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DESCRIPCION
IL-1-o para su uso en un procedimiento de tratamiento de placas aterosclerdticas.

Antecedentes de lainvencion

La IL-lo. se caracteriza bien como un mediador principal de la inflamacién y su funciéon en enfermedades
inflamatorias relacionadas se ha sugerido en diversos modelos animales. Se han detectado auto-anticuerpos (aAb)
de IgG humana contra la interleucina (IL)-la con una frecuencia relativamente alta en la poblacién general. De
hecho, se ha publicado que mas de un 20 % de personas aparentemente sanas tienen aAb altamente especificos
contra la IL-1a. Aunque observaciones de hombres con aAb naturales contra IL-1a han sugerido una funcién para la
neutralizacion de la IL-1a enddgena en riesgo reducido de desarrollo de enfermedades inflamatorias relacionadas,
tales como aterosclerosis o artritis reumatoide, estos estudios no han descartado la presencia de otros auto-
anticuerpos en estos individuos y ha sido dificil establecer un vinculo causal y no se ha establecido claramente
ninguna funcion fisiolégica de estos anticuerpos anti-1L-1a.

El documento W0O2004/100987 desvela el uso de un antagonista de IL-1 en el tratamiento de hiperplasia neointima.

Merhi-Soussi y col., (Cardiovasc. Res., 66, 583-593, 2005) desvelan que la IL-1 desempefia una funcidon en
aterosclerosis en ratones macho con el gen de apolipoproteina E inactivado (knockout).

Svenson y col., (J. Immunol. Methods, 236, 1-8, 2000) desvelan que la IL-1a puede usarse para inmunizar y generar
auto-anticuerpos neutralizantes contra IL-1a.

Massimo y col. (Immunity and Ageing, 3, 4, 2006) desvelan que la IL-1a. es un marcador de senescencia celular
endotelial.

Los documentos W02007/015128 y W0O2007/039552 pueden citarse solo bajo el Articulo 54(3) del CPE y se refieren
al el uso de auto-anticuerpos contra IL-1a para el tratamiento de la aterosclerosis y el uso de IL-1 para el tratamiento
de diversas enfermedades, respectivamente.

Breve descripciéon de los dibujos

FIG. 1. Formacion de auto-anticuerpos anti-IL-1a el dia 56 en ratones C57BL/6 después de tres inyecciones
subcutaneas con conjugado de IL-1a-DPP en alumbre (). Ratones de control inmunizados solo con DPP en
alumbre (m).

FIG. 2. Destruccién mediada por complemento dependiente de anticuerpos de células EL-4. Las células EL-4 se
incubaron con diluciones en serie de antisuero policlonal de raton anti-IL-o. de raton. La proporcién de células
destruidas frente a células viables es proporcional a la concentracién de suero. Como control positivo se usé un
anticuerpo monoclonal humano anti-IL-1a de ratdn. La incubacion con suero murino sin tratar o s6lo medio cultivo
sirvi6 como dos controles negativos.

Descripcién detallada de la invencion

Los ratones ApoE-/- tienen un defecto en el transporte de lipidos modificado por ingenieria genética que da como
resultado una evolucién rapida de placas similares a aterosclerosis en arterias principales. Se considera que estos
ratones son el modelo mas convincente para la aterosclerosis humana, porque son hipercolesterolémicos y
desarrollan espontaneamente lesiones arteriales. En consecuencia, los ratones ApoE-/- se han usado mucho como
un sistema de modelo para el estudio de la aterosclerosis y tratamientos.

Inmunizando ratones ApoE-/- contra IL-1a puede obtenerse, por ejemplo, un modelo animal para la neutralizacion de
anticuerpos de IL-1a. Todos los animales inmunizados desarrollan aAb de IgG contra IL-1a, que persiste a altos
niveles. El aAb contra IL-1a de suero de ratones inmunizados inhibe la uniéon de IL-la a NOB-1, una linea de
linfocitos T murina sensible a IL-1a., y neutraliza la IL-1a (pero no la IL-6 inducida por IL-1f) in vivo.

