el
extremo C-terminal o N-terminal formado por escisién in vivo de mimecano por una proteinasa, dicho método
comprende poner en contacto una muestra derivada de un paciente que comprende dichos fragmentos peptidicos
con un ligando inmunolégico que tiene afinidad de unién especifica por dicho neoepitopo y determinar el nivel de
union de dicho ligando inmunolégico a fragmentos de péptidos en dicha muestra, en donde dicho ligando
inmunolégico es reactivo con péptidos que terminan en la secuencia de neoepitopo pero no es reactiva
sustancialmente con mimecano intacto y no es reactiva especificamente con péptidos en los que la secuencia
terminal de neoepitopo se extiende por uno o0 mas aminoacidos adicionales, dicho método comprende, ademas, la
comparacion del nivel determinado de dicha unién de dichos fragmentos de péptidos con valores caracteristicos
de (a) individuos sanos comparables y/o (b) una afeccion aterosclerética patoldgica y asociar un nivel mas alto del
péptido medido con un grado mas severo de dicha afeccion, en donde dicho ligando inmunolégico tiene afinidad
de unién especifica por cualquiera de las secuencias siguientes en el extremo N de un péptido:

DFADIP....
TGNLIE....
LDFTGN....
RLDFTG....
RLEGNP....
DFTGNL....
DHNALE....
DIDAVP....
FTGNLI....
GNLIED....

o con cualquiera de las siguientes secuencias en el extremo C-terminal de un péptido:

....DIPNLR
... DGTFSK
....PIVLGK
....DIEDGT

Un método como se reivindico en la reivindicacion 1, en donde dicho ligando inmunoldgico tiene afinidad de union
especifica para la secuencia EDIEDGTFSK en el extremo C-terminal de un péptido o tiene afinidad de unién
especifica por la secuencia TGNLIEDIED en el extremo C-terminal de un péptido.

Un método como se reivindicod en cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho ligando inmunolégico es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad de unién especifica.

Un método como se reivindicé en cualquier reivindicacién anterior, en donde dicho método se realiza como un
inmunoensayo de competicion en el que dicho ligando inmunoldgico y un agente competidor se incuban en
presencia de dicha muestra y el agente competidor compite con los fragmentos de péptidos en la muestra para
unirse al ligando inmunoldgico, o en donde dicho método se realiza como un inmunoensayo de tipo sandwich en
el que dicho ligando inmunoldgico y un ligando inmunolégico adicional que tiene afinidad de unién especifica por
una secuencia de péptidos contenida en fragmentos de péptidos unidos por dicho ligando inmunoldgico se incuban
en la presencia de dicha muestra y ambos se unen juntos a dichos fragmentos de péptidos en la muestra.

Un método como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra es una
muestra de orina, suero, sangre, plasma o saliva.

Un método como se reivindicd en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra es una
muestra derivada de un paciente, dicho método que comprende ademas comparar el nivel determinado de dicho
ligando de dichos fragmentos de péptidos con valores caracteristicos de individuos sanos comparables.

Un ligando de unién inmunolégica contra un neoepitopo en el extremo C-terminal o N-terminal formado in vivo por
escision de proteasas de mimecano, en donde dicho ligando inmunolégico es reactivo con péptidos que terminan
en la secuencia de neoepitopos pero no reactivos sustancialmente con mimecano intacto y no es especificamente
reactivo con péptidos en los que la secuencia terminal de neoepitopo se extiende por uno o mas aminoacidos
adicionales, en donde el ligando inmunolégico es inmunorreactivo especificamente con el extremo N-terminal de
una cualquiera de las secuencias de aminoacidos:

DFADIP....
TGNLIE....
LDFTGN....
RLDFTG....
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RLEGNP....
DFTGNL....
DH NALE....
DIDAVP....
FTGNLI....
GNLIED....

o con el extremo C-terminal de una cualquiera de las secuencias de aminoacidos:

....DIPNLR
....DGTFSK
....PIVLGK
....DIEDGT

Un ligando inmunoldgico como se reivindico en la reivindicacion 7, que es un anticuerpo monoclonal o un fragmento
de unioén del mismo.

Una linea celular que produce un anticuerpo monoclonal como se reivindico en la reivindicacion 8.
Un kit de inmunoensayo que comprende un ligando inmunolégico como se reivindico en la reivindicacion 7 u 8, y
un agente competidor que se une a dicho ligando inmunoldgico, y opcionalmente uno o mas de un reactivo de

lavado, un tampdn, un reactivo de parada, un marcador de enzima, un sustrato del marcador de enzima, patrones
de calibracion, un anticuerpo anti-raton e instrucciones para realizar un ensayo mediante el uso de dicho kit.
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