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DESCRIPCION

Composiciones y procedimientos para el tratamiento y prevencion de afecciones fibréticas, inflamatorias y de
neovascularizacion

Campo de la técnica

En el presente documento se divulgan procedimientos de tratamientos para trastornos oculares usando restos
derivados de inmunitarios que son reactivos contra moléculas lipidicas bioactivas que desempefian un papel en la
enfermedad humana y/o animal como moléculas de sefalizacion. Una clase concreta de lipidos bioactivos de
sefializacion considerados de acuerdo con la presente divulgacion es la de los lisolipidos. Lisolipidos de sefializacion
particularmente preferidos son la esfingosina-1-fosfato (S1P) y los diversos acidos lisofosfatidicos (LPA). Los
anticuerpos contra lipidos de sefializacion, y derivados y variantes de los mismos, se pueden usar en el tratamiento
y/o prevencion de enfermedades o trastornos oculares a través de la liberacion de composiciones farmacéuticas que
contienen dichos anticuerpos, solos o en combinacion con otros agentes terapéuticos y/o tratamientos.

Antecedentes de la invencion

. Introduccién

La descripcion siguiente incluye informacion que puede ser util para la comprension de la presente invencion. No es
una admision de que algo de esta informacién sea técnica anterior, o relevante a ella, de las invenciones
reivindicadas en el presente documento, o que ninguna publicacién a la que se haga referencia especifica o
implicitamente sea técnica anterior o incluso particularmente relevante a la invencioén reivindicada en el presente
documento.

Il. Antecedentes

La presente invencion se refiere a procedimientos de disminucién o atenuacién de neovascularizacion aberrante,
angiogénesis, fibrogénesis aberrante, fibrosis y cicatrizaciéon, e inflamaciéon y respuestas inmunitarias. Estos
procesos, por separado o juntos, estan implicados en muchas enfermedades y afecciones. Estas enfermedades o
afecciones pueden ser sistémicas o pueden estar relativamente localizadas, por ejemplo en la piel o el ojo.

A. Enfermedades y afecciones oculares

La angiogénesis/neovascularizacion patologica o aberrante, el remodelado aberrante, la fibrosis y cicatrizacion y la
inflamacion se producen asociadas con enfermedades isquémicas retinianas y oculares tales como la degeneracion
macular relacionada con la edad (DME), la retinopatia diabética (RD) y la retinopatia de los prematuros (RDP) y
otros trastornos del desarrollo [Eichler y col., (2006), Curr Pharm Des, vol 12: 2645-60] ademas de ser el resultado
de infecciones y lesiones mecanicas en el ojo [Ciulla y col., (2001), Curr Opin Ophthalmol, vol 12: 442-9 y Dart y col.,
(2003), Eye, vol 17: 886-92].

La angiogénesis ocular patolégica es una causa principal de ceguera en diversas afecciones clinicas. La
neovascularizacion coroidea (NVC) se produce en varias enfermedades oculares, siendo la mas prevalente de ellas
la forma exudativa o “humeda” de la DME. Como resultado de una poblaciéon cada vez mas envejecida, la DME es
una epidemia de estos dias y la causa principal de ceguera en el mundo occidental en pacientes mayores de 60
afios de edad. A pesar de la epidemia de pérdida de visidon causada por la DME, soélo unas pocas terapias,
principalmente a base de anti-VEGF, pueden ralentizar la progresion de la DME y todavia menos pueden invertir la
pérdida de vision [Bylsma y Guymer (2005), Clin Exp Optom,. vol 88: 322-34, Gryziewicz (2005), Adv Drug Deliv
Rev, vol 57: 2092-8 y Liu y Regillo (2004), Curr Opin Ophthalmol, vol 15: 221-6.]. Por tanto, el descubrimiento de
nuevos tratamientos para la neovascularizacion patolégica es extremadamente importante.

En el presente documento, la DME se usa Unicamente con fines ilustrativos en la descripcién de afecciones oculares
relacionadas con angiogénesis/neovascularizacion aberrante, remodelado aberrante, fibrosis y cicatrizacion, e
inflamacion, afecciones que se encuentran en otras enfermedades y trastornos oculares como se divulga y reivindica
en el presente documento. La DME implica cambios patolégicos relacionados con la edad [Tezel, Bora y Kaplan
(2004), Trends Mol Med, vol 10: 417-20 y Zarbin (2004), Arch Ophthalmol, 122: 598-614]. Existen multiples teorias
pero la etiologia y patogenia exactas de la DME todavia no se conocen bien. El envejecimiento se asocia con
lesiones oxidativas acumuladas, engrosamiento de la membrana de Bruch y formacion de drusas. La tension
oxidativa tiene como resultado lesiones en las células epiteliales pigmentarias de la retina (EPR) y, en algunos
casos, en la lamina coriocapilar [Zarbin (2004), Arch Ophthalmol, vol 122: 598-614 y Gorin y col., (1999), Mol Vis,.
vol 5: 29]. Probablemente, las lesiones en el EPR provoquen una respuesta inflamatoria crénica dentro de la
membrana de Bruch y en la coroides [Johnson y col. (2000), Exp Eye Res,. vol 70: 441-9]. Esta lesion e inflamacion
fomenta y potencia los dafios en la retina al estimular NVC y atrofia [Zarbin (2004), Arch Ophthalmol, vol 122: 598-
614 y Witmer y col., (2003), Prog Retin Eye Res, vol 22: 1-29]. La NVC tiene como resultado vasos sanguineos (VS)
defectuosos y con fugas que probablemente sean reconocidos como heridas [Kent y Sheridan (2003), Mol Vis, vol 9:
747-55]. La cicatrizaciéon de las heridas comienza en la coroides e invade el espacio subretiniano a través de la
membrana de Bruch y el EPR. Las respuestas de cicatrizacion de heridas se caracterizan por una tipica respuesta
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de inflamacion precoz, una prominente respuesta angiogénica y formacion de tejido, seguidas de la maduracion
terminal de todos los elementos implicados. El remodelado de heridas puede comprometer de forma irreversible a
los fotorreceptores y los EPR, justificando de este modo la necesidad de tratar la NVC con algo mas que terapias
antiangiogénicas [La Cour, Kiilgaard y Nissen (2002), Drugs Aging, vol 19: 101-33.12].

Las alteraciones en la arquitectura retiniana y subretiniana normal como resultado de fibrosis relacionada con NVC,
edema e inflamacién individualmente o de forma acumulada, conducen a pérdida de visién relacionada con la DME
[Tezel y Kaplan (2004), Trends Mol Med, vol 10: 417-20 y Ambati y col., (2003), Surv Ophthalmol, vol 48: 257-93].
Las multiples interacciones celulares y de las citocinas que estan asociadas con la DME exudativa complican
considerablemente la busqueda de tratamientos eficaces. Aunque la NVC y el edema se pueden tratar en parte con
terapéuticas anti-VEGF, no se han abordado adecuadamente los posibles tratamientos para mitigar la formacion de
cicatrices y la inflamacion [Bylsma y Guymer (2005), Clin Exp Optom, vol 88: 322-34 y Pauleikhoff (2005), Retina, vol
25: 1065-84]. Siempre que el complejo neovascular permanezca intacto, como parece ser el caso en pacientes
tratados con agentes anti-VEGF, el potencial de fibrosis subretiniana y futura pérdida de vision persiste.

Las terapias anti-VEGF-A representan un reciente avance significativo en el tratamiento de la DME exudativa. No
obstante, en el ensayo de fase Il VISION con PEGAPTANIB, un aptamero de alta afinidad que inhibe de forma
selectiva la isoforma 165 de VEGFA, se demostré que el paciente medio sigue perdiendo vision y solo un pequefio
porcentaje ha ganado vision [Gragoudas y col., (2004), N Engl J Med, vol 351: 2805-16]. La inhibiciéon de todas las
isoformas de VEGF-A (inhibicién de pan-VEGF) con el fragmento de anticuerpo RANIBIZUMAB dio resultados
mucho mas impresionantes [Brown y col., N Eng Med,2006 355:1432-44, Rosenfeld y col., N Eng J Med
2006355:1419-31]. En el ensayo de 2 afios de duraciéon MARINA y el ANCHOR de 1 afio de duraciéon se demostrd
que aproximadamente el 40 % de los pacientes alcanza alguna ganancia de vision. Aunque estos resultados
representan un gran avance en nuestra capacidad para tratar la DME exudativa, también demuestran que en el 60
% de los pacientes no mejora la visién. Adicionalmente, estos pacientes tenian que cumplir unos criterios de
inclusion y de exclusion estrictamente definidos. Los resultados en una poblacién mas amplia de pacientes pueden
ser menos solidos.

Todavia existe la necesidad bien definida de desarrollar otros agentes terapéuticos dirigidos a otras etapas en el
desarrollo de la NVC y los procesos que conducen en Ultima instancia a la destruccion de fotorreceptores. En primer
lugar, el crecimiento de VS coroideos implica una interaccion orquestada entre muchos mediadores, no solo el
VEGF, lo que ofrece la oportunidad de modular o inhibir la totalidad del proceso [Gragoudas y col., (2004), N Engl J
Med, vol 351: 2805-16]. En segundo lugar, la MDE comprende componentes vasculares y extravasculares. El
componente vascular implica células endoteliales vasculares (CE), precursores de CE y pericitos. El componente
extravascular, que aparece volumétricamente como el componente mayor, estd compuesto por células epiteliales
inflamatorias, gliales y pigmentarias de la retina (EPR) y fibroblastos. Los dafios tisulares pueden ser resultado de
cualquiera de estos componentes. Los actuales tratamientos anti-VEGF no abordan estos otros aspectos del
proceso patoldgico. Dirigir elementos adicionales de la cascada angiogénica asociada con la DME podria
proporcionar un enfoque mas eficaz y sinérgico del tratamiento [Spaide RF (2006), Am J Ophthalmol, vol 141: 149-
156].

1. Inflamacién en la enfermedad ocular

Cada vez existen mas pruebas de que la inflamacién, especificamente los macréfagos y el sistema del complemento
[Klein y col., (2005), Science, vol 308: 385-9 y Hageman y col., (2005), Proc Natl Acad Sci U S A, vol 102: 7227-32]
desempefian un papel importante en la patogenia de la DME exudativa. La histopatologia de las membranas
neovasculares coroideas extirpadas quirdrgicamente demuestra que los macrofagos estan presentes de forma casi
universal [Grossniklay col., (1994), Ophthalmology, vol 101: 1099-111 y Grossniklaus y col., (2002), Mol Vis, vol 8:
119-26]. Existen abundantes pruebas de que los macréfagos pueden desempefiar un papel activo en la mediacion
de la formacién de NVC y su propagacion [Grossniklaus y col., (2003), Mol Vis, vol 8: 119-26; Espinosa-Heidmann, y
col., (2003), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 44: 3586-92; Oh col., (1999), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 40: 1891-8;
Cousins y col., (2004), Arch Ophthalmol, vol 122: 1013-8; Forrester (2003), Nat Med, vol 9: 1350-1 y Tsutsumi y col.,
(2003), J Leukoc Biol, vol 74: 25-32] mediante multiples efectos, que incluyen la secrecion de enzimas que pueden
danar a las células y degradar la membrana de Bruch, asi como la liberacién de citocinas proangiogénicas [Otani y
col., (1999), Ophthalmol Vis Sci, vol 40: 1912-20 y Amin, Puklin y Frank (1994), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 35:
3178-88] En el lugar de la lesion, los macréfagos exhiben signos micromorfolégicos de activacion, tal como
desgranulacion [Oh y col., (1999), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 40: 1891-8 y Trautmann y col., (2000), J Pathol, vol
190: 100-6]. Por tanto, se cree que una molécula que limite la infiltracion de macroéfagos en el complejo neovascular
coroideo puede ayudar a limitar la formacion de NVC.

2. Neovascularizaciéon coroidea y maduracién de vasos sanguineos en la enfermedad ocular

La angiogénesis es un componente esencial de la cicatrizacion normal de heridas, ya que libera oxigeno y nutrientes
a las células inflamatorias y ayuda a eliminar residuos [Lingen (2001), Arch Pathol Lab Med, vol 125: 67-71]. La
angiogénesis progresiva esta compuesta por dos procesos distintos: Etapa |: Migracion de CE vasculares, en
respuesta a estimulos cercanos, a los extremos de los capilares en los que proliferan y forman estructuras
luminares; y Etapa Il: Poda de la red vascular y optimizacién de la vasculatura [Guo y col., (2003), Am J Pathol, vol
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162: 1083-93].

Etapa I: Neovascularizacion. La angiogénesis suele ayudar a la cicatrizacion de heridas. No obstante, habitualmente
los vasos nuevos, cuando no estan controlados, son defectuosos y fomentan las fugas, hemorragias e inflamacion.
La reduccion de VS disfuncionales y permeables mediante GF proangiogénicos dirigidos ha demostrado alguna
capacidad para ralentizar la progresion de la DME [Pauleikhoff (2005), Retina, vol 25: 1065-84.14 y van
Wijngaarden, Coster y Williams (2005), JAMA, vol 293: 1509-13].

Etapa II: Maduracion de los vasos sanguineos y desensibilizacién a farmacos. La inhibicion de Pan-VEGF parece
ejercer su efecto beneficioso principalmente a través de una accién de antipermeabilizacion que tienen como
resultado la resolucién del edema intra y subrretiniano, ya que la lesion real de NVC no involuciona
considerablemente [Presentacién en Angiogenesis 2006 Meeting. 2006. Bascom Palmer Eye Institute Miami,
Florida]. La ausencia de una involucién marcada de la NVC puede deberse, en parte, a la maduracién de los vasos
recién formados debido a la cobertura con pericitos. Los pericitos desempefian un papel crucial en el desarrollo y
mantenimiento del tejido vascular. La presencia de pericitos parece conferir resistencia a los agentes anti-VEGF y
compromete su capacidad para inhibir la angiogénesis [Bergers y Song (2005), Neuro-oncol, vol 7: 452-64;
Yamagishi e Imaizumi (2005), Int J Tissue React, vol 27: 125-35; Armulik, Abramsson and Betsholtz (2005), Circ
Res, vol 97: 512-23; Ishibashi y col., (1995), Arch Ophthalmol, vol 113: 227-31]. Es probable que un agente que tiene
un efecto inhibidor sobre el reclutamiento de pericitos rompa el ensamblaje de los canales vasculares y la
maduraciéon de los canales neovasculares coroideos de modo que se perpetua su sensibilidad a los agentes
antiangiogénicos.

El remodelado de la red vascular implica ajustes en la densidad de los VS para satisfacer las necesidades
nutricionales [Gariano y Gardner (2005), Nature, 438: 960-6]. Los periodos de inmadurez de los VS corresponden a
los periodos en los que los vasos nuevos estan funcionando pero que todavia no han adquirido un recubrimiento de
pericitos [Benjamin, Hemo and Keshet (1998), Development, 125: 1591-8 y Gerhardt y Betsholtz (2003), Cell Tissue
Res, 2003. 314: 15-23]. Este retraso es esencial para proporcionar una ventana de plasticidad para el ajuste fino del
desarrollo de la vasculatura de acuerdo con las necesidades nutricionales de la retina o la coroides.