Los ratones de control ApoE-/- que se alimentan con una dieta alta en grasas desarrollan lesiones similares a la
aterosclerosis en las arterias principales. Las lesiones estan marcadas por infiltracion de macréfagos, un nicleo
necrotico y células de la musculatura lisa proliferantes con diversas cantidades de matriz extracelular. Por el
contrario, los animales ApoE-/- inmunizados contra IL-1a tienen niveles de lesiones ateroscleréticas drasticamente
reducidos y una notable resistencia al avance de la aterosclerosis. En ratones que, antes de la inmunizacién, tienen
estrias adiposas (el comienzo de la lesiones ateroscleréticas) la inmunizaciéon con IL-1a detiene el desarrollo de las
lesiones aterosclerdticas de manera que el lecho vascular permanece esencialmente sano.

Lo ratones ApoE-/- estan bien protegidos contra trastornos relacionados con la aterosclerosis (por ejemplo,
cardiopatia isquémica periférica, arteropatia coronaria, enfermedad cerebrovascular, arteropatia periférica) por la
presencia de auto-anticuerpos contra IL-1a. endégenos generados mediante inmunizacion. El modelo animal apoya
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las observaciones clinicas anteriores de los autores de la invencion de que el hombre con aAb naturales contra IL-1o
tiene una frecuencia reducida de cardiopatias relacionadas con la aterosclerosis en comparacion con el hombre que
no tiene aAb neutralizantes contra IL-1a.

Debido a que se ha encontrado que los seres humanos, que producen aAb contra IL-lad manera natural, tienen
menor riesgo para el desarrollo de aterosclerosis, parece probable que los aAb naturales contra IL-1a desempefien
una funcion fisiolégica neutralizando los efectos inflamatorios perjudiciales de IL-1a en el endotelio vascular. Por
tanto, la invencién también proporciona un procedimiento para el tratamiento de placas ateroscleréticas en un
mamifero induciendo auto-anticuerpos contra IL-1a protectores contra la enfermedad. Observaciones clinicas de
auto-anticuerpos contra IL-1o aproximadamente en el 20 % de la poblacion, sin trastornos de salud evidentes,
sugieren que la administracion de autoanticuerpos neutralizantes contra IL-1a. no supondria un riesgo para la salud.
Ademaés, ratones con el gen de IL-1a inactivado que también son aparentemente sanos, apoyan esta estrategia
como inocua. La induccién de aAb contra IL-1o en seres humanos es por lo tanto una manera inocua y eficaz para
reducir el riesgo y la gravedad de enfermedades relacionadas con la aterosclerosis.

Cualquiera de los procedimientos de inmunizacion conocidos en la técnica puede usarse para conseguir la
respuesta de auto-anticuerpos deseada en cualquier modelo animal o paciente mamifero (por ejemplo, gatos,
perros, ovejas, cerdos, cabras; preferentemente seres humanos) (véase a mas adelante).

ADYUVANTE EJEMPLO

Sal inorgénica Hidréxido de aluminio, fosfato de calcio, hidroxido de
berilio

Sistemas de aplicacion Adyuvante incompleto de Freund

Productos bacterianos Adyuvante completo de Freund, BCG, plasmidos

ADN Motivos CpG

Complejos inmunoestimuladores (ISCOMS) Mezcla de Quil A que contiene proteinas virales

Citocinas GM-CSF, IL-12, IL-1, IL-2

Virus recombinantes Gripe

Conjugado de particulas similares a virus (Particle Like | VLP 2/6 que contienen VP2 de rotavirus bovino y VP6 de

Virus, VLP) rotavirus humano

Bacterias recombinantes Samonella typhimurium atenuada

La descripcién anterior describe en lineas generales la presente invencion. Un entendimiento mas completo puede
obtenerse en relacion con los siguientes ejemplos especificos, que solo se proporcionan con fines ilustrativos y no
pretenden limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Ratones con el gen ApoE inactivado (Knockout)

Se obtuvieron ratones ApoE-/- de Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME. Sdlo se usaron animales macho para evitar
posibles influencias de género sobre el desarrollo de lesiones vasculares; ademas, se han realizado estudios
clinicos para observar una funcién protectora para aAb contra IL-1a. en el avance de la aterosclerosis, hasta el
momento, s6lo en hombres. Se usaron ratones de diez semanas de vida y se alimentaron con una dieta de alto
contenido de colesterol (colesterol al 1,25 %, colato al 0 %; Research Diets, New Brunswick, NJ). Los ratones se
alimentaron con la dieta durante 10 semanas y después se sacrificaron. Se tomaron muestras de sangre y se
perfundieron las aortas, se seccionaron en trozos y se fijaron o0 se congelaron de acuerdo con procedimientos
convencionales.

Ejemplo 2
Inmunizacién con IL-1a murina

Los ratones se inmunizaron con IL-1a. murina conjugada con derivado proteico purificado (DPP) de tuberculina a una
proporcion de 0,41 (p/p) de acuerdo con el procedimiento descrito por Svenson y col., J Immunol Methods. 6 de de
marzo del 2000; 2361(1-2): 1-8. Se inocul6 a los ratones inyecciones subcutaneas en la base de la cola. Las
inoculaciones se repitieron tres veces, con tres semanas de diferencia. Para analizar los aAb contra IL-1a, 2
semanas después de cada inyeccion se extrajo sangre a los ratones del plexo retro-orbital. Los animales de control
recibieron el mismo programa de inoculacion con una solucién de DPP que no contenia IL-1a.
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Ejemplo 3
Ensayos

Las respuestas de IgG de ratdn contra IL-1a se determinaron como describen Svenson y col., 2000. El analisis de
unién de saturacion de IL-1a a IgG se realizé como se describe (Svenson y col., J Clin Invest. Nov 1993; 92(5):
2533-9). Idénticas muestras se procesaron en paralelo sobre las columnas de Sepharose de proteina G y columnas
gue contenian superfine Sephadex G-75 (Svenson y col., Cytokine. Mar 1992; 4(2):1 25-33) para comparar la unién
de *®I-IL-1a a la IgG en suero con la union total a suero.

Se realizaron ensayos de receptores celulares usando la linea de linfocitos T murina NOB-1 como se describe en
Svenson y col., 2000. También se realizaron ensayos RIA para IL-1a y ensayos ELISA para IL-6 como se describe
en Svenson y col., 2000.

Se realiz6 induccidn in vivo de IL-6 como se describe en Svenson y col., 2000.
Ejemplo 4
Ausencia de aAb naturales anti IL-1« en ratones ApoE-/-

Todos los sueros de 15 ratones ApoE-/- de 10 semanas a 10 meses de vida fueron negativos para aAb de IgG anti-
IL-1c.

Ejemplo 5
Generacion de aAb contra IL-1« en ratones ApoE-/-

Después de cuatro inoculaciones con IL-1a conjugada con DPP, todos los ratones tenian altas titulaciones de aAb
de 1gG contra IL-1 a. En el suero de ratones de control inoculados s6lo con DPP no se encontraron aAb. No hubo
diferencia significativa de peso entre los grupos a los 3 meses después de la vacunacion.

Ejemplo 6
Caracterizacion de aAb inducidos contra IL-1«

Se sometid a ensayo suero de los ratones positivos recogido 2 y 6 semanas después de la vacunacion. No se
observo diferencia entre la unién de IL-1a total a suero y la union a IgG. Los valores Kq oscilaban de 0,1 nM a 1,3
nM (por ejemplo, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3 nM).

Ejemplo 7
Caracteristicas de los aAb inducidos contra IL-1«

Los aAb contra IL-1a se sometieron a ensayo usando un RIA. Los antisueros actian de manera similar a los
descritos en Svenson y col. 2000.

Ejemplo 8
Supresion de la unién al receptor

Todos los sueros aAb positivos recogidos dos semanas después de la vacunacion suprimieron la unién de 1210t
a la linea celular murina NOB-1 al menos en un 10 % (por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o el 95 %) y se sometieron a ensayo como se describe en Svenson y col., 2000. Los
controles aAb negativos fueron negativos.

Ejemplo 9
Neutralizacion de IL-1« in vivo

La actividad neutralizante de los antisueros representativos se sometié a ensayo como se describe en Svenson y
col., 2000. Los datos indican que los aAb contra IL-1a neutralizan la actividad de IL-1a en células NOB-1.