El lipido bioactivo esfingosina-1-fosfato (S1P), VEGF, PDGF, las angiopoyetinas (Ang) y otros factores de
crecimiento (GF) aumentan el crecimiento de los vasos sanguineos y reclutan células de musculo liso (CML) y
pericitos para los vasos nuevos que estimularan el remodelado de los vasos emergentes [Allende y Proia (2002),
Biochim Biophys Acta, vol 582: 222-7; Gariano y Gardner (2005), Nature, vol 438: 960-6; Grosskreutz y col., (1999),
Microvasc Res, vol 58: 128-36; Nishishita, y Lin (2004), J Cell Biochem, vol 91: 584-93 y Erber y col., (2004), FASEB
J, vol 18: 338-40.32]. Los pericitos, muy probablemente generados mediante diferenciacion in situ de precursores
mesenquimatosos en el momento del brote de las CE o por la migracion y diferenciacion de las células de musculo
liso arterial, se asocian intimamente y envuelven las CE, lo que tiene como resultado la madurez vascular global y la
supervivencia [Benjamin, Hemo y Keshet (1998), Development, vol 125: 1591-8]. En estudios recientes se ha
demostrado que la S1P y el receptor S1P1 estan implicados en el trafico en la superficie celular y la activacion de la
molécula de adhesion célula-célula N-cadherina [Paik y col., (2004), Genes Dev, vol 18: 2392-403]. La N-cadherina
es esencial para las interacciones entre CE, pericitos y células murales que estimulan el desarrollo de un lecho
vascular estable [Gerhardt y Betsholtz (2003), Cell Tissue Res, vol 314: 15-23]. La delecion global del gen de S1P1
tiene como resultado el envolvimiento de las células murales aberrantes de VS nacientes necesario para la
estabilizacion de los VS durante el desarrollo embrionario [Allende y Proia (2002), Biochim Biophys Acta, vol 1582:
222-7]. La inyeccion local del ARNsi en S1P1 suprime la estabilizacion vascular en modelos de xenoinjerto tumoral
[Chae y col., (2004), J Clin Invest, vol 114: 1082-9]. En estudios con ratones transgénicos se ha demostrado que
VEGF y PDGF-B estimulan la maduracion y la estabilizacion de nuevos VS [Guo y col., (2003), Am J Pathol, 162:
1083-93 y Gariano y Gardner (2005), Nature, vol 438: 960-6.50]. EI VEGF regula por aumento la Ang-1 (ARNm vy
proteina) [Asahara y col., (1998), Circ Res, vol 83: 233-40]. La Ang-1 desempefia un papel principal en el
reclutamiento y sostén del soporte periendotelial por los pericitos [Asahara y col., (1998), Circ Res, vol 83: 233-40].
La inyeccion intraocular de VEGF aceler6 la cobertura por pericitos del plexo de CE [Benjamin, Hemo and Keshet
(1998), Development, vol 125: 1591-8]. Los embriones de ratéon deficientes en PDGF-B carecen de pericitos
microvasculares, lo que conduce a edema, microaneurismas y hemorragias letales [Lindahl y col., (1997), Science,
vol 277: 242-5]. En estudios prenatales murinos se ha demostrado que se requieren sefales adicionales para
completar la estimulacion por VEGF y PDGF de la maduracioén del lecho vascular. En base a la transactivacion de la
S1P indicada anteriormente, este factor podria ser la S1P [Erber y col., (2004), FASEB J, vol 18: 338-40]. La
estabilizacion y maduracion de los vasos se asocia con una pérdida de plasticidad y la ausencia de regresion la
retirada de VEGF vy otros GF y resistencia a terapias antiangiogénicas [Erber y col., (2004), FASEB J, vol 18: 338-40
y Hughes. y Chan-Ling (2004), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 45: 2795-806]. Los pericitos confieren resistencia de
los VS a los inhibidores angiogénicos y estabilizan inicialmente los vasos maduros y los que son reclutados para
vasos inmaduros tras el tratamiento [Erber y col., (2004), FASEB J, vol 18: 338-40]. Después de envolver las CE
inmaduras, los pericitos expresan factores de supervivencia compensatorios (Ang-1 y PDGF-B) que protegen las CE
de los agentes proapoptoticos.

3. Edema y permeabilidad vascular

Las membranas de la NVC estan compuestas por CE vasculares fenestradas que tienden a perder sus contenidos
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intravasculares hacia el espacio circundante, lo que tiene como resultado hemorragia subretiniana, exudados y
acumulacion de fluidos [Gerhardt y Betsholtz (2003), Cell Tissue Res, vol 14: 15-23]. Durante muchos afios se ha
implicado al propio tejido de NVC, y mas recientemente la neovascularizacion intrarretiniana, como responsables de
la disminucidon de la agudeza visual asociada con la DME. No obstante, ahora se piensa que el edema macular
causado por un incremento de la permeabilidad vascular (PV) y la posterior rotura de la barrera hematorretiniana
(BHR) desempefian un papel importante en la pérdida de vision asociada con la DME y otras enfermedades
oculares [Hughes y Chan-Ling (2004), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 45: 2795-806; Felinski y Antonetti (2005), Curr
Eye Res, vol 30: 949-57; Joussen y col., (2003), FASEB J, vol 17: 76-8 y Strom y col., (2005), Invest Ophthalmol Vis
Sci, vol 46: 3855-8].

4. Fibrosis, fibrogénesis y formacién de cicatrices

La formacion de fibrosis subretiniana conduce a dafios irreversibles en los fotorreceptores y a una pérdida de vision
permanente. Siempre que el complejo neovascular permanezca intacto, como parece ser el caso en pacientes
tratados con agentes anti-VEGF, el potencial de fibrosis subretiniana y futura pérdida de vision persiste. En una
actualizacién del estudio PRONTO de RANIBIZUMAB se ha descubierto que en los pacientes que pierden vision
esta pérdida se debe a fibrosis subretiniana o de un desgarro en el EPR [Presentacion en el Angiogenesis 2006
Meeting. 2006. Bascom Palmer Eye Institute Miami, Florida.]. Es probable que un agente que pueda disminuir el
grado de infiltracion de fibroblastos y de depdsito de colageno sea valioso.

Los fibroblastos, en particular los miofibroblastos, son elementos celulares clave en la formaciéon de cicatrices en
respuesta a las lesiones celulares y la inflamacion [y col., (2002), Nat Rev Mol Cell Biol, vol 3: 349-63 y Virag and
Murry (2003), Am J Pathol, vol 163: 2433-40]. La expresiéon génica de colageno en miofibroblastos es un rasgo
caracteristico del remodelado y necesaria para la formacion de cicatrices [Sun y Weber (2000), Cardiovasc Res, vol
46: 250-6 y Sun y Weber (1996), J Mol Cell Cardiol, vol 28: 851-8]. La S1P estimula la cicatrizacion de heridas a
través de la activacion de la migracion y proliferacion de fibroblastos al tiempo que incrementa la produccion de
colageno [Sun y col., (1994), J Biol Chem, vol 269: 16512-7]. La S1P producida localmente por las células dafiadas
podria ser responsable de una cicatrizacion de heridas maladaptativa asociada con el remodelado y la formacion de
cicatrices. Por tanto, se cree que los inhibidores de la S1P son utiles en enfermedades o afecciones caracterizadas,
al menos en parte, por fibrogénesis aberrante o fibrosis. En el presente documento, “fibrogénesis” se define como
actividad o numero excesivos de fibroblastos y “fibrosis” se define como actividad o nimero excesivos de
fibroblastos que conduce a una producciéon de colageno excesiva o inadecuada y cicatrizacion, destruccion de la
estructura tisular fisiolégica y/o una contraccion inadecuada de la matriz que conduce a patologias tales como
desprendimiento de retina u otros procesos que producen deterioro de la funcién organica.

B. Otras enfermedades o afecciones

El papel de los lipidos bioactivos de sefializacion, como S1P y LPA, no se limita a las enfermedades y afecciones
oculares. Dada la implicacién de la sefializaciéon de biolipidos en muchos procesos, incluidos neovascularizacion,
angiogénesis, fibrogénesis aberrante, fibrosis y cicatrizacion, e inflamacion y respuestas inmunitarias, se cree que
los inhibidores a base de anticuerpos de estos lipidos bioactivos seran utiles en diversas enfermedades y afecciones
asociadas con uno o mas de estos procesos. Dichas enfermedades y afecciones pueden ser sistémicas (p. €j.,
esclerodermia sistémica) o se localizan en una o mas partes u 6rganos especificos del cuerpo (p. €j., piel, pulmén u
ojos).

C. Lipidos bioactivos de sefializacion

Actualmente los lipidos y sus derivados se reconocen como dianas importantes para investigacion médica, no solo
como simples elementos estructurales en las membranas celulares o como fuentes de energia para la g-oxidacion,
la glicolisis u otros procesos metabdlicos. En concreto, ciertos lipidos bioactivos funcionan como importantes
mediadores de la sefalizacion en enfermedades animales y humanas. Aunque la mayoria de los lipidos de la
membrana plasmatica desempefian un papel exclusivamente estructura, solo una pequefia proporcién de ellos esta
implicada en la relajacion de los estimulos extracelulares en las células. “La sefializacion de lipidos” se refiere a
cualquiera de una serie de vias de transduccién de la sefal celular que usan lipidos de la membrana celular como
segundos mensajeros, asi como a la interaccion directa de una molécula de sefializacion lipidica con su propio
receptor especifico. Las vias de sefalizacion lipidica se activan mediante diversos estimulos extracelulares que
varian desde factores de crecimiento a citocinas inflamatorias y regulan las decisiones sobre el destino de las
células tales como apoptosis, diferenciacion y proliferacion. La investigacion en la sefializacion de lipidos bioactivos
es un area de intensa investigacion cientifica porque cada vez se identifican mas lipidos bioactivos y se caracterizan
sus acciones.

Ejemplos de lipidos bioactivos incluyen los eicosanoides (incluidos cannabinoides, leucotrienos, prostaglandinas,
lipoxinas, acidos epoxieicosatrienoicos e isoeicosanoides), mediadores cannabinoides no eicosanoides, fosfolipidos
y sus derivados tales como acido fosfatidico (PA) y fosfatidilglicerol (PG), factor de activacién de plaquetas (PAF)y
cardiolipinas, asi como lisofosfolipidos tales como lisofosfatidilcolina (LPC) y varios acidos lisofosfatidicos (LPA). Los
mediadores de lipidos bioactivos de sefalizacion también incluyen los esfingolipidos, tales como esfingomielina,
ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina, esfingosilfosforilcolina, esfinganina, esfinganina-1-fosfato (dihidro-S1P) y
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esfingosina-1-fosfato. Los esfingolipidos y sus derivados representan un grupo de moléculas de sefializacion
extracelulares e intracelulares con efectos pleiotropicos sobre importantes procesos celulares. Otros ejemplos de
lipidos bioactivos de sefializacion incluyen fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (Pl), fosfatidiletanolamina (PEA),
diacilglicérido (DG), sulfatadas, gangliésidos y cerebrdsidos.

D. Lisolipidos

Los lisofosfolipidos (LPL), también conocidos como lisolipidos, son lipidos de bajo peso molecular (normalmente de
menos de aproximadamente 500 dalton) que contienen una Unica estructura de hidrocarburo y un grupo principal
polar que contiene un grupo fosfato. Algunos lisolipidos son lipidos de sefializacion bioactivos. Dos ejemplos
concretos de lisolipidos bioactivos médicamente importantes son LPA (estructura de glicerol) y S1P (estructura
esfingoide). Las estructuras de LPA seleccionados, S1P y dihidro S1P se presentan mas adelante.

LPA (20:4) LPA (16:0) LPA (18:2) LPA (18:1) LPA(18:0) S1P Dihidro-S1P

LPA no es una entidad molecular sencilla sino una coleccién de variantes estructurales enddgenas con acidos
grasos de varias longitudes y grados de saturacion (Fujiwara y col., (2005), J Biol Chem, vol. 280: 35038-35050). El
esqueleto estructural de los LP deriva de fosfolipidos basados en glicerol tales como fosfatidilcolina (PC) o acido
fosfatidico (PA). En el caso de los lisoesfingolipidos, tales como S1P, falta el acido graso del esqueleto de ceramida.
El esqueleto estructural de S1P, dihidro-S1P (DHS1P) y esfingosilfosforilcolina (SPC) esta basado en esfingosina,
que deriva de la esfingomielina.

LPA y S1P regulan varias vias de sefializacion celular mediante la uniéon de la misma clase de multiples receptores
acopladas a proteina G con dominios transmembrana (GPCR) (Chun J, Rosen H (2006), Current Pharm Des, vol.
12: 161-171 y Moolenaar WH (1999), Experimental Cell Research, vol. 253: 230-238). Los receptores de S1P se
denominan S1P1, S1P2, S1P3, S1Ps y S1Ps (anteriormente EDG-1, EDG-5/AGR16, EDG-3, EDG-6 y EDG-8) y los
receptores de LPA se denominan LPA;, LPA,, LPA3 (anteriormente, EDG-2, EDG-4, y EDG-7). Un cuarto receptor
de LPA de esta familia se ha identificado para LPA (LPA4) y también se han comunicado otros supuestos receptores
para estos lisofosfolipidos.

E. Esfingosina-1-fosfato

La SP1 es un mediador de la proliferacion celular y protege de la apoptosis a través de la activacion de las vias de
supervivencia (Maceyka y col., (2002), BBA, vol 1585): 192-201 y Spiegel S. y col., (2003), Nature Reviews
Molecular Cell Biology, vol 4: 397-407). Se ha propuesto que el equilibrio entre los niveles de ceramida/esfingosina
(CER/SPH) y S1P proporciona un mecanismo reostatico que decide si una célula es dirigida a la via de la muerte o
se la protege de la apoptosis. La enzima reguladora clave del mecanismo reostatico es la esfingosina quinasa
(SPHK) cuyo papel es convertir los lipidos de sefalizacion bioactivos estimuladora de la muerte (CER/SPH) en la
S1P estimuladora del crecimiento. La S1P tiene dos destinos: S1P se puede degradar por accion de la S1P liasa,
una enzima que escinde la S1P en fosfoetanolamina y hexadecanal o, menos frecuente, es hidrolizada por la S1P
fosfatasa en SPH. La S1P se genera de forma abundante y almacena en las plaquetas, que contienen niveles altos
de SPHK y carece de las enzimas para la degradacion de S1P. Cuando las plaquetas se activan se secreta S1P.
Ademas, también se cree que otros tipos de células, por ejemplo, los mastocitos, son capaces de secretar S1P. Una
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vez secretada, se piensa que la S1P se encuentra en concentraciones elevadas sobre las proteinas transportadoras
tales como seroalbumina y lipoproteinas. La S1P se encuentra en concentraciones elevadas en plasma, con
concentraciones en el intervalo de 0,5 — 5 uM. Aunque también se han sugerido acciones principalmente
extracelulares e intracelulares de la S1P (véase, por ejemplo, Spiegel S, Kolesnick R (2002), Leukemia, vol. 16:
1596-602; Suomalainen, y col., (2005), Am J Pathol, vol. 166: 773-81).