Ejemplo 10
Andlisis de lesiones ateroscleréticas

Los ratones se sacrificaron en diferentes momentos y se evalu6 el grado de aterosclerosis. La deposicion de placas
y las lesiones ateroscleréticas se evaluaron en las raices adrticas y en las aortas toracoabdominales y se cuantificd
de acuerdo con procedimientos convencionales (por ejemplo, Trogan y col., Proc Natl Acad Sci USA. 19 de febrero
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del 2002; 99(4): 2234-9; Chaabane y col., Invest Radiol. agosto del 2003; 38(8): 532-8). Las areas de lesién
arterosclerdtica de las raices adrticas en los ratones ApoE -/- inmunizados con IL-1a disminuyeron significativamente
en comparacioén con las de los ratones de control ApoE -/- (por ejemplo, al menos un 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 %). El desarrollo de lesiones ateroscleréticas también se examiné en
preparaciones de la aorta descendiente tefiidas con Sudan IV. La formacion de lesiones ricas en lipidos sudandfilos
en las aortas abdominales de ratones ApoE -/- inmunizados con IL-1a disminuyd significativamente en comparacion
con sus grupos de control de la misma camada (por ejemplo, al menos un 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 %). De manera similar, la formacién de lesiones ateroscleréticas en secciones del arco
aortico, que aparecen tras tincion con hematoxilina-eosina, se reducen significativamente en animales inmunizados
con IL-1a en comparacion con los controles (por ejemplo, al menos un 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90 0 95 %).

El area luminal de las arterias coronarias disminuy6 significativamente en ratones de control ApoE-/- (por ejemplo, al
menos un 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 0 95 %) en comparacién con ratones de
control. Los analisis histolégicos de las raices aorticas demostraron la presencia de células positivas para CD68 en
la neointima en controles ApoE -/- pero no en animales inmunizados con IL-1a.

Ejemplo 11
Materiales y métodos
Medicion por ELISA de titulaciones de anticuerpos anti IL-1«

Durante una noche se incub6 IL-1a humana o murina, respectivamente, en placas ELISA de 96 pocillos, usando 0,5
ug/ml con un volumen de 100 ul por pocillo. Después las placas se lavaron 4 veces con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) + Tween 20 al 0,05 %, a continuacion se saturaron con una solucion de bloqueo que contenia
albumina de suero bovino (BSA) al 1 % en PBS + Tween 20 al 0,05 %. Se usaron 200 pl de este tamp6n de bloqueo
por pocillo durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Después las placas se lavaron de nuevo 4 veces con PBS +
Tween 20 (PBST) al 0,05 %. Después se afiadieron 100 ml de muestras de suero diluidas en serie (diluciones 1:2 en
PBST + BSA al 1 %) y se incubd durante una hora a temperatura ambiente o a 4 °C durante una noche. Después,
las placas se lavaron de nuevo 4 veces con PBST. Después, como anticuerpo secundario, se afiadio anticuerpo anti-
Fc acoplado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (diluido a 1:2000 en PBST con BSA al 1 % en 100 ul por
pocillo, 1 hora, temperatura ambiente). Ser humano: 0,2 pl de anti-IlgG humana de cabra-HRP en PBST 400 ul +
BSA al 1 %. Ratén: 0,5 ul de anti-IgG de raton de cabra conjugada con HRP (H+L). Después las placas se lavaron
de nuevo 4 veces con PBST. La reaccidn de coloracion se realiz6 con tampén ABTS. Tampdn ABTS (acido 3-
etilbenztiazolina-6-sulfénico, Sigma, Cat. N° A-1888, 150 mg, &cido citrico 0,1 M, anhidro Fisher, Cat. N° A-940 en
500 ml; el pH se ajusté a 4,35 con granulos de NaOH y se conservaron alicuotas de 11 ml a -20 °C, SDS al 40 %
(SDS 80 g en 200 ml dd H20), con la adicion de 200 ml de DMF (N,N-dimetil formamida)). A cada pocillo se
afadieron cien ul de tampon ABTS. Cuando es visible un buen contraste, la reaccién se detiene afiadiendo 100 ul de
solucién de acido oxdlico al 2 %. La densidad optica se midié después con un lector ELISA a una longitud de onda
de 405 nm.

Ratones

Los ratones ApoE-/- se obtuvieron de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, cepa 86.129P2-Apoe‘m1U“°/J). Los
ratones homocigotos para la mutacion Apoe"™ "™ mostraron un notable aumento en los niveles de colesterol total en
plasma que no estaban influenciados por la edad o el sexo. A los 3 meses de vida se encontraron estrias adiposas
en la aorta proximal. Las lesiones aumentaron con la edad y progresaron a lesiones con menos lipidos pero con mas
células alargadas, tipicas de un estadio mas avanzado de lesidon pre-aterosclerética. Niveles de triglicéridos
moderadamente aumentados se habian publicado en ratones con esta mutaciéon sobre un fondo genético C57BL/6 x
129 mixto. Ratones deficientes en ApoE de edad avanzada (>17 meses) habian demostrado desarrollar lesiones
xantomatosas en el cerebro que consistian mayormente en hendiduras de colesterol cristalino, glébulos lipidicos y
células vacuoladas. Los xantomas mas pequefios se observaron en el plexo coroideo y en el fondo ventral.
Recientes estudios indican que ratones deficientes en ApoE tienen respuestas alteradas al estrés, aprendizaje
espacial y memoria afectados, potenciacién y lesion sinaptica a largo plazo alterada. Los ratones C57BL/6 y con
SCID se obtuvieron de Harlan (Horst, Paises Bajos).

Inmunizacién de ratones con IL-1« e IL-1/ conjugada con DPP

La IL-1a y la IL-1B se obtuvieron de eBioscience (San Diego, CA). El DPP se obtuvo de Statens Serum Institute
(Copenhague, Dinamarca). El procedimiento para la conjugacion se adapté de Svenson y col. (Svenson M. 2000).
La IL-1a o la IL-1B se incubaron durante 48 h a 4 °C con DPP a una proporcion de 0,41 (p/p) y en presencia de
glutaraldehido al 0,1 % (IL-1/DPP = 0,41). Como un control, el DPP se trat6 en paralelo pero sin IL-1a ni IL-1p.
Después, el conjugado se absorbié a Al(OH); (Rehydragel; Reheis Chemical, Dublin, Irlanda) de manera que en el
volumen final hubo un 1,5 % de AI(OH)s.
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La incubacién con Alimina fue durante 90 minutos a temperatura ambiente. Después las particulas se lavaron con
NaCl al 0,9 % y se resuspendieron en NaCl al 0,9 % a una suspension de 11 pg de IL-10/100 pl, suponiendo una
adsorciéon del 70 % para IL-1o con respecto a Al(OH)s (encontrada en estudios piloto usando 125I-IL-1oc). El
conjugado de IL-1B se prepar6 de la misma manera. Las suspensiones de control se diluyeron de manera idéntica
para ajustar la cantidad de DPP en el conjugado de IL-1a-DPP. Los conjugados se almacenaron a 4 °C hasta su
uso.

Ejemplo 12
Generacion de una respuesta de anticuerpos anti-IL-1« en ratones C57BL/6

Dado que el sistema inmunitario es tolerante frente a autoproteinas, tales como citocinas, la vacunacion activa tiene
que destruir la autotolerancia. En caso de la mayoria de las autoproteinas, la inmunotolerancia esta producida por
una ausencia de linfocitos T especificos como una consecuencia de seleccidon negativa en el timo. En cambio,
linfocitos B potencialmente auto-reactivos estan normalmente presentes. Cuando se inyecta la autoproteina como IL-
la en solitario, éstos linfocitos B no responden, debido a la ausencia de linfocitos T auxiliares. El acoplamiento de
una proteina extrafia, tal como el DPP, al autoantigeno IL-1a, proporciona linfocitos T auxiliares para la estimulacion
de linfocitos B, porque los linfocitos T reconocen el DPP que da como resultado una produccion de anticuerpos de
linfocitos B estimulados contra IL-1a. y DPP.

Por lo tanto, para garantizar la eficacia de los linfocitos T auxiliares para los linfocitos B especificos de IL-1a, se
vacunaron ratones con un conjugado de IL-1a-DPP en alumbre. Las titulaciones de anticuerpo se determinaron por
ELISA. Grupos de 5 ratones recibieron inmunizaciones subcutaneas con 15 pg de IL-1la recombinante conjugada
con 10 pg de DPP usando una etapa de incubacion con glutaraldehido. Después, la alumbre absorbi6 el conjugado
de IL-1a-DPP. Los ratones recibieron tres inmunizaciones subcutaneas de este tipo con un intervalo de tiempo de 2
semanas. Esta inmunizacioén generé altas titulaciones de anticuerpos anti-IL-1a, mientras que los ratones de control
inmunizados con DPP en alumbre no indujeron titulaciones de anticuerpos detectables (FIG. 1). La induccion de
anticuerpos anti-IL-1a requirid al menos 2 inyecciones. Después de una sola inyeccion de conjugado de IL-1a
recombinante-DPP en alumbre no se detectaron respuestas de anticuerpos en suero. Pero después de una tercera
inyeccion de conjugado de IL-lo recombinante-DPP en alumbre todos los ratones vacunados produjeron
anticuerpos anti-IL-1a.

Ejemplo 13
La inmunizacion activa contra IL-1« previene la formacion de aterosclerosis

Se inmunizaron activamente ratones knock out ApoE (de 6 semanas de vida) con 15 pg de IL-1a murina conjugada
con 10 pg de DPP (derivado proteico purificado de M. tuberculosis) en hidréxido de aluminio los dias 0, 14 y 28 por
administracion subcutanea en la region del cuello. El volumen de la inyeccion fue de 100 ul y la cantidad de
hidroxido de aluminio fue aproximadamente de 1 mg. Los ratones de control se trataron de manera similar pero con
una preparacion que contenia la misma cantidad de DPP e hidroxido de aluminio pero que no contenia IL-1a. Se
extrajeron muestras de sangre de la vena de la cola los dias 0, 28, 42 y 56 para medir, por ELISA, la respuesta de
anticuerpos anti-IL-1a.. Cuatro semanas después de la primera inmunizacion, los ratones comenzaron una dieta
aterogénica con pienso granulado que contenia el 16 % de grasa, el 1,16 % de colesterol y el 0,5 % de acido cdlico,
una dieta que se sabe que acelera la aterosclerosis. Después, a las 18 semanas de vida, se realiz6 la eutanasia a
los ratones. Su aorta se extirpé para analisis macroscépico y microscopico. Para la histologia, los portaobjetos se
tifieron usando Hematoxilina y Eosina (HE), asi como Sudan.

Después de este momento, la inspeccion de la aorta expuesta seccionada usando un microscopio binocular mostré
una notable reduccion de placas aterosclerdticas en los ratones ApoE-/- inmunizados activamente contra IL-1ca, pero
no en los ratones de control ApoE-/- inmunizados solo contra DPP.

Ejemplo 14
La inmunizacion pasiva contra IL-1« impide la formacién de aterosclerosis

Se inmunizaron activamente ratones C57BL/6 contra IL-1a. con 3 inyecciones subcutaneas de conjugado de IL-1o-
DPP en alumbre. Después de 56 dias se recogié su suero y las titulaciones de la generacion de auto-anticuerpos
anti-IL-1a. se confirmaron mediante ELISA. Se transfirieron pasivamente 200 ul de este suero a ratones knock out
ApoE de 6 semanas de vida. Estas transferencias pasivas de suero se repitieron cada semana. Ratones de control
ApoE-/- recibieron semanalmente transferencias pasivas de suero de ratones C57BL/6 sin tratar. Comenzando con
estas transferencias de suero pasivas, los ratones ApoE-/- se alimentaron con una dieta aterogénica con pienso
granulado que contenia el 16 % de grasa, el 1,16 % de colesterol y el 0,5 % de acido célico para acelerar la
formacion de aterosclerosis. A los ratones de control ApoE-/- se les transfirid pasivamente 200 ml de suero de
ratones C57BL/6 sin tratar a intervalos semanales. Después de 6 semanas se realiz6 la eutanasia a los ratones para
analisis macroscoépico e histolégico de la aorta. El analisis histolégico incluyé tincién con hematoxilina y eosina de
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cortes transversales asi como tinciones con Sudan.

Después de estas 6 semanas, la inspeccién de la aorta expuesta seccionada usando un microscopio binocular
mostr6 una notable reduccién de placas ateroscleréticas en los ratones ApoE-/- a los que se les habia transferido
pasivamente antisuero anti-IL-1a, pero no en los ratones de control ApoE-/- que recibieron suero sin tratar.

Ejemplo 15
La inmunizacion activa frente a IL-1/ permaneci6 sin efecto sobre la aterosclerosis

Ratones knock out ApoE (de 6 semanas de vida) se inmunizaron activamente con 15 ug de IL-18 murina conjugada
con 10 pg de DPP (derivado proteico purificado de M. tuberculosis) en hidréxido de aluminio los dias 0, 14 y 28 por
administracion subcutanea en la region del cuello. El volumen de la inyeccion fue de 100 pul y la cantidad de
hidréxido de aluminio fue aproximadamente de 1 mg. Los ratones de control se trataron de manera similar pero con
una preparacion que contenia la misma cantidad de DPP e hidroxido de aluminio pero que no contenia IL-1p. Se
extrajeron muestras de sangre de la vena de la cola los dias 0, 28, 42 y 56 para medir, por ELISA, la respuesta de
anticuerpos anti-IL-13. Cuatro semanas después de la primera inmunizacion, los ratones comenzaron una dieta
aterogénica con pienso granulado que contenia el 16 % de grasa, el 1,16 % de colesterol y el 0,5 % de acido cdlico,
una dieta que se sabe que acelera la aterosclerosis. Después, a las 18 semanas de vida, se realiz6 la eutanasia a
los ratones. Su aorta se extirpé para andlisis macroscépico y microscépico. Para la histologia, los portaobjetos se
tiferon usando Hematoxilina y Eosina (HE), asi como Sudan.

Después de este momento, la inspeccion de la aorta seccionada expuesta usando un microscopio binocular mostré
placas ateroscleréticas que tenian la misma extension tanto en ratones ApoE-/- inmunizados contra antisuero IL-13
como en los ratones ApoE-/- de control.

Ejemplo 16
La inmunizacion pasiva frente a IL-1/ permanecio sin efecto sobre la aterosclerosis

Se inmunizaron activamente ratones C57BL/6 contra IL-18 con 3 inyecciones subcutdneas de conjugado de IL-1(3-
DPP en alumbre. Después de 56 dias su suero se recogio y la generacion de titulaciones de autoanticuerpos anti-IL-
1B se confirmd por ELISA. Se transfirieron pasivamente 200 ul de este suero a ratones knock out ApoE de 6
semanas de vida. Estas transferencias pasivas de suero se repitieron cada semana. Ratones ApoE-/- de control
recibieron 200 pl de transferencias de suero de ratones C57BL/6 sin tratar. Comenzando estas transferencias de
suero pasivas, los ratones ApoE-/- se alimentaron con una dieta aterogénica con pienso granulado que contenia el
16 % de grasa, el 1,16 % de colesterol y el 0,5 % de &cido coélico, para acelerar la formacién de aterosclerosis. A los
ratones de control ApoE-/- se les transfirié6 pasivamente 200 ml de suero de ratones C57BL/6 sin tratar a intervalos
semanales. Después de 6 semanas se realiz0 la eutanasia a los ratones para andlisis macroscopico e histolégico de
la aorta. El andlisis histolégico incluy6 tincién con hematoxilina y eosina de cortes transversales, asi como tinciones
con Sudan.

Después de estas 6 semanas, la inspeccién de la aorta seccionada expuesta usando un microscopio binocular
mostré placas ateroscleréticas que tenian la misma extensién en ambos, ratones ApoE-/- que recibieron antisuero
anti-IL-1p o suero de ratones sin tratar.

Ejemplo 17
Destruccién mediada por complemento dependiente de anticuerpos-DCDA

Se inmunizaron activamente ratones C57BL/6 contra IL-1a con 3 inyecciones subcutaneas de conjugado de IL-1a-
DPP en alumbre. Después de 56 dias se recogio su suero y la generacion de titulaciones de autoanticuerpos anti-IL-
1la se confirmd por ELISA. Los sueros se inactivaron con calor. En placas de 96 pocillos, se sembraron 50 ul de una
suspension de células EL-4. A cada uno de estos pocillos se afiadieron 15 pl de diluciones en serie 1:2 del suero
inactivado con calor. Después, las placas se incubaron durante 20 minutos a 37 °C. Después se afiadieron a cada
pocillo 25 ml de suero murino. Tras otras 5 h de incubacion a 37 °C los pocillos se fotografiaron y después las
células se contaron en una camara de recuento usando azul de tripano para diferenciar las células vivas de las
muertas.

El antisuero policlonal de ratén anti-IL-1a de ratén medio la destruccion dependiente de complemento de células
tumorales EL-4 en una manera dependiente de la concentracion. Véase FIG. 2.
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REIVINDICACIONES

1. Una IL-1a para su uso en un procedimiento de tratamiento de placas ateroscleréticas reduciendo dichas placas al
menos un 10 % en un mamifero induciendo autoanticuerpos contra IL-1a.

2. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la IL-1a esté unida a una particula de tipo virus.

3. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o con la reivindicacion 2, en el que el mamifero es un ser
humano.

4. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o con la reivindicacion 2, en el que la IL-1a es una IL-1a
recombinante.

5. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la IL-1o recombinante es murina o humana.
6. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la IL-1a estéd unida a un vehiculo.

7. IL-1o para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el vehiculo es un derivado proteico purificado
(DPP) de tuberculina.

8. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o con la reivindicacién 2, en el que la IL-1o se usa en
presencia de un adyuvante.

9. IL-1a para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el adyuvante es hidréxido de aluminio.
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FIG. 2
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