La amplia expresion de los receptores de S1P en la superficie celular permite que la S1P influya sobre un diverso
espectro de respuestas celulares, incluidas proliferacion, adhesion, contraccion, motilidad, morfogénesis,
diferenciacion y supervivencia. Este espectro de respuesta parece depender del solapamiento o los claros patrones
de expresion de los receptores de S1P dentro de los sistemas celulares y tisulares. Ademas, recientemente se ha
demostrado el entrecruzamiento entre las vias de sefalizacion de S1P y los factores de crecimiento, incluido el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
de crecimiento beta transformante (TGFp) y el factor de crecimiento fibroblastico basico ((bFGF) (véase, por
ejemplo, Baudhuin, y col., (2004), FASEB J, vol. 18: 341-3). Dado que la regulacién de varios procesos celulares que
implican a la S1P tiene un impacto concreto sobre la sefializacién neuronal, el tono vascular, la cicatrizacion de
heridas, el trafico de células inmunitarias, la reproduccion y la funcién cardiovascular, entre otros, se cree que las
alteraciones de los niveles enddgenos de S1P dentro de estos sistemas pueden tener efectos perjudiciales,
provocando varias afecciones patofisioldgicas, incluidas cancer, insuficiencia cardiaca, enfermedad ocular y
enfermedades infecciosas y autoinmunitarias. Los autores han propuesto que una estrategia potencialmente eficaz
para tratar la NVC asociada con la DME es reducir los niveles extracelulares de S1P biolégicamente disponibles. Los
solicitantes han desarrollado un anticuerpo monoclonal murino (SPHINGOMAB™, mAb anti-S1P) que es especifico
de S1P. SPHINGOMAB representa el primer anticuerpo monoclonal creado con éxito contra un esfingolipido
bioactivo diana de sefializacion. SPHINGOMAB actia como una esponja molecular para absorber selectivamente la
S1P del fluido extracelular, disminuyendo la concentracion eficaz de S1P. Se une selectivamente a la S1P y la
neutraliza con afinidad picomolar en matrices biolégicas. Los autores proponen que SPHINGOMAB privaria a los
fibroblastos, pericitos y células endoteliales, inflamatorias e inmunitarias en el ojo de importantes factores de
crecimiento y de supervivencia, apuntando de este modo a las multiples etapas maladaptativas de la DME lo que
tiene como resultado la pérdida de fotorreceptores y de agudeza visual. Una terapéutica dirigida simultaneamente a
multiples componentes de la respuesta neovascular coroidea tiene el potencial de ser una terapéutica mas potente
que las terapéuticas con “una Unica diana”.

Como se usa en el presente documento, “esfingosina-1-fosfato” o “S1P” se refiere a la esfingosina-1-fosfato
[efingeno-1-fosfato; D-eritro-esfingosina-1-fosfato; esfing-4-enina-1-fosfato; acido (E,2S,3R)-2-amino-3-hidroxi-
octadec-4enoxi] fosfonico; CAS 26993-30-6] y sus variantes, S1P y DHS1P (dihidro esfingosina-1-fosfato
[esfinganina-1-fosfato; acido [(2S,3R)-2-amino-3-hidroxi-octadecoxilfosfonico;  D-Eritro-dihidro-D-esfingosina-1-
fosfato;CAS 19794-97-9] e esfingosilfosforilcolina. “Variantes” de S1P y LPA, como se usan en el presente
documento, incluye analogos y derivados de S1P y LPA, respectivamente, que funcionan de un modo similar, o
cabria esperar que funcionaran de un modo similar, a la molécula parental.

Cada vez mas pruebas sugieren que la S1P podria contribuir a las etapas tempranas y tardias del remodelado
retiniano maladaptativo asociado con la DME exudativa. La S1P tiene un pronunciado efecto proangiogénico no
dependiente de VEGF. La S1P también estimula la migracién, proliferacion y supervivencia de multiples tipos de
células, incluidos fibroblastos, CE, pericitos y células inflamatorias, las mismas células que participan en los
multiples procesos maladaptativos de la DME exudativa. La S1P esta ligada a la produccion y activacion de VEGF,
bFGF, PDGF y otros factores de crecimiento (GF) implicados en la patogenia de la DME exudativa. Por ultimo, la
S1P puede modular la maduracioén de la vasculatura nueva, un proceso que conduce a una pérdida de sensibilidad a
agentes antiangiogénicos. Inhibir la accion de la S1P podria ser un tratamiento terapéutico eficaz para la DME
exudativa que puede ofrecer significativas ventajas sobre los abordajes exclusivamente anti-VEGF o puede actuar
de forma sinérgica con ellos para abordar los procesos complejos y las multiples etapas que, en ultima instancia,
conducen a la pérdida de vision asociada con la DME.

Cada vez hay mas pruebas de que la S1P es un mediador importante de los acontecimientos inflamatorios [Olivera
and Rivera (2005), J Immunol,. vol 174: 1153-8]. Las plaquetas activadas, neutréfilos, macréfagos y mastocitos
sirven como fuentes ricas de S1P tras la coagulacion y los acontecimientos inflamatorios [Yatomi y col., (2000)
Blood, vol 96: 3431-8]. Dado que estas células son importantes componentes en la respuesta de inflamacion y la
pérdida de tejido, la S1P puede regular estos acontecimientos mediante el control de la funcién de las células
inflamatorias [Tezel (2004), Trends Mol Med, vol 10: 417-20]. La S1P liberada de los mastocitos es responsable de
muchas de las respuestas en modelos animales experimentales de inflamacién [Jolly y col., (2004), J Exp Med,.vol
199: 959-70 y Jolly y col., (2005), Blood, vol 105: 4736-42]. La neutralizacién de la S1P con SPHINGOMAB podria
proporcionar un nuevo y eficaz medio de limitar la respuesta inflamatoria perjudicial que exacerba los dafios en el
tejido ocular de NVC asociada con la DME.

Varias lineas de evidencia sugieren que la S1P, y el complemento de los receptores de la S1P, pueden desempefiar
un papel regulador fundamental en el proceso angiogénico [Allende y Proia 2002), Biochim Biophys Acta,. vol 1582:
222-7; Spiegel (1993), J. Lipid Med,.vol 8: 169-175 y Argraves y col., (2004), J Biol Chem, vol 279: 50580-90]. En
primer lugar, la S1P estimula la sintesis de ADN y la motilidad quimiotactica de las CE vasculares locales y
derivadas de la médula 6sea en los sitios de vascularizacion, al tiempo que induce la diferenciaciéon de estructuras
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multicelulares consistentes con la formacién precoz de VS [Lee y col., (1999), Biochem Biophys Res Commun, vol
264: 743-325 y Annabi, y col., (2003), Exp Hematology,. vol 31: 640-649]. En segundo lugar, la S1P estimula la
formacion y el mantenimiento del ensamblaje de las CE vasculares y la integridad activando tanto S1P{ como S1Ps,
y el ensamblaje de la unién adherente de las CE inducida por S1P. (2004), Genes Dev, vol 18: 2392-403 y Lee y
col., (1999), Cell, vol 99: 301-12]. Los oligonucleétidos antisentido contra estos receptores de S1P disminuyen el
ensamblaje de las CE vasculares inducido por S1P y la integridad de la barrera celular [English, y col., (1999), J
Hematother Stem Cell Res, vol 8: 627-34 y Lee y col., (2001), Mol Cell, vol 8: 693-704]. En tercer lugar se ha
demostrado que la formacién de tubos capilares inducida por S1P es un estimulo proangiogénico mas potente que
bFGF o VEGF [Wang y col., (1999), J. Biol. Chem., vol 274: 35343-50 y Lee y col., (1999), Biochem Biophys Res
Commun, vol 264: 743-325]. Por ultimo, se ha demostrado que la S1P produce un efecto sinérgico con VEGF, EGF,
PDGF, bFGF y IL-8 para estimular el desarrollo de redes vasculares in vivo [Wang y col., (1999), J Biol. Chem., vol
274: 35343-50]. La S1P transactiva los receptores EGF y VEGF2 [Tanimoto, Jin y Berk (2002), J Biol Chem, vol 277:
42997-3001] y VEGF regula por aumento los receptores de S1P [lgarashi y col., (2003), Proc Natl Acad Sci U S A,
vol 100: 10664-9]. El tratamiento de las CE vasculares con VEGF induce marcadamente la regulacion por aumento
de la expresion de S1P1 y potencia las vias de sefializacion mediadas por S1P que conducen a la activacion de la
isoforma endotelial de la 6xido nitrico sintasa (eNOS) [Lee y col., (2001), Mol Cell, vol 8: 693-704 y Tanimoto, Jin y
Berk (2002), J Biol Chem, vol 277: 42997-3001 y Igarashi y Michel (2001), J Biol Chem, vol 276: 36281-8]. La
actividad de la eNOS desempefia un papel crucial en diferentes respuestas celulares y funciones vasculares
esenciales, incluida la inhibicién de la apoptosis, la inhibicién de la agregacion plaquetaria y la angiogénesis [Kwon
y col. (2001), J Biol Chem, vol 276: 10627-33; Huang (2003), Curr Hypertens Rep, vol 5: 473-80; Dantas, Igarashi
Michel (2003), Am J Physiol Heart Circ Physiol, vol 284: H2045-52; Rkitake y col., (2002), Arterioscler Thromb Vasc
Biol, vol 22: 08-114 y Kimura y Esumi (2003), Acta Biochim Pol, vol 50: 49-59]. Las estructuras vasculares
resultantes de la exposicion a bFGF y S1P eran mas diferenciadas que las obtenidas de la exposicién a bFGF solo,
lo que sugiere que la S1P puede ser necesaria para la actividad completa de bFGF y VEGF [English y col., (2000),
FASEB J, vol 14: 2255-65.].

Por tanto, SPHINGOMAB puede mitigar el crecimiento aberrante de VS neutralizando los GF proangiogénicos
sinérgicos y, posiblemente, la S1P producida en exceso durante la tension metabdlica en las células inflamatorias
asociadas con la NVC. SPHINGOMAB no solo inhibe la migracién/infiltracion de CE inducida por S1P y la formacién
de VS sino que también neutraliza la vascularizacion inducida por bFGF y VEGF a través de su efecto sobre S1P.
SPHINGOMAB tiene una posible ventaja sobre las terapéuticas "de una Unica diana" por su capacidad para
neutralizar la S1P, lo que tiene como resultado la neutralizaciéon de multiples GF mediante los efectos pleiotrépicos
de la S1P.

La neutralizacion directa de S1P y una neutralizacion indirecta de VEGF y PDGF-B mediante SPHINGOMAB podria
evitar el reclutamiento de pericitos, la maduraciéon de VS y ralentizar el desarrollo de resistencias a farmacos
antiangiogénicos. Apuntar a los pericitos, en un esfuerzo de extender o aumentar la vulnerabilidad a agentes
antiangiogénicos, representa un atractivo abordaje a largo plazo en el tratamiento de pacientes que presentan
lesiones NVC activas y podrian estimular la involucion de complejos vasculares [Erber y col. (2004), FASEB J, vol
18: 338-40].

La S1P ayuda en la organizacioén de la actina en anillos corticales y refuerza la adherencia intracelular y a la matriz
celular [McVerry y Garcia (2005), Cell Signal, vol 17: 131-9 and McVerry y Garcia (2004), J Cell Biochem, vol 92:
1075-85]. Estos cambios estructurales se correlacionan con una menor permeabilidad vascular [Hla (2004), Semin
Cell Dev Biol, vol 15: 513-20]. Se ha demostrado que blogueando la funcién de S1P aumenté la permeabilidad
vascular en rifiones, el sistema pulmonar y tumores [LaMontagne y col., (2006), Cancer Res, vol 66: 221-31;
Sanchez et al. (2003), J Biol Chem, vol 278: 47281-90 y Awad y col., (2006), Am J Physiol Renal Physiol, vol 290:
F1516-24]. No obstante, se sabe poco acerca de los efectos sobre la permeabilidad de S1P en diferentes sistemas
organicos, tales como el cerebro y los ojos. Las CE en el cerebro, y probablemente en los ojos, forman barreras mas
estrechas y menos permeables a los fluidos y solutos que las CE de las arterias pulmonares [Schnitzer y col.,
(1994), Biochem Biophys Res Commun, vol 199: 11-19] y muy probablemente que las del rifién y los tumores
también. Las funciones de barrera diferencial se han atribuido a una poblacion significativamente mayor de
complejos de adhesion focal [Schnitzer y col., (1994), Biochem Biophys Res Commun, vol 199: 11-19]. A la luz de
estas diferencias, las alteraciones inducidas por S1P en la permeabilidad vascular ocular pueden ser menos
influyentes.

VEGF y PDGF pueden comprometer la integridad de la barrera hematorretiniana (BHR): La capacidad de
SPHINGOMAB para neutralizar la transactivacion de S1P de VEGF y PDGF podria ser eficaz en la mitigacion del
edema macular asociado con DME [Sanchez y col., (2003), J Biol Chem, vol 278: 47281-90; Saishin y col., (2003), J
Cell Physiol, vol 195: 241-8 y Vinores y col., (2000), Gen Pharmacol, vol 35: 233-9]. Los ratones transgénicos que
sobreexpresan VEGF demuestran una degradacion de la BHR que se produce en el area de la NVC similar a la
observada en la DME vy las retinopatias diabéticas [Vinores y col., (2000), Adv Exp Med Biol, vol 476: 129-38]. Los
inhibidores de la PDGF receptor quinasa disminuyeron las fugas causadas por la degradacion inducida de las
prostaglandinas de la BHR [Lindahl y col., (1997), Science, vol 277: 242-5]. Por ultimo, SPHINGOMAB mitiga los
efectos de bFGF and VEGEF in vivo, tal como se ve en un ensayo en un modelo murino de tapén de Matrigel como se
describe en los ejemplos de esta solicitud.
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S1P y la proliferacion de fibroblastos y proteccion frente a la muerte celular: Los fibroblastos responden al
tratamiento con S1P mediante un incremento en la sintesis de ADN; los fibroblastos transfectados con esfingosina
quinasa 1 (sphK1) exhiben un incremento de la proliferacion celular [Hammer y col., (2004), J Cell Biochem, vol 91:
840-51]. Similar a los efectos de la S1P sobre otros varios tipos de fibroblastos (Swiss 3T3, pulmonar y cardiacos), la
S1P puede estimular la proliferacion de fibroblastos oculares (y la posterior diferenciacion). Los fibroblastos estan
protegidos directamente de la apoptosis mediante la adicion de S1P y los inhibidores de sphK1 potencian la
apoptosis [Olivera y col., (1999), J Cell Biol, vol 147: 545-58]. La S1P bloquea la liberacion del citocromo C y la
posterior activacion de la caspasa [Olivera y col., (1999), J Cell Biol, vol 147: 545-58 and Kang y col., (2004), Cell
Death Differ, vol 11: 1287-98]. Se ha establecido que sphK1 regula por aumento la Akt, de modo que regula los
miembros de la familia Bcl-2 [Limaye y col., (2005), Blood, vol 105: 3169-77] y protege a los fibroblastos de la
apoptosis.

S1P y migracion de fibroblastos: La S1P activa los sistemas de sefializacion, incluido Rho, lo que tiene como
resultado el ensamblaje de los filamentos de actina contractiles controlado por el sistema Rho/Rac/Cdc42 y conduce
a efectos sustanciales sobre la migracion celular [Radeff-Huang y col., (2004), J Cell Biochem,. Vol 92: 949-66]. La
activacion de Rho y de las Rho GTPasas por la S1P puede ser responsable de la migracion de los fibroblastos
oculares a la herida y, de este modo, contribuye a la fibrosis.

S1P y expresion de colageno en fibroblastos. La S1P estimula la diferenciacion de los fibroblastos quiescentes en
miofibroblastos activos que exhiben una expresion potenciada del colageno durante la formacién de cicatrices [Urata
y col., (2005), Kobe J Med Sci, vol 51: 17-27]. Junto con la proliferacién y migracién de los fibroblastos a la zona de
cicatrizacion, los miofibroblastos depositan una red granular temporal que consiste principalmente en osteopontina y
fibronectina [Sun y Weber (2000), Cardiovasc Res, vol 46: 250-6]. A medida que procede el remodelado, se absorbe
la matriz temporal y se establece una red de colageno [Sun y Weber (2000), Cardiovasc Res, vol 46: 250-6]. Los
autores han demostrado que la S1P estimula la produccion de colageno por los miofibroblastos. Se ha demostrado
que el TGF, un bien conocido mediador de la fibrosis, regula por aumento varias proteinas profibréticas, convierte
los fibroblastos en miofibroblastos y estimula la expresion de proteinas inflamatorias posiblemente a través de la
accion de S1P [y col., (2005), J Mol Cell Cardiol, vol 39: 699-707 y Butt, Laurent y Bishop (1995), Eur J Cell Biol, vol
68: 330-5]. La regulacion por aumento de TIMP1, una molécula de sefializacién implicada en la diferenciacion
estimulada por TGF de los fibroblastos en miofibroblastos, se bloquea mediante ARNsi contra sphK1 [Yamanaka y
col., J Biol Chem. 2004 Dec 24;279(52):53994-4001, lo que sugiere que SPHINGOMAB podria mitigar los efectos
profibréticos de TGFR asi como mitigar los efectos fibrogénicos de la propia S1P. La minimizacién de la formacion
de cicatrices maladaptativas mediante neutralizacién de la S1P podria ser beneficiosa y prevenir pérdidas
irreversibles de la agudeza visual limitando la extension de la fibrosis subretiniana y el posterior dafio en los
fotorreceptores.

F. Acidos lisofosfaticos (LPA)

Los LPA se conocen desde hace tiempo como precursores de la biosintesis de los fosfolipidos en células tanto
eucariéticas como procaridticas, pero ha sido recientemente cuando los LPA han surgido como moléculas de
sefializacion que se producen y liberan rapidamente por células activadas, principalmente plaquetas, para influir
sobre las células diana actuando sobre receptores especificos de la superficie celular (véase, por ejemplo,
Moolenaar y col., (2004), BioEssays, vol. 26: 870-881 y van Leewen y col., (2003), Biochem Soc Trans, vol 31: 1209-
1212). Ademas de ser sintetizados y procesados en fosfolipidos mas complejos en el reticulo endoplasmico, os LPA
se pueden generar a través de la hidrdlisis de fosfolipidos preexistentes tras la activacion celular; por ejemplo, en la
posiciéon sn-2 normalmente falta un residuo de acido graso debido a la desacetilacion, dejando solo el hidroxilo en
sn-3 esterificado en un acido graso. Ademas, una enzima clave en la produccion de LPA, la autotaxina
(lisoPLD/NPP2), puede ser el producto de un oncogén, ya que muchos tipos de tumor regulan por aumento al
autotaxina (Brindley (2004), J Cell Biochem, vol. 92: 900-12). Se han notificado las concentraciones de LPA en
plasma y suero humano, incluidas las determinaciones realizadas usando procedimientos de CL/EM sensibles y
especificos (Baker y col., (2001), Anal Biochem, vol 292: 287-295). Por ejemplo, en suero humano recién preparado
dejado reposar a 25 °C durante una hora, se ha estimado que las concentraciones de LPA son de aproximadamente
1,2 uM siendo los analogos de LPA 16:0, 18:1, 18:2, y 20:4 |la especie predominante. De un modo similar, en plasma
humano recién preparado dejado reposar a 25 °C durante una hora, se ha estimado que las concentraciones de LPA
son de aproximadamente 0,7 uM siendo los analogos de LPA 16:0, 18:1 y 18:2 la especie predominante.

Los LPA influyen sobre una amplia gama de respuestas bioldgicas, incluida la induccién de proliferacion celular, la
estimulacion de la migracion celular y la retraccion de neuritas, el cierre de uniones comunicantes (Goetzl. y col.,
(2002), Scientific World Journal, vol 2: 324-338). El volumen de conocimientos sobre la biologia de los LPA sigue
creciendo a medida que se analiza la capacidad de respuesta de los LPA en mas y mas sistemas celulares. Por
ejemplo, ahora se sabe que, ademas de estimular el crecimiento y la proliferacion celulares, los LPA estimulan la
tension celular y la union de la fibronectina a la superficie celular, que son importantes acontecimientos en la
reparacion y regeneracion de heridas (Moolenaar y col., (2004), BioEssays, vol. 26: 870-881). Recientemente
también se ha atribuido actividad antiapoptética a los LPA y recientemente se ha notificado que el receptor de la
proliferacion de peroxisomas gamma es un receptor/diana para los LPA (Simon y col., (2005), J Biol Chem, vol 280:
14656-14662).
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Recientemente, los solicitantes han desarrollado varios anticuerpos monoclonales contra los LPA. Como el
anticuerpo anti-S1P, los anticuerpos anti-LPA pueden neutralizar varios LPA y mitigar su accién bioldgica y
farmacologica. Para aplicacion en enfermedades y afecciones oculares, cabria esperar que los anticuerpos anti-LPA
actuaran sobre los procesos siguientes para un beneficio terapéutico.

NVC y maduraciéon de los VS: La autotaxina, una lisofosfolipasa D secretada responsable de producir LPA, es
esencial para la formacién de vasos sanguineos durante el desarrollo [van Meeteren y col., (2006), Mol Cell Biol, vol
26: 5015-22]. Ademas, los LPA insaturados se identificaron como principales contribuyentes a la induccion de la
desdiferenciacion de las células de musculo liso vascular. (2001), Circ Res, vol 89: 251-8].

Edema y permeabilidad vascular: Los LPA inducen exudacion plasmatica y liberacion de histamina en ratones
[Hashimoto y col., (2006), J Pharmacol Sci, vol 100: 82-7].

Inflamacion: LPA actia como mediador inflamatorio en las células epiteliales corneanas humanas [Zhang y col.,
(2006), Am J Physiol, June 7]. El LPA participa en la cicatrizacion de heridas en la cérnea [Liliom Ky col., (1998),
Am. J. Physiol, vol 274: C1065-C1074] y estimula la liberacién de ROS en el tejido del cristalino [Rao y col., (2004),
Molecular Visions, vol 10: 112-121]. Los LPA también pueden reactivar el VSH-1 en cérnea de conejos [Martin y col.,
(1999), Molecular Visions, vol 5: 36-42).

Fibrosis y formacion de cicatrices: El LPA inhibe la estimulacion mediada por la estabilidad del ARNm del colageno
de tipo | por una via dependiente de ERK en los fibroblastos dérmicos [Sato y col., (2004), Matrix Biol, vol 23: 353-
61]. Ademas, los LPA tienen algunos efectos fibrogenéticos directos mediante la estimulacion de la expresion del
gen del colageno y la proliferacion de fibroblastos [Chen, y col., (2006) FEBS Lett. 580(19):4737-45.

3. Definiciones.

Antes de describir la presente invencién con detalle se definiran varios términos usados en el contexto de la
presente invencion. Ademas de estos términos, otros se definen en otros puntos de la memoria, segun sea
necesario. A menos que se defina expresamente en el presente documento, los términos de la técnica usados en
esta memoria tendran sus significados reconocidos en la técnica.

Un “resto derivado inmunitario” se refiere a cualquier anticuerpo policlonal o monoclonal o fragmento, variante o
derivado de anticuerpo.

Un “anticuerpo anti-S1P” o un "resto derivado inmunitario reactivo contra la S1P" se refiere a cualquier anticuerpo o
molécula derivada de anticuerpo que se une a la S1P.

Un “anticuerpo anti-LPA” o un "resto derivado inmunitario reactivo contra LPA" se refiere a cualquier anticuerpo o
molécula derivada de anticuerpo que se une a todos 0 a uno o mas de los LAP.

Un “lipido bioactivo” se refiere a una molécula lipidica de sefalizacion. En general, un lipido bioactivo no reside en
una membrana biolégica cuando ejerce sus efectos de sefializacion, que significa que aunque dicha especie lipidica
puede existir en algun punto en una membrana bioldgica (por ejemplo, una membrana celular, una membrana de un
organulo celular etc.), cuando se asocia con una membrana bioldgica no es un "lipido bioactivo" sino que en su lugar
es una molécula "lipido estructural". Los lipidos bioactivos se distinguen de los lipidos estructurales (p. €j., los
fosfolipidos unidos a la membrana) en que participan en la sefializacion extracelular y/o intracelular y, por tanto,
estan implicados en el control de la funcidn de muchos tipos de células modulando la diferenciaciéon, migracion,
proliferacion, secrecion, supervivencia y otros procesos. In vivo, los lipidos bioactivos se pueden encontrar en fluidos
extracelulares, donde pueden formar complejos con otras moléculas, por ejemplo proteinas séricas tales como
albumina y lipoproteinas, o en forma “libre”, es decir no formando complejos con otras especies moleculares. Como
mediadores extracelulares, algunos lipidos bioactivos alteran la sefalizacion celular activando los canales i6nicos
unidos a la membrana o los receptores acoplados a proteina G que, a su vez, activan los sistemas de sefalizacion
complejos que tienen como resultado cambios en la funcion o la supervivencia celular. Como mediadores
intracelulares, los lipidos bioactivos pueden ejercer sus acciones interaccionando directamente con componentes
intracelulares tales como enzimas y canales ionicos. Ejemplos representativos de lipidos bioactivos incluyen LPA y
S1P.

El documento WO 2006/078336 divulga el uso de un anticuerpo murino inhibidor depositado contra S1P para tratar
el cancer, la degeneracion macular relacionada con la edad o la NVC.

Thoreson y col., (Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 2002, Vol. 43, 2450-2461) informan de que se sospecha que el LPA
desempeiia un papel en la vitreoretinopatia proliferativa.

Lebrun-Julien y col., (Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 2005, Vol. 46, E-Abstract 1319) informan sobre la distribucién de
un receptor concreto de LPA, el LPA1, en ciertos tejidos oculares.

Anliker y Chun (JBC, 2004, Vol. 279(20), 20555-558) revisan los receptores acoplados a proteina G de
lisofosfolipidos que se unen a miembros de la familia de ligandos de LPA y S1P y se sospecha que desempefian un
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papel en la migracion celular, la formacion del SNC, la cicatrizacion de heridas y/o la aterosclerosis y se encuentran
en varias lineas de células cancerosas, células endoteliales vasculares y en el corazén.

El documento WO 02/17899 divulga anticuerpos dirigidos contra EDG-1, que es un receptor de S1P y su uso para la
inhibicion de la angiogénesis.

Pyne y Pyne (Biochem. J., 2002, Vol. 349, 385-402) revisan el papel de la S1P en enfermedades y menciona cancer,
angiogénesis, alérgicas e inflamacién. Se mencionan varias entidades inhibidoras.

La expresion “agente terapéutico” significa un agente que mitiga la angiogénesis y/o la neovascularizacion, por
ejemplo NVC y la maduracién de los VS, el edema, la permeabilidad vascular y la fibrosis, la fibrogénesis y la
cicatrizacion asociada con, o parte de la patologia subyacente de, enfermedades y afecciones oculares.

La expresion “terapia de combinacion” se refiere a un régimen terapéutico que implica la administracion de al menos
dos terapias distintas para alcanzar un efecto terapéutico indicado. Por ejemplo, una terapia de combinacién puede
implicar la administracién de dos o mas ingredientes activos quimicamente distintos, por ejemplo un anticuerpo anti-
LPA y un anticuerpo anti-S1P. Como alternativa, una terapia de combinacion puede implicar la administracion de un
resto derivado inmunitario reactivo contra un lipido bioactivo y la administracion de uno o mas agentes
quimioterapéuticos. La terapia de combinaciéon puede, como alternativa, implicar la administraciéon de un anticuerpo
anti-lipidos junto con la liberacion de otro tratamiento, tal como radioterapia y/o cirugia. Ademas, una terapia de
combinacién puede implicar la administracion de un anticuerpo anti-lipidos junto con uno o mas de otros agentes
biolégicos (p. ej., un agente anti-VEGF, TGFB, PDGF, o bFGF), agentes quimioterapéuticos y otro tratamiento, tal
como radiacion y/o cirugia. En el contexto de la terapia de combinacion usando dos o mas ingredientes activos
quimicamente distintos, se entiende que los ingredientes activos se pueden administrar como parte de la misma
composicion o como composiciones diferentes. Cuando se administran como composiciones separadas, las
composiciones que comprenden los diferentes ingredientes activos se pueden administrar al mismo tiempo o a
tiempos diferentes, por la misma via o por vias diferentes, usando los mismos o diferentes regimenes de
dosificacion, todo cuando el contexto concreto lo requiera y segun lo determine el médico encargado de la atencion.
De un modo similar, cuando uno o mas especies de anticuerpos anti-lipidos, por ejemplo un anticuerpo anti-LPA,
solo o junto con uno o mas agentes quimioterapéuticos, se combinan con, por ejemplo, radiacién y/o cirugia, el o los
farmacos se pueden liberar antes o después de la cirugia o del tratamiento con radiacion.

“Monoterapia” se refiere a un régimen de tratamiento basado en la liberacion de un compuesto terapéuticamente
eficaz se administre como una Unica dosis o como varias dosis en el tiempo.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales que conservan la eficacia bioldgica y las
propiedades de los agentes y compuestos de la presente invencion y que no son indeseables biolégicamente ni de
otro modo. En muchos casos, los agentes y compuestos de la presente invenciéon son capaces de formar sales de
acido y/o de base en virtud de la presencia de grupos cargados, por ejemplo grupos amino y/o carboxilo similares o
grupos similares. Las sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables se pueden preparar a partir de acidos
inorganicos y organicos, mientras que las sales de adicion de base se pueden preparar a partir de bases inorganicas
y organicas. Para una revision de sales farmacéuticamente aceptables (véase, Berge, y col., (1977) J. Pharm. Sci.,
vol. 66, 1-19).

» o«

Los términos “separado”, “purificado”, “aislado” y similares significan que uno o mas componentes de una muestra
contenida en un vaso de contencién de muestran se eliminan o han sido eliminados fisicamente o diluido en
presencia de uno o mas de otros componentes de la muestra presentes en el vaso. Los componentes de la muestra
que se pueden eliminar o diluir durante una etapa de separacion o de purificacion incluyen productos de reaccion
quimica, sustancias quimicas sin reaccionar, proteinas, hidratos de carbono, lipidos y moléculas no unidas.

El término “especie” se usa en el presente documento en varios contextos, por ejemplo una especie concreta de
agente quimioterapéutico. En cada contexto, el término se refiere a una poblacion de moléculas indistinguibles
quimicamente unas de otras, del tipo al que se hace referencia en el contexto concreto.

“Especificamente asociados” y “asociacion especifica” y similares hacen referencia a una interaccion especifica no
aleatoria entre dos moléculas, interaccion que depende de la presencia de caracteristicas estructurales,
hidrofébicas/hidrofilicas y/o electrostaticas que permitan interacciones quimicas o moleculares adecuadas entre las
moléculas.

En el presente documento, “estable” se refiere a una interaccion entre dos moléculas (p. €j., la unién de un
anticuerpo anti-LPA o anti-S1P a su lipido bioactivo diana) que es lo bastante fuerte como para que las moléculas se
puedan mantener para el fin o manipulacién deseados.

Un “sujeto” o “paciente” se refiere a un animal en el que se pueda efectuar el tratamiento con moléculas de la
invencion. El animal puede tener, estar en riesgo de, o creer que tiene o que esta en riesgo de sufrir una
enfermedad o afeccion que se puede tratar con las composiciones y/o procedimientos de la presente invencion. Los
animales que se pueden tratar de acuerdo con la invencion incluyen vertebrados, siendo ejemplos particularmente
preferidos mamiferos tales como bovinos, caninos, equinos, felinos, ovinos, porcinos y primates (incluidos primates
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humanos y no humanos).

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” (o "cantidad eficaz”) se refiere a una cantidad de un ingrediente activo, por
ejemplo un agente de acuerdo con la invencion, suficiente para efectuar el tratamiento cuando se administra a un
sujeto o paciente. De acuerdo con lo anterior, un experto en la técnica puede determinar facilmente lo que constituye
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién de acuerdo con la invencién en el contexto de terapia
ocular, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una que produce un cambio medido objetivamente en uno o mas
parametros asociados con el tratamiento de la enfermedad o afeccién ocular, incluido un incremento o una
disminucidn en la expresion de uno o mas genes correlacionados con la enfermedad o afeccion ocular, induccion de
apoptosis u otras vias de muerte celular, mejora clinica de los sintomas, una disminuciéon de la neovascularizacion
aberrante o de la inflamacion etc. Por supuesto, la cantidad terapéuticamente eficaz variara en funcion del sujeto
concreto y la afeccion a tratar, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la enfermedad o afeccioén, el compuesto
concreto elegido, el régimen de dosificacion a seguir, el momento de la administracion, el modo de administracion y
similares, todos los cuales pueden ser determinados facilmente por un experto en la técnica. Se apreciara que en el
contexto de la terapia de combinacién que constituye una cantidad terapéuticamente eficaz de un ingrediente activo
concreto puede diferir de lo que constituye una cantidad terapéuticamente eficaz del ingrediente activo cuando se
administra en monoterapia (es decir, un régimen terapéutico que solo usa una entidad quimica como ingrediente
activo).

El término “tratamiento” o “tratar” una enfermedad o trastorno incluye prevenir o proteger contra la enfermedad o
trastorno (es decir, que hace que los sintomas clinicos no se desarrollen); inhibir la enfermedad o trastorno (es decir,
detener o suprimir el desarrollo de los sintomas clinicos; y/o aliviar la enfermedad o trastorno (es decir, que causa la
regresion de los sintomas clinicos), Como se apreciara, no siempre es posible distinguir entre “prevenir” y “suprimir”
una enfermedad o trastorno dado que el acontecimiento o acontecimientos inductivos ultimos pueden ser
desconocidos o latentes. De acuerdo con lo anterior, se entendera que el término “profilaxis” constituye un tipo de
“tratamiento” que abarca tanto "prevenir" como "suprimir". Por tanto, el término “tratamiento” incluye “profilaxis”.

La expresion “régimen terapéutico” significa cualquier tratamiento de una enfermedad o trastorno usando farmacos
quimioterapéuticos, radioterapia, cirugia, terapia génica, vacunas y terapia de ADN, terapias basadas en antisentido
incluida la terapia con ARNSsi, terapia antiangiogénica, inmunoterapia, transplantes de médula ésea, aptameros y
otros productos bioldgicos tales como anticuerpos y variantes de anticuerpos, sefiuelos de receptores y otras
terapéuticas basadas en proteinas.

Sumario de la invencién

La invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal humanizado, o un fragmento, variante o derivado del mismo, que
se une y neutraliza un lipido bioactivo o precursor o metabolito de lipido bioactivo, en el que el lipido bioactivo, el
precursor o metabolito de lipido bioactivo es esfingosina-1-fosfato (S1P) o un precursor o metabolito de S1P, para
usar en un procedimiento para disminuir la concentracion eficaz de dicho lipido bioactivo en un ojo de un animal con
el fin de (i) tratar o prevenir la fibrogénesis aberrante, la fibrosis o la cicatrizacion en el ojo.

(ii) modular las respuestas de cicatrizacion de heridas quirdrgica o traumatica en el ojo,

(iii) disminuir o prevenir la inflamacion en el ojo,

(iv) disminuir o prevenir la neovascularizacion aberrante del ojo,

(v) atenuar una respuesta inmunitaria ocular en el ojo, o

(vi) disminuir la concentracion ocular eficaz o la actividad del lipido bioactivo, el precursor o metabolito del lipido
bioactivo con el fin de tratar o prevenir una enfermedad o afeccién ocular que se caracteriza, al menos en parte,
por fibrogénesis aberrante, fibrosis, cicatrizacion, inflamacién, neovascularizacién aberrante o una respuesta
inmunitaria en el ojo.

También se divulgan procedimientos para tratar enfermedades o afecciones oculares mediante la administracion de
una composicion farmacéutica que comprende un resto derivado inmunitario (p. €j., un anticuerpo) reactivo contra un
lipido bioactivo, con el fin de disminuir la concentracion eficaz de modo que inhibe que el lipido bioactivo, todo o en
parte, produzca sus efectos indeseados. En algunas realizaciones, el resto derivado inmunitario es un anticuerpo
monoclonal o un fragmento, variante o derivado del mismo. En algunas realizaciones, el resto derivado inmunitario
es reactivo contra un lisolipido, tal como S1P o LPA. También se proporcionan procedimientos para disminuir o
prevenir la fibrogénesis aberrante, la fibrosis o la cicatrizacion; la inflamacioén o la neovascularizacion aberrante;
modular las respuestas de cicatrizacion de heridas quirlrgica y traumatica del ojo; o para atenuar una respuesta
inmunitaria ocular. También se proporcionan procedimientos para disminuir la concentracién ocular eficaz o la
actividad del lipido bioactivo. También se proporcionan procedimientos de tratar la esclerodermia usando un resto
derivado inmunitario reactivo contra un lipido bioactivo, tal como los lisolipidos S1P o LPA. Lipidos bioactivos
representativos incluyen esfingolipidos y variantes de los mismos tales como esfingosina-1-fosfato (S1P),
esfingosina, esfingosilfosforilcolina, dihidroesfingosina. Otros lipidos bioactivos incluyen acidos lisofosfatidicos (LPA)
y variantes de los mismos.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas o veterinarias, incluidas aquéllas
para administracion ocular, que comprenden un vehiculo y un resto derivado inmunitario aislado, por ejemplo un
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anticuerpo monoclonal o fragmento, variante o derivado de anticuerpo reactivo contra un lipido bioactivo. Vehiculos
preferidos incluyen aquéllos que son farmacéuticamente aceptables, particularmente cuando la composicion es para
uso terapéutico en seres humanos. Para aplicaciones terapéuticas no humanas (p. €j., en el tratamiento de animales
de compafiia, ganado, peces o aves) se pueden usar vehiculos veterinariamente aceptables.

Vias de administracion de ejemplo de un resto derivado inmunitario de acuerdo con la invencion, preferentemente
como parte de una composicion terapéutica, incluyen la administracion sistémica, la administracion parenteral (p. €;j.,
mediante inyeccion por via intravenosa, intramuscular o subcutanea), liberacion transdérmica, intradérmica o
transmucosa, inyeccion intraocular o periocular, administracion mucosa o tépica o mediante inhalacion.

Estos y otros aspectos y realizaciones se tratan con mayor detalle en las secciones siguientes.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: SPHINGOMAB redujo la NVC y la formacién de cicatriz en lesiones oculares. Se trat6 a los ratones
con SPHINGOMAB o un mAb inespecifico del mismo isotipo. Se indujeron lesiones NVC mediante rotura por
laser de la membrana de Bruchs. Se muestran graficas e imagenes representativas de lesiones de cada grupo
de tratamiento tefiido con aglutinina | de R. communis conjugada con rodamina para la vascularizacién (A) o
tricromo de Masson para la formacion de cicatrices en colageno (B), La Figura 1a muestra que SPHINGOMAB
atenua espectacularmente la neovascularizacion coroidea 14 y 28 dias después de la rotura inducida por laser
de la membrana de Bruch. La Figura 1b muestra que SPHINGOMAB reduce significativamente la fibrosis
asociada con la formacién de lesiones de NVC 28 dias después de la rotura inducida por laser de la membrana
de Bruch.

Figura 2: S1P estimula la neovascularizaciéon mediante la inducciéon de formacién de tubos HUVEC vy la
migracion y es reducida por SPHINGOMAB. Panel A: Micrografias de HUVEC sembradas en Matrigel e
incubadas durante 6 horas para evaluar la formacién de tubos. Panel B: Las HUVEC se trataron con S1P 1 uM
+ SPHINGOMAB (1 pg/ml) durante 6 horas en una camara de invasion en Matrigel. El nimero de las células
que migraron a la membrana Matrigel se contaron en 5 campos independientes.

Figura 3. SPHINGOMAB neutraliza la neovascularizaciéon inducida por S1P, VEGF y bFGF. A: VS
representativos tefiildos con FITC de secciones de tapones de Matrigel + GF. B: S1P estimula la infiltracion de
CE. C: Cuantificacion de la fluorescencia relativa de los tapones de Matrigel estimulados con VEGF o bFGF
como indicador de neovascularizacion. Los efectos de S1P, VEGF y bFGF se inhibieron cuando los ratones
fueron tratados sistémicamente con 1 o 25 mg/kg de SPHINGOMAB.

Figura 4. SPHINGOMAB neutralizé la formacion de cicatrices estimulada por S1P. Los fibroblastos se dejaron
en suero y después se trataron con S1P 0, 0,1, 0,50 1 uM + 1 ug/ml de SPHINGOMAB durante 12-24 horas.
S1P estimul6 la proliferacion de fibroblastos Swiss 3T3 medida mediante la incorporacion de 3H-timidina (A), la
migracion de fibroblastos cardiacos murinos en un ensayo de raspado (B) la expresion génica de colageno
(fluorescencia relativa) en fibroblastos cardiacos aislados de ratones transgénicos que expresan colageno-GFP
(C) y diferenciacion de células WI-38 en miofibroblastos medida por la disminucién de la proliferacion celular y el
incremento de la expresion de o-SMA (D) SPHINGOMAB neutralizé cada uno de los efectos de la S1P.
SPHINGOMAB redujo la fibrosis perivascular in vivo en un modelo murino de infarto de miocardio permanente

(E).

Figure 5. S1P estimula la transformacion de células epiteliales oculares en miofibroblastos productores de tejido
cicatricial. Se examinaron los efectos de la S1P sobre la transformacion de los miofibroblastos de varias lineas
celulares oculares humanas. Se descubrié que la S1P estimulaba la produccién de actina de musculo liso a (o-
SMA; un marcador de miofibroblastos) en células epiteliales pigmentarias retinianas humanas (Figura 5A) y
fibroblastos de la conjuntiva humana (Figura 5B). Estos datos demuestran por primera vez que la S1P esta
entre los factores que estimulan la transformacion de las células epiteliales oculares y los fibroblastos en
miofibroblastos productores de tejido cicatricial. Los efectos de la S1P sobre la expresion del inhibidor del
activador del plasminégeno (PAI-1) en los fibroblastos de la conjuntiva humana también se examinaron. El
incremento de la expresion de PAI-1 se correlaciona con una disminucion de la degradacion proteolitica de
tejido conjuntivo y esta regulado por aumento en asociacion con varias enfermedades fibréticas que implican un
incremento de la cicatrizacion. Como se muestra en la Figura 5C, la S1P estimula la expresion de PAI-1 de un
modo dependiente de la dosis.

Figura 6. SPHINGOMAB redujo la infiltracion in vivo de células inmunitarias en la herida. Se sometié a los
ratones a IM, se trataron con solucion salina o 25 mg/kg de SPHINGOMAB 48 horas después de la cirugia y
después fueron sacrificados el dia 4. SPHINGOMAB redujo la infiltracion de macréfagos (A) y de mastocitos (B)
en la herida. Los datos se representan como las veces que disminuyen los valores tratados con solucién salina.

Figura 7. SPHINGOMAB es altamente especifico de S1P. Un grafico basado en un ELISA competitivo
demuestra la especificidad de SPHINGOMAB por la S1P en comparaciéon con otros lipidos bioactivos.
SPHINGOMAB no demostr6 reactividad cruzada con esfingosina (SPH), el precursor metabdlico inmediato de
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S1P o de acido lisofosfatidico (LPA), una importante molécula de sefalizacion extracelular que es estructural y
funcionalmente similar a la S1P. SPHINGOMAB no reconocio otros lipidos y metabolitos estructuralmente
similares, incluidos ceramida-1-fosfato (C1P), dihidroesfingosina (DH-SPH), fosfatidilserina (PS),
fosfatidiletanolamina (PE) o esfingomielina (SM). SPHINGOMAB si produjo reaccion cruzada con
dihidroesfingosina-1-fosfato (DH-S1P) y, en menor medida, con esfingosilforilcolina (SPC). La afinidad (Kd) de
SPHINGOMAB por S1P es < 100 pM, mucho mayor que la de la mayoria de los anticuerpos terapéuticos, en
particular otras esponjas moleculares.

Descripcion detallada de la invenciéon

1. Compuestos

El término “resto derivado inmunitario”, que incluye anticuerpos (Ab) o inmunoglobulinas (lg), se refiere a cualquier
forma de un péptido, polipéptido derivado del mismo, modelado después o codificado por, un gen de
inmunoglobulina, o un fragmento de dicho péptido o polipéptido que es capaz de unirse a un antigeno o epitopo
[véase, por ejemplo, Immunobiology, 5% Edicién, Janeway, Travers, Walport, Shlomchiked. (editores), Garland
Publishing (2001)]. En la presente invencion, el antigeno es una molécula de lipido bioactivo. Las moléculas de
anticuerpo o inmunoglobulinas son grandes moléculas glicoproteicas con un peso molecular de aproximadamente
150 kDa, normalmente compuestas por dos tipos diferentes de cadena polipeptidica. Una cadena polipeptidica,
denominada la cadena “pesada” (H) es de aproximadamente 50 kDa. El otro polipéptido, denominado la cadena
“ligera” (L) es de aproximadamente 25 kDa. Cada molécula de inmunoglobulina normalmente consta de dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras. Las dos cadenas pesadas estan unidas entre si por puentes disulfuro, cuyo nimero
varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena ligera esta unida a una
cadena pesada mediante un puente disulfuro covalente. En cualquier molécula de anticuerpo natural dada, las dos
cadenas pesadas y las dos cadenas ligeras son idénticas, alojan dos sitios de union a antigeno idénticos y, por
tanto, se dice que son divalentes, es decir que tienen la capacidad de unirse de forma simultdnea a dos moléculas
idénticas.

Las cadenas ‘“ligeras” de las moléculas de anticuerpo de cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a uno
de dos tipos claramente distintos, Kappa (k) y Lambda (1) en base a las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes. La proporcién de los dos tipos de cadena ligera varia de una especie a otra. A modo de
ejemplo, la proporcién media entre k y 1 es de 20:1 en ratones, mientras que en seres humanos es de 2:1 y en
ganado vacuno es de 1:20.

Las cadenas “pesadas” de las moléculas de anticuerpo de cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a
uno de cinc tipos claramente distintos, denominados isotipos, en base a las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes. Algunos isotipos tienen varios subtipos. Las cinco clases principales de inmunoglobulina son
inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A (IgA), e
inmunoglobulina E (IgE). La IgG es el isotipo mas abundante y tiene varias subclases (IgG1, 2, 3 y 4 en seres
humanos). El fragmento Fc y las regiones bisagra difieren en los anticuerpos de diferentes isotipos, de modo que
determina sus propiedades funcionales. No obstante, la organizacion global de los dominios es similar en todos los
isotipos.

La expresion “region variable” se refiere a la porcion N-terminal de la molécula de anticuerpo o un fragmento de la
misma. En general, cada una de las cuatro cadenas tiene una region variable (V) en su porcién amino terminal que
contribuye al sitio de unién a antigeno y una region constante (C) que determina el isotipo. Las cadenas ligeras
estan unidas a las cadenas pesadas por muchas interacciones no covalentes y por puentes disulfuro y las regiones
V del par de cadenas pesada y ligera en cada brazo de la molécula de anticuerpo para generar dos sitios de unién a
antigeno idénticos. Se cree que algunos residuos de aminoacidos forman una interfaz entre los dominios variables
de las cadenas ligera y pesada [véase Kabat y col., (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicion, National Institute of Health, Bethesda, Md. y Clothia y col., (1985), J. Mol. Biol, vol 186: 651].

Es importante indicar que la variabilidad no se distribuye de forma uniforme a lo largo de los dominios variables de
los anticuerpos, sino que se concentra en tres segmentos denominados "regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) o "regiones hipervariables" en los dominios variables tanto de la cadena ligera como de la
cadena pesada. Las porciones mas conservadas de los dominios variables se denominan “regiones estructurales”
(FR). Cada dominio variable de las cadenas pesadas y ligeras nativas comprende cuatro regiones FR conectadas
por tres CDR. Las CDR en cada cadena se mantienen en estrecha proximidad por las regiones FR y con las CDR de
las otras cadenas forman el sitio de unién al antigeno de los anticuerpos [véase Kabat y col., (1991), Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion, National Institute of Health, Bethesda, Md]. En conjunto, las 6
CDR contribuyen a las propiedades de union de la molécula de anticuerpo por el antigeno. No obstante, incluso un
Unico dominio variable (o la mitad de un Fv, que solo comprende tres CDR especificas de un antigeno) tiene la
capacidad de reconocer y unirse al antigeno [véase Pluckthun (1994), en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, New York, pag. 269-315].

La expresion “dominio constante” se refiere a la region en C-terminal de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo.
En general, los dominios constantes no estan implicados directamente en las propiedades de unién de una molécula
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de anticuerpo a un antigeno, pero exhiben varias funciones efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en
la toxicidad celular dependiente de anticuerpo. En el presente documento, “funciones efectoras” se refiere a los
diferentes efectos fisioldgicos de los anticuerpos (p. €j., opsonizacion, lisis celular, desgranulacion de mastocitos,
baséfilos y eosindfilos, y otros procesos) mediados por el reclutamiento de células inmunitarias por la interaccion
molecular entre el dominio Fc y las proteinas del sistema inmunitario. El isotipo de la cadena pesada determina las
propiedades funcionales del anticuerpo. Sus propiedades funcionales distintivas son conferidas por las porciones en
el carboxi terminal de las cadenas pesadas, cuando no estan asociadas con las cadenas ligeras.

Como se usa en el presente documento, “fragmento de anticuerpo” se refiere a una porciéon de un anticuerpo intacto
que incluye el sitio de union a antigeno o las regiones variables de un anticuerpo intacto, en el que la porcion puede
carecer de los dominios constantes de la cadena pesada (p. ej., CH2, CH3, y CH4) de la region Fc del anticuerpo
intacto. Como alternativa, las porciones de los dominios constantes de la cadena pesada (p. ej., CH2, CH3, y CH4)
se pueden incluir en el “fragmento de anticuerpo”. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos son aquéllos que
conservan la unién a antigeno e incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab'). y Fv, diacuerpos, triacuerpos, moléculas de
anticuerpo monocatenarias (sc-Fv), minicuerpos, nanocuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpos. A modo de ejemplo, un fragmento Fab también contiene el dominio constante de una
cadena ligera el primer dominio constante (CH1) de una cadena pesada.

El término “variante” se refiere a una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos nativa
de un anticuerpo en al menos un residuo de aminoacido o modificacion. Una secuencia de aminoacidos nativa o
parental o silvestre se refiere a la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo encontrado en la naturaleza.
“Variante” de la molécula de anticuerpo incluye, entre otros, cambios dentro de una region variable o una region
constante de una cadena ligera y/o una cadena pesada, incluyendo la region hipervariable o CDR, la region Fc, la
region Fab, el dominio CH1, el dominio CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra.

El término “especifico” se refiere a la unién selectiva de un anticuerpo a su epitopo diana. Las moléculas de
anticuerpo se pueden analizar por su especificidad de union comparando la unién del anticuerpo al antigeno
deseado a la unién del anticuerpo con antigeno no relacionado o un antigeno analogo o una mezcla de antigenos en
un conjunto dado de condiciones. Preferentemente, un anticuerpo de acuerdo con la invencién carecera de union
significativa a antigenos no relacionados, o incuso analogos del antigeno diana. En el presente documento, el
término “antigeno” se refiere a una molécula reconocida y unida por una molécula de anticuerpo o resto derivado
inmunitario que se une al antigeno. La porcion especifica de un antigeno que se une a un anticuerpo se denomina
“epitopo”. Un “hapteno” se refiere a una molécula pequefia que puede, en la mayoria de las circunstancias, producir
una respuesta inmunitaria (es decir, actuar como antigeno) Unicamente cuando esta unido a una molécula vehiculo,
por ejemplo una proteina, polietilenglicol (PGE), oro coloidal, perlas de silicona y similares. El vehiculo puede ser
uno que tampoco produce una respuesta inmunitaria por si solo.

El término “anticuerpo” se usa en el mas amplio sentido de la palabra y abarca anticuerpos monoclonales,
policlonales, multiespecificos (p. €j., biespecificos, en el que cada brazo del anticuerpo res reactivo con un epitopo
diferente o el mismo antigeno o uno diferente), minicuerpos, heteroconjugados, diacuerpos, triacuerpos, quimeéricos
y sintéticos, asi como fragmentos de anticuerpo que se unen especificamente a un antigeno con una propiedad de
union deseada y/o actividad biolégica.

La expresion "anticuerpo monoclonal" (mAb) se refiere a un anticuerpo, o poblacion de anticuerpos similares,
obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, y no debe interpretarse como que requiere
la produccion del anticuerpo mediante cualquier procedimiento concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
se pueden fabricar mediante el procedimiento del hibridoma descrito por primera vez por Kohler y Milstein (1975),
Nature, vol 256: 495-497, o mediante procedimientos de ADN recombinante.

La expresion anticuerpo “quimérico” (o inmunoglobulina) se refiere a una molécula que comprende una cadena
pesada y/o ligera que es idéntica u homdloga a las correspondientes secuencias en los anticuerpos derivados de
una especie concreta o pertenecientes a una clase o subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s)
cadena(s) es idéntico u homdlogo a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de otra especie o
pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos concretos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos,
siempre que exhiban la actividad bioldgica deseada [Cabilly y col., (1984), infra; Morrison y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 81:6851].

La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a formas de anticuerpos que contienen secuencias de anticuerpos
no humanos (p. €j., murinos), asi como anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado puede incluir sustituciones
conservadoras de aminoacidos o residuos no naturales de la misma especie o de una diferente que no alteran
significativamente su union y/o la actividad bioldgica. Dichos anticuerpos son anticuerpos quiméricos que contienen
secuencias minimas derivadas de inmunoglobulinas no humanas. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una regidon determinante de la
complementariedad (CDR) del receptor son sustituidos por residuos de una CDR de una especie no humana
(anticuerpo donante), tal como raton, rata, camelo, bovino, cabra o conejo que tenga las propiedades deseadas.
Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor
ni en la CDR importada o las secuencias estructurales. Estas modificaciones se efectuan para perfeccionar y
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optimizar adicionalmente el funcionamiento de los anticuerpos. Por tanto, en general, un anticuerpo humanizado
comprendera todos o al menos uno, y, en un aspecto dos, dominios variables en los que todas o todos los bucles
hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones
FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado también
comprendera al menos una porcion de una regidon constante de inmunoglobulina (Fc) o de una inmunoglobulina
humana. Véase, por ejemplo, Cabilly y col., Patente de EE.UU. N° 4,816,567; Cabilly y col., Patente europea N°
0,125,023 B1; Boss y col., Patente de EE.UU. N° 4,816,397; Boss y col., Patente europea N° 0,120,694 B1;
Neuberger, M. S. y col., documento WO 86/01533; Neuberger, M. S. y col., Patente europea N° 0,194,276 B1;
Winter; Patente de EE.UU. N° 5,225,539; Winter, Patente europea N° 0,239,400 B1; Padlan, E. A. y col., solicitud de
patente europea N° 0,519,596 A1; Queen y col., (1989) Proc. Nat’ | Acad. Sci. USA, vol 86:10029-10033).

La expresion “anticuerpo biespecifico” puede hacer referencia a un anticuerpo, o un anticuerpo monoclonal, que
tiene propiedades de unién para al menos dos epitopos diferentes. En una realizacion, los epitopos proceden del
mismo antigeno. En otra realizacion, los epitopos proceden de dos antigenos diferentes. En la técnica se conocen
procedimientos para fabricar anticuerpos biespecificos. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden
producir de forma recombinante usando la coexpresion de dos pares de cadena pesada/cadena ligera de
inmunoglobulina. Como alternativa, los anticuerpos biespecificos se pueden preparar usando unién quimica. Los
anticuerpos biespecificos incluyen fragmentos de anticuerpos biespecificos.

La expresion “anticuerpo heteroconjugado” puede hacer referencia a dos anticuerpos unidos covalentemente.
Dichos anticuerpos se pueden preparar usando procedimientos conocidos en la quimica de proteinas sintéticas,
incluido el uso de agentes de reticulacion. Como se usa en el presente documento, el término “conjugado” se refiere
a moléculas formadas por la unién covalente de uno o mas fragmento(s) de anticuerpos o restos de unién a una o
mas molécula(s) de polimero.

La expresion “biolégicamente activo” se refiere a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse al
epitopo deseado y, de algin modo, de ejercer un efecto bioldgico. Los efectos bioldgicos incluyen, entre otros, la
modulacién de una sefal de crecimiento, la modulaciéon de una sefial antiapoptética, la modulacién de una sehal
apoptoticas, la modulacion de la cascada de funciones efectoras y la modulacion de otras interacciones con ligando.

La expresion “ADN recombinante” se refiere a acidos nucleicos y productos génicos expresados a partir de ellos que
se han sometido a ingenieria, creado o modificado por el hombre. Los polipéptidos o proteinas “recombinantes” son
polipéptidos o proteinas producidos por técnicas de ADN recombinante, por ejemplo a partir de células
transformadas por un constructor de ADN exdgeno que codifica el polipéptido o proteina deseado. Polipéptidos o
proteinas “sintéticos” son los que se preparan mediante sintesis quimica.

La expresion “casete de expresion” se refiere a una molécula nucleotidica capaz de afectar a la expresion de un gen
estructural (es decir, una secuencia de codificacion de proteina, tal como un anticuerpo de la invencién) en un
huésped compatible con dichas secuencias, Los casetes de expresion incluyen al menos un promotor unido
operablemente a la secuencia que codifica el polipéptido y, opcionalmente, a otras secuencias, por ejemplo sefiales
de terminacion de la transcripcion. Elementos reguladores adicionales necesarios o Utiles para efectuar la expresion
también se pueden usar, por ejemplo potenciadores. Por tanto, los casetes de expresion incluyen plasmidos,
vectores de expresion virus recombinantes, cualquier forma de vector de "ADN desnudo" recombinante y similares.

2. Aplicaciones

En el presente documento se divulgan composiciones y procedimientos para tratar o prevenir enfermedades y
afecciones oculares usando uno o mas agentes terapéuticos que alteran la actividad o la concentraciéon de uno o
mas lipidos bioactivos indeseados o precursores o metabolitos de los mismos. Los procedimientos terapéuticos y
composiciones actuan cambiando la concentracion eficaz, es decir la concentracion absoluta, relativa, efectiva y/o
disponible y/o las actividades de ciertos lipidos bioactivos indeseados. Se puede decir que la disminucion de la
concentracion eficaz del lipido bioactivo “neutraliza” el lipido diana o sus efectos indeseados, incluidos los efectos
cadena abajo. En el presente documento, “indeseado” se refiere a un lipido bioactivo que no se desea debido a su
implicacién en un proceso patoldgico, por ejemplo una molécula de sefializacion, o a una cantidad no deseada de un
lipido bioactivo que contribuye a la enfermedad cuando esta presente en exceso.

Sin desear quedar ligado a ninguna teoria concreta, se cree que las concentraciones inadecuadas de lipidos, tal
como S1P y/o LPA y/o sus metabolitos o efectores cadena abajo pueden causar o contribuir al desarrollo de varias
enfermedades y trastornos oculares. Como tales, las composiciones y procedimientos se pueden usar para tratar las
enfermedades y trastornos oculares, en particular disminuyendo la concentracion eficaz in vivo de un lipido diana
concreto, por ejemplo S1P y/o LPA. En concreto, se cree que las composiciones y procedimientos de la invencion
son utiles en el tratamiento de enfermedades oculares caracterizadas, al menos en parte, por neovascularizacion
aberrante, fibrogénesis, fibrosis, cicatrizacion, inflamacion y respuesta inmunitaria.

Ejemplos de varias clases de enfermedades oculares que se pueden tratar de acuerdo con la invencion se describen
mas adelante. Se apreciara que muchas enfermedades y afecciones se caracterizan, al menos en parte, por
multiples procesos patoldgicos (por ejemplo, neovascularizacion patolégica y cicatrizacion) y que las clasificaciones
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proporcionadas en el presente documento son por comodidad descriptiva y no limitan la invencion.

Retinopatias isquémicas asociadas con neovascularizacién patolégica y enfermedades caracterizadas por formacion
de membrana epirretiniana y o subretiniana.

Las retinopatias isquémicas (RI) son un grupo diverso de trastornos que se caracterizan por un flujo sanguineo
retiniano comprometido. Ejemplos de RI incluyen retinopatia diabética (RD), retinopatia del prematuro (RDP),
retinopatia por drepanocitosis y enfermedad venooclusiva retiniana. Todos estos trastornos se pueden asociad con
una proliferacion dirigida por VEGF de neovascularizacion retiniana patoldégica que, en ultima instancia, puede
conducir a hemorragias intraoculares, formaciéon de membrana epirretiniana y desprendimiento de retina por
traccion. Las membranas epirretinianas idiopaticas (MER), también denominadas arruga macular o retinopatia en
celofan, pueden producir una reducciéon de la visidn secundaria a la distorsién de la arquitectura retiniana. En
ocasiones estas membranas recurren a pesar de la eliminaciéon quirdrgica y a veces se asocian con isquemia
retiniana. VEGF y sus receptores se localizan en las MER. La presencia de VEGF en las membranas asociadas con
retinopatia diabética proliferativa, vitreoretinopatia proliferativa y arruga macular sugiere ademas que esta citocina
desempefia un papel importante en la angiogénesis en la enfermedad retiniana isquémica y el crecimiento de la
membrana en los trastornos vitreoretinianos proliferativos. Ademas, los receptores de VGEF, VEGFR1 y VEGFR2
también se identifican en las células en las MER. Estos datos muestran que el VEGF puede ser un estimulador
autocrino y/o paracrino que puede contribuir a la progresion de las MER vasculares y avasculares. PDGF y sus
receptores [Robbins y col., (1994), Invest Ophthalmol Vis Sci; vol 35: 3649-3663] se ha descrito en los ojos con
enfermedades retinianas proliferativas [Cassidy y col., (1998), Br J Ophthamol; vol 82: 181-85 y Freyberger y col.,
(2000), Exp Clin Endocrinol Diabetes, vol 108:106-109]. Estos hallazgos sugieren que los ligandos de PDGF y sus
receptores estan extendidos en las membranas retinianas proliferativas de origen diferente y sugieren que la
estimulacion autocrina y paracrina con PDGF puede estar implicada en la patogenia de las MER. El factor
transformante § de crecimiento (TGF-B) esta implicado en la formacién de MER [Poumaras y col., (1998), Klin
Monatsbl Augenheilkd, vol 212: 356-358] como se demuestra mediante la tincion de TGF e inmunorreactividad.
Ademas, el receptor Il de TGF-g se expresa en miofibroblastos de MER de membranas diabéticas y de VRP. Estos
resultados sugieren que el TGF-p producido en multiples tipos celulares en la retina y MER es una diana atractiva
para el tratamiento de la VRP, MER diabética y secundaria. Se ha comunicado que la interleucina 6 (IL-6) esta
aumentada en el cuerpo vitreo humano en la retinopatia diabética proliferativa (PDR) [La Heij y col., (2002), Am J
Ophthal, 134: 367-375] y en un estudio, el 100 % de las MER diabéticas expresaban la proteina IL-6 [Yamamoto y
col., (2001) Am J Ophthal, vol 132: 369-377].

Se ha mostrado que la administracion exdgena del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) induce
proliferacion endotelial y expresién de VEGF [Stavri y col., (1995), Circulation, vol 92: 11-14]. Consistente con estas
observaciones, la concentracion de bFGF estad aumentada en muestras de cuerpo vitreo de pacientes con PDR
[Sivalingam y col., (1990), Arch Ophthalmol, vol 108: 869-872 y Boulton y col., (1997), Br J Ophthalmol, vol 81: 228-
233]. El bFGF también esta implicado en la formaciéon de MER [Hueber y col., (1996), Int. Ophthalmol, vol 20: 345-
350] demostraron bFGF en 8 de 10 membranas de PDR estudiadas. Ademas, estos trabajadores encontraron tincion
positiva para el correspondiente receptor, FGFR1. También se ha demostrado inmunorreactividad para bFGF en
MER idiopaticas no vasculares. Estos resultados implican bFGF en la formacion de MER vascular y avascular.
[Harada y col., (2006), Prog in Retinal and Eye Res, vol 25; 149-164]. El bFGF elevado también se ha detectado en
el suero de pacientes con ROP (Becerril y col., (2005), Ophthalmology, vol 112, 2238].

Dados los efectos pleotropicos conocidos de S1P y sus interacciones con VEGF, bFGF, PDGF, TGF-g and IL-6, se
cree que un agente que se une, antagoniza, inhibe los efectos o la produccién de S1P seran eficaces en la
supresion de la neovascularizacion retiniana patolégica en las retinopatias isquémicas y las posteriores
enfermedades del segmento caracterizadas por formacion de MER vascular o avascular. Otras afecciones oculares
caracterizadas, al menos en parte, por neovascularizaciéon aberrante o angiogénesis, incluyen degeneraciéon macular
relacionada con la edad, rechazo de injerto corneado, glaucoma neovascular, desgaste del cristalino por contacto,
infecciones de la cornea, incluido el herpes simple, el herpes zoster e infecciones protozoicas, pterigion, uveitis
infecciosa, desprendimiento de retina crénico, lesidon por laser, retinopatia por drepanocitosis, enfermedad
vebooclusiva, neovascularizacion coroidea, proliferacion angiomatosa retiniana y vasculopatia coroidea polipoidal
idiopatica.

Vitreoretinopatia proliferativa (VRP)

La VRP se observa tras el desprendimiento retiniano regmatdgeno espontaneo y tras el desprendimiento traumatico
de la retina. Es una causa principal de cirugia fallida por desprendimiento retiniano. Se caracteriza por el crecimiento
y contraccion de las membranas celulares en ambos lados de la retina, en la superficie vitrea posterior y en la base
vitrea. Este desarrollo de tejido cicatricial excesivo en el ojo puede conducir al desarrollo de desprendimiento de
retina por traccion y, por tanto, los tratamientos dirigidos a la prevencién o inhibicion de la vitreoretinopatia
proliferativa (VRP) son un principio Idgico del tratamiento del desprendimiento de retina. Histolégicamente, la VRP se
caracteriza por un exceso en la produccion de colageno, contraccion y proliferacion celular [Michels, Retinal
Detachment 22 Edicion. Wilkinsin CP, Rice TA Eds, Complicated types of retinal detachment, pag. 641-771, Mosby
St Louis 1997]. Los tipos de célula identificados en las membranas de VRP incluyen, principalmente, células
epiteliales pigmentarias retinianas, fibroblastos, macrofagos y células endoteliales vasculares [Jerdan JA y col,,
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(1989), Ophthalmology, vol 96: 801-10 and Vidinova y col., (2005), Klin Monatsbl Augenheilkd; vol 222:568-571]. La
fisiopatologia de esta reaccion de cicatrizacion excesiva parece estar mediada por una serie de citocinas que
incluyen el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante (TGF) beta,
el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), la interleucina 6 (IL-6) y la interleucina 8 (IL-8) [Nagineni y col.,
(2005), J Cell Physiol, vol 203: 35-43; La Heij y col., (2002), Am J Ophthalmol, 134: 367-75; Planck y col., (1992),
Curr Eye Res; vol 11: 1031-9; Canataroglu y col., (2005) Ocul Immunol Inflamm; vol 13: 375-81 y Andrews y col,
(1999) Ophthalmol Vis Sci; vol 40: 2683-9]. La inhibicién de estas citocinas puede ayudar a prevenir el desarrollo de
VRP si se administra en el momento adecuado o limitar su gravedad [Akiyama y col., (2006), J Cell Physiol, vol
207:407-12 y Zheng Y y col., (2003), Jpn J Ophthalmolm, vol 47:158-65].

La esfingosina-1-fosfato (S1P) es un lioslipido bioactivo con efectos pleotrépicos. Es proangiogénico, proinflamatorio
(estimula el reclutamiento de macrdfagos y mastocitos) y profibrético (estimula la formacion de cicatrices). La S1P
generalmente estimula la proliferacién y migracion de células y es anti-apoptética. La S1P alcanza estas
biolégicamente diversas funciones a través de sus interacciones con numerosas citocinas y factores de crecimiento.
Se ha demostrado que la inhibicion de S1P a través de un anticuerpo monoclonal (SPHINGOMAB) bloquea las
funciones del factor decrecimiento endotelial vascular (VEGF), bFGF, IL-6 y IL-8 [Visentin B y col., (2006), Cancer
Cell, vol 9: 1-14]. La union de S1P al receptor de S1P puede también incrementar la producciéon de PDGF; por tanto,
cabria esperar que un agente que se une a S1P disminuyera la produccion de PDGF [Milstien y Spiegel (2006),
Cancer Cell, vol 9:148-150]. Como se muestra en los Ejemplos siguientes, ahora se ha demostrado que la S1P, in
vitro, transforma las células del EPR humano en células de fenotipo similar al de los miofibroblastos similar al tipo
observado en la VRP. Dada la fisiopatologia que, en ultima instancia, tiene como resultado cicatrizacion excesiva
observada en la VRP y los efectos conocidos de la S1P en estos mismos mediadores clave, se cree que un agente
que se une, antagoniza o inhibe los efectos de la produccion de S1P sera eficaz en la eliminacidon o minimizacion del
desarrollo de VRP y sus efectos que dafian gravemente el ojo.

Uveitis

La uveitis es un trastorno inflamatorio del tracto uveal del ojo. Puede afectar a la parte frontal (anterior) o trasera
(posterior) del ojo 0 a ambas. Puede ser de etiologia idiopatica o infecciosa y puede amenazar a la vision. La uveitis
idiopatica se ha asociado con un incremento de la expresion de CD4+ en la camara anterior. [Calder y col., (1999),
Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 40: 2019-24]. Los datos también sugieren un papel patolégico de los linfocitos T y su
IP-10 quimioatrayente en la patogenia de la uveitis [Abu El-Asrar (2004), Am J Ophthalmol, vol 138: 401-11]: Otras
quimiocinas en la uveitis anterior aguda incluyen proteinas inflamatorias de macrofagos, la proteina 1
quimioatrayente de monocitos y la IL-8. Estas citocinas probablemente desempefien un papel critico en el
reclutamiento de leucocitos en la uveitis anterior aguda. [Verma y col., (1997), Curr Eye Res; vol 16; 1202-8]. Dados
los profundos efectos pleiotropicos de la cascada de sefalizacion de la S1P, se cree que SPHINGOMAB y otros
restos inmunitarios que reducen la concentracién eficaz de los lipidos bioactivos serviria como procedimiento eficaz
de reducir o modular la inflamacién intraocular asociada con la uveitis.

Cirugia refractiva

La respuesta de cicatrizacion de heridas corneanas es de particular importancia para los procedimientos quirirgicos
refractivos, ya que es un principal determinante de la seguridad y la eficacia. Estos procedimientos se realizan para
el tratamiento de la miopia, la hiperopia y el astigmatismo. La queratomileusis situ asistida por laser (LASIK) y la
queratectomia fotorefractiva (PRK) son los procedimientos refractivos mas habituales, aunque se han desarrollado
otros en un intento de superar las complicaciones. Estas complicaciones incluyen sobrecorrecion, subcorreccion,
regresion y opacificacion estromal, entre otras. Una serie de complicaciones frecuentes estan relacionadas con la
respuesta de cicatrizacion y tienen sus raices en la respuesta bioldgica a la cirugia. Uno de los mayores retos en la
biologia corneana es estimular la reparacion tisular a través de la regeneracion en lugar de la fibrosis. Se cree que la
eleccion entre la regeneracion vy la fibrosis reside en el control de la activacion de los fibroblastos. [Stramer y col.,
(2003), Invest Ophthalmol Vis Sci; vol 44: 4237-4246 y Fini (1999) Prog Retin Eye Res, vol 18: 529-551]. Las células
denominadas miofibroblastos pueden aparecer en el estroma subepitelial 1-2 semanas después de la cirugia o
lesion. Los miofibroblastos derivan probablemente de queratocitos bajo la influencia de TGF-B [Jester y col., (2003)
Exp Eye Res, vol 77: 581-592]. La neblina corneana y la cicatrizacion estromal se caracterizan por reduccién de la
transparencia corneana y se pueden asociar con generacion de fibroblastos y miofibroblastos. En estudios in sito e
in vitro se ha sugerido que TGF-g and PDGF son importantes en la estimulacién de la diferenciacion de los
miofibroblastos [Folger y col., (2001), Invest Ophthalmol Vis Sci; 42: 2534-2541]. La neblina se puede observar en la
interfaz central tras LASIK en determinadas circunstancias, Estas incluyen queratitis lamelar difusa, colgajos con
forma de donut y retencién de residuos epiteliales en la interfaz. Es probable que cada uno de estos se asocie con
un incremento del acceso de TGF-3 de las células epiteliales a los queratocitos activados. [Netto y col., (2005),
Cornea, vol 24: 509-522]. La regresion se debe, muy probablemente, a las interacciones de cicatrizacion de heridas
epiteliales-estromales potenciadas, tale como el incremento de la produccién de factores de crecimiento de
modulacion del epitelio por los fibroblastos corneanos y/o los miofibroblastos [Netto y col., (2005), Cornea, vol 24:
509-522]. Se ha mostrado que la inhibiciéon de la unién de TGF-B a los receptores con el anticuerpo anti-TGF-B
topico reduce la neblina inducida por PRK [Jester y col., (1997), Cornea, vol 16: 177-187]. Dados los efectos
conocidos de los anticuerpos anti-lipidos bioactivos en el proceso fibrético y TGF-g, los autores creen que puede
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ayudar a tratar algunas complicaciones de la cirugia refractiva, tales como la neblina, la cicatrizaciéon estromal y la
regresion.

Modlulacién de la cirugia de filtracién del glaucoma

Clasicamente se piensa que el glaucoma es una enfermedad en la que la elevada presion intraocular produce dafios
en el nervio dptico y, en ultima instancia, compromete el campo de visidn y/o la agudeza visual. Existen otras formas
de glaucoma en las que se pueden producir dafios en el nervio 6ptico dentro de una situacion de presién normal o el
denominado “glaucoma de tensién normal”. Para muchos pacientes los medicamentos pueden controlar su
enfermedad, pero para otros se necesita cirugia de filtracion para el glaucoma, en la que quirirgicamente se crea
una fistula en el ojo para permitir el drenaje del fluido. Esto se puede conseguir mediante trabeculectomia,
implantacién de un dispositivo médico u otros procedimientos de intervencién quirdrgica. La cirugia de filtracion para
el glaucoma falla debido a un proceso de cicatrizacion de heridas que se caracteriza por la proliferacion de
fibroblastos y, en ultima instancia, cicatrizacion. Los anti-metabolitos, como el 5-fluorouracilo y la mitomicina C,
pueden reducir la posterior cicatrizacion; no obstante, incluso con el uso de estos farmacos, el seguimiento a largo
placo muestra que el fallo de la cirugia sigue siendo un problema clinico serio. [Mutsch y Grehn (2000), Graefes Arch
Clin Exp Ophthalmol; vol 238: 884-91 y Fontana y col., (2006), Ophthalmology, vol 113: 930-936]. En los estudios de
fibroblastos de la capsula de Tenon humanos se demuestra que tienen la capacidad de sintetizar bFGF and PDGF y
TGF-B y que estos factores de crecimiento estan implicados en el proceso de reparacion tisular tras la cirugia de
filtracion del glaucoma y contribuye al fallo del procedimiento. [Trpathi y col., (1996), Exp Eye Res, vol 63: 339-46].
En estudios adicionales se ha implicado a estos factores de crecimiento en la respuesta de las heridas posterior a la
filtracion [Denk y col., (2003), Curr Eye Res; vol 27: 35-44] concluyeron que diferentes isoformas de PDGF son
estimuladores principales de la proliferacion de los fibroblastos de la capsula de Tenon tras cirugia de filtracion del
glaucoma, mientras que el TGFB es esencial para la transformacion de los fibroblastos de la capsula de Tenon en
miofibroblastos. Los inventores han demostrado que la S1P esta presente en los fibroblastos de la capsula de
Tenon/conjuntiva y que la S1P se expresa fuertemente en la respuesta de cicatrizacion de heridas. La S1P también
estimula la funcion profibrética de multiples tipos de células de fibroblastos y la transformacién en el fenotipo de
miofibroblasto y la produccién de colageno. Dados los efectos pleotrdpicos especificos de la S1P y sus interacciones
conocidas con bFGF, PDGF y TGF-beta, se cree que un agente que se une, antagoniza, inhibe los efectos o la
producciéon de S1P, o quiza de otros lipidos bioactivos tales como LPA, sera eficaz en la modulaciéon de la
cicatrizacion de heridas y/o la respuesta fibrética que conduce a fallos de la cirugia de glaucoma y sera un método
terapéutico eficaz de potenciar resultados quirdrgicos con éxito. Se ha previsto que el agente se pueda administrar,
por ejemplo mediante inyeccion intravitrea o subconjuntival o topicamente.

Transplante de cornea

El transplante de cérnea (queratoplastia penetrante (PK)) es el procedimiento de transplante de tejido con mayor
éxito en seres humanos. A pesar de los 47.000 transplantes de cérnea que se realizan anualmente en EE.UU. el
rechazo del aloinjerto de cornea sigue siendo la principal causa de fallo del injerto de cérnea. [Ing JJ y col., (1998),
Ophthalmology, vol 105: 1855-1865]. En la actualidad no tenemos suficiente capacidad para evitar el rechazo de
aloinjerto, aunque la inmunosupresién y la inmunomodulaciéon pueden ser un prometedor enfoque. Recientemente
se ha descubierto que los linfocitos T CD4(+) funcionan directamente como células efectoras y no como células
colaboradoras en el rechazo de los aloinjertos corneanos. [Hegde S y col., (2005), Transplantation, vol 79: 23-31].
En estudios murinos se ha demostrado un incremento de la cifra de neutrdfilos, macréfagos y mastocitos en el
estroma de las corneas que son rechazadas. Los macréfagos eran el principal tipo de célula infiltrante, seguida de
los linfocitos T, los mastocitos y los neutrdfilos. La expresion temprana de quimiocinas en el transplante de cornea
de alto riesgo sera el homdélogo de la IL-8 en raton (proteina 2 inflamatoria de macrofagos) y la proteina 1
quimiotactica de monocitos (MCP-1) [Yamagami S y col., (2005), Mol Vis, vol 11, 632-40].

FTY720 (FTY) es un nuevo farmaco inmunosupresor que actua alterando el trafico de linfocitos; lo que tiene como
resultado linfopenia en sangre e incremento del recuento de linfocitos en los ganglios linfaticos. FTY participa en sus
efectos moduladores del sistema inmunitario uniéndose a algunos de los receptores de SIP expresados en los
linfocitos. [Bohler T y col. (2005), Transplantation, vol 79: 492-5]. El farmaco se administra por via oral y una Unica
dosis oral redujo los recuentos de linfocitos periféricos en 30-70 %. FTY redujo la subpoblacion de linfocitos T,
células CD4(+) mas que las células CD8(+). [Bohler et al. (2004), Nephrol Dial Transplant, vol 19: 702-13]. Los
ratones tratados con FTY mostraron una prolongacion significativa de la supervivencia del injerto corneano
ortotopico cuando se administra por via oral [Zhang y col., (2003), Transplantation, vol 76: 1511-3]. El tratamiento
con FTY oral también retras6 de forma significativa el rechazo y disminuy6 su gravedad en un modelo de rata a
ratéon de xenotransplante corneano [Sedlakova y col., (2005), Transplantation, vol 79, 297-303]. Dada la patogenia
conocida del rechazo del aloinjerto combinado con los datos que sugieren que la modulacion de los efectos de la
sefializacion de S1P puede mejorar la supervivencia del injerto corneano, se cree que los restos inmunitarios que
disminuyen la concentracion eficaz de lipidos bioactivos, por ejemplo SPHINGOMAB, también son utiles en el
tratamiento de afecciones inmunolégicas tales como el rechazo del aloinjerto, por ejemplo atenuando la respuesta
inmunitaria, y, por tanto, probablemente mejorara la supervivencia del injerto corneano tras PK. El farmaco pueden
también tener la ventaja afadida de que, ademas de la administracion sistémica, la administracion local, por ejemplo
por via periocular tépica o intraocular, puede ser posible.
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Otras enfermedades oculares con un componente inflamatorio o inmunitario incluyen uveitis crénica, infecciones,
incluidas las infecciones por herpes simple, herpes zoster y protozooicas, y la histoplasmosis ocular.

Enfermedades del segmento anterior caracterizadas por cicatrizacion

El tratamiento con un anticuerpo dirigido a lipidos bioactivos también se cree que beneficia varias afecciones
caracterizadas por cicatrizacion de la porcion anterior del ojo. Estas incluyen los siguientes

Traumatismo

La coérnea, como la estructura mas anterior del ojo, estd expuesta a varios riesgos que van desde residuos
transmitidos por el aire a traumatismos contusos que pueden tener como resultado un traumatismo mecanico. La
cornea y la superficie anterior del ojo se pueden exponer también a otras formas de traumatismo por cirugia y
lesiones quimicas, tales como bases y acidos. Los resultados de estos tipos de lesiones pueden ser devastadores, y
a menudo conducen a cicatrizacion en la cornea y en la conjuntiva y formacion de simbléferon. Ademas, se puede
producir neovascularizacion corneana. Se produce acumulacion de neutrdfilos, su liberacion de leucotrienos vy la
presencia de interleucina 1 y de interleucina 6 sirven para reclutar olas sucesivas de células inflamatorias [Sotozono
y col., (1997), Curr Eye Res, vol 19: 670-676] que infiltran la cérnea y liberan enzimas proteoliticas que conducen a
dafos adicionales y rotura del tejido cornal y una fusién de la cornea. Ademas, los fibroblastos corneanos y de la
conjuntiva se activan e invaden para producir depdsitos de colageno y fibrosis. Los efectos indeseables de una
inflamacion excesiva y cicatrizacion son estimulados por TGF-g. [Saika S y col., (2006), Am J Pathol vol 168, 1848-
60]. Este proceso conduce a pérdida de transparencia corneana y alteracion de la vision. La reduccion de la
inflamacion, incluida la disminucién de los infiltrados de neutrdfilos y la reduccion de la fibrosis tuvo como resultado
una curacién mas rapida y mas completa en un modelo murino de cérneas quemadas con alcali [Ueno y col.,
(2005), Ophthalmol Vis Sci, vol 46: 4097-106].

Penfigoide cicatricial ocular (PCO)

El PCO es una enfermedad autoinmunitaria cicatrizante (de formacion de cicatrices) crénica que afecta
principalmente a la conjuntiva. La enfermedad es invariablemente progresiva y el prondstico es bastante malo. En
sus etapas finales, la cicatrizacion de la conjuntiva y la queratopatia asociada conducen a ceguera bilateral.
Histolégicamente, la conjuntiva muestra cicatrizacion de la submucosa e inflamaciéon crénica en la que la
participacion de mastocitos es sorprendentemente grande [Yao L y col., (2003), Ocul Immunol Inflamm, vol 11: 211-
222]. Los autoantigenos conducen a la formacion de autoanticuerpos. La unién del autoanticuerpos al autoantigenos
inicia una compleja serie de acontecimientos con infiltracion de linfocitos T en la que los linfocitos CD4
(colaboradores) superan con mucho a los linfocitos CD8 (supresores). También se produce infiltracion de
macrofagos y mastocitos, asi como la liberacion de citocinas proinflamatorias y profibréticas. Las citocinas inducen
proliferacion y activacion de fibroblastos de la conjuntiva, con la fibrosis subepitelial resultante (véanse los ejemplos
mas adelante en el presente documento). En los estudios se ha demostrado un papel de TGF-g and IL-1 en la
fibrosis conjuntiva en pacientes con PCO [Razzaque MS y col., (2004), Invest Ophthalmol Vis Sci, vol 45: 1174-81].

Sindrome de Stevens Johnson (SJS) y necrélisis epidérmica téxica (NET)

El SJS y el NET son reacciones adversas potencialmente mortales a los medicamentos. Las secuelas oculares de
estas dos afecciones relacionadas pueden ser graves e implicar cambios patolégicos de la conjuntiva palpebral y
bulbar, los parpados y la cérnea. Los farmacos y las infecciones son los factores mas desencadenantes. Los
hallazgos cronicos en el ojo incluyen cicatrizacion, formacion de simbléfaron y cicatrizacion de la conjuntiva como
resultado del proceso inflamatorio inicial. Esto conduce a formaciéon de entropién, triquiasis e inestabilidad de la
pelicula lagrimal. La rotura de la superficie ocular conduce a cicatrizacién corneana, neovascularizacion y, en los
casos graves, queratinizacion. Como en el PCO, se produce fibrosis subepitelial de la conjuntiva. Se cree que una
enérgica respuesta autoinmunitaria de linfocitos a un farmaco o infeccion desempefa un papel en el desarrollo de
SJS/NET. [Harilaos y col., (2005), Erythema Multiforme, Stevens Johnson Syndrome, and Toxic Epidermal
Necrolysis, en Cornea 2?2 edicion. Krachmer, Mannis, Holland eds. Elesevier Mosby Philadelphia]. La poblacion de
células infiltrantes en el SJS incluye macréfagos, linfocitos T positivos para CD4 vy linfocitos T positivos para CD8.
Esta poblacion celular es similar a las observadas en las lesiones quimicas. [Kawasaki y col., (2000), J Ophthalmol,
vol 84: 1191-3].

Pterigion

Clinicamente un pterigién aparece como una masa vascular carnosa que se produce en la fisura interpalpebral. El
cuerpo del pterigiéon es una masa fibrovascular carnosa. El pterigion activo se caracteriza por una marcada
congestion vascular y crecimiento progresivo. Se adhiere firmemente al globo. En los casos avanzados, el pterigion
llega a la cornea y puede producir pérdida de vision secundaria a la pérdida de transparencia de la cornea dentro del
eje visual o astigmatismo irregular. Sintomaticamente, los pacientes pueden experimentar sensacion de cuerpo
extrafio, lagrimeo y vision borrosa. La histopatologia demuestra hialinizacion del tejido conjuntivo subepitelial de la
sustancia propia, aumento del numero de fibroblastos e incremento de los mastocitos. [Butrus y col., (1995), Am J

Ophthalmol, vol 119: 236-237]. El tratamiento del pterigion sigue siendo un problema. Aunque a menudo se realiza
escision quirurgica, las tasas de recurrencia son altas. (Krag y col., (1992), Acta Ophthalmol, vol 70: 530]. Con el fin
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de ayudar a disminuir la tasa de recurrencia del pterigion se han usado varios adyuvantes farmacoldgicos tales como
mitomicina C y daunorubicina. Aunque estos pueden ser Utiles, los datos a largo plazo son limitados y se pueden
asociar con adelgazamiento de la esclerdtica y fusion corneana. Dougherty y col. y Lee y col., [Dougherty y col.,
(1996), Cornea, vol 15: 537-540 y Lee y col., (2001), Cornea, vol 20: 238-42] fueron los primeros en demostrar que
el VEGF puede desempeiiar un papel importante en el desarrollo del pterigion y en la identificacion del VEGF vy el
oxido nitrico en el epitelio del pterigion. Estos trabajadores postularon la hipétesis de que estos, ademas de otras
citocinas, son responsables del enterramiento fibrovascular caracteristico del pterigion. Se ha demostrado la
presencia de FGF y TGF-beta 1 basicos en el pterigion primario y recurrente [Kira y col., (1998), Graefes Arch Clin
Exp Ophthalmol, vol 236: 702-8] y las pruebas morfométricas e inmunohistoquimicas publicadas avalan
adicionalmente la idea de que la angiogénesis puede desempefiar un papel en la formacién del pterigion [Marcovich
y col., (2002), Curr Eye Res, vol 25:17-22]. En otros estudios se ha implicado a la IL-6 y la IL-8, asi como el VEGF,
como mediadores que pueden ser relevantes para el desarrollo de pterigién [Di Girolamo y col., (2006), Invest
Ophthalmol Vis Sci, vol 47: 2430-7]. Un agente eficaz contra la formacién y crecimiento del pterigiéon puede disminuir
la necesidad de intervencioén quirargica o reducir las tasas de recurrencia.

Otras enfermedades y afecciones oculares con un componente de fibrogénesis, fibrosis o cicatrizacion incluyen
DME, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, retinopatia por drepanocitosis, retinopatia isquémica,
enfermedad vebooclusiva retiniana y sobredesgaste por lentes de contacto.

En resumen, la cicatrizacion excesiva es un componente subyacente de la fisiopatologia de muchas enfermedades y
afecciones oculares y no oculares. Los lipidos bioactivos como S1P y LPA desempefian un papel en este proceso y
un tratamiento relacionado con anticuerpos para disminuir las concentraciones de estos agentes probablemente
conduzcan a un beneficio terapéutico para los pacientes que estan recibiendo el tratamiento. En una realizacién, se
cree que los inhibidores de lipidos bioactivos, en particular anticuerpos monoclonales dirigidos contra S1P y/o LPA
son utiles en la modulacién de las respuestas de cicatrizacion de heridas quirdrgicas y traumaticas.

Anticuerpos anti-S1P y anti-LPA para el tratamiento de la esclerodermia

Las composiciones y procedimientos divulgados en el presente documento seran utiles en el tratamiento de
trastornos y enfermedades caracterizadas, al menos en parte, por neovascularizacion aberrante, fibrogénesis,
fibrosis, cicatrizacion, inflamacion y respuesta inmunitaria. Una de estas enfermedades es la esclerodermia, que
también se denomina esclerosis sistémica.

La esclerodermia es una enfermedad autoinmunitaria que produce cicatrizacion o engrosamiento de la piel y en
ocasiones afecta a otras zonas del cuerpo, incluidos los pulmones, el corazon y/o los rifiones. La esclerodermia se
caracteriza por la formacion de tejido cicatricial (fibrosis) en la piel y los 6rganos del cuerpo, que puede conducir a
engrosamiento y firmeza de las areas implicadas, con la consiguiente reduccién de la funcion. Hoy en dia,
aproximadamente 300.000 americanos tienen esclerodermia de acuerdo con la Scleroderma Foundation. Un tercio o
menos de los afectados tienen la enfermedad extendida, mientras que los dos tercios restante tienen principalmente
sintomas cutaneos. Cuando la enfermedad afecta a los pulmones y produce cicatrizacion, la respiraciéon puede estar
restringida porque los pulmones ya no pueden expandirse como deberian. Para medir la capacidad respiratoria, los
médicos usan un dispositivo que evalua la capacidad vital forzada (CVF). En personas con una CVF menor al 50 por
ciento de la lectura esperada, la tasa de mortalidad a 10 afios por enfermedad pulmonar relacionada con
esclerodermia es de aproximadamente el 42 por ciento. Un motivo por el cual la tasa de mortalidad es tan alta es
que actualmente no se dispone de un tratamiento eficaz.

Como se ha descrito en los ejemplos de esta solicitud, las pruebas existentes indican que la S1P y los LPA son
factores de crecimiento profibréticos que pueden contribuir a la activacion y proliferacion de fibroblastos y el
resultante incremento de la actividad de los fibroblastos asociada a cicatrizacién y remodelado maladaptativo.
Ademas, se han demostrado los posibles papeles para S1P y LPA en la actividad de la piel y otros tipos de
fibroblastos. Por ejemplo, se ha mostrado que los LPA estimulan la migracién de fibroblastos cutaneos murinos
(Hama, y col., J Biol Chem. 2004 Apr 23;279(17):17634-9), y los fibroblastos cutaneos humanos expresan varios
subtipos de receptores de S1P (Zhang y col., Blood. 1999 May 1;93(9):2984-90). Ademas de los muchos efectos
directos de la S1P sobre la actividad de los fibroblastos, la S1P también puede temer muchos posibles efectos
indirectos sobre la actividad de los fibroblastos. Por ejemplo, la S1P puede facilitar la accion de otros factores
profibréticos bien conocidos, como el TGF-B y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). El TGF-p
es uno de los contribuyentes mas ampliamente estudiados y reconocidos de la fibrosis (Desmouliere, y col., J Cell
Biol 122: 103-111, 1993). EI TGF-g regula por aumento la expresion de SphK1 y la actividad que conduce a un
incremento de la expresion de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 1 (TIMP-1), una proteina que inhibe la
degradacion de la ECM (Yamanaka, y col., J Biol Chem 279: 53994-54001, 2004). El incremento de la expresion de
TIMP-1 esta vinculado a fibrosis intersticial y disfuncion diastélica en pacientes con insuficiencia cardiaca (Heymans,
y col., Am J Pathol 166: 15-25, 2005). Por el contrario, la S1P estimula la expresion y la liberacion de TGF-g (Norata,
y col., Circulation 111: 2805-2811, 2005). Existen también distintas pruebas de interferencias entre S1P y PDGF. La
S1P estimula directamente la expresion de PDGF (Usui, y col., J Biol Chem 279: 12300-12311, 2004). Ademas, el
receptor S1P1 y el receptor de PDGF se unen uno a otro y su asociacion es necesaria para la activacion de PDGF
de la sefalizacién cadena abajo que contribuye a la proliferacion y migracion de varios tipos celulares (Long, y col.,
Prostaglandins Other Lipid Mediat 80: 74-80, 2006; Baudhuin y col., Faseb J 18: 341-343, 2004). Como ftal, los
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efectos de TGF-g y PDGF sobre la fibrosis se pueden deber, en parte, a las interferencias con la via de sefializacion
de la S1P. Como tales, las composiciones y procedimientos de la invencion se pueden usar para tratar la
esclerodermia, en particular disminuyendo la concentracion eficaz in vivo de un lipido diana concreto, por ejemplo
S1P y/o LPA.

Se piensa que la esclerodermia sistémica esta exacerbada por los autoanticuerpos estimuladores contra receptores
del PDGF (Baroni, y col., N Engl J Med. 2006 v354(25):2667-76), y los receptores del PDGF estan regulados por
aumento en respuesta al TGF-g (Yamakage, y col., J Exp Med. 1992 May 1;175(5):1227-34). Dada la sustancial
interferencia entre los sistemas de sefalizacion de S1P, PDGF and TGF-f, el bloqueo de la bioactividad de la S1P
con el agente anti-S1p (p. €j., un mAb anti-S1P) podria mitigar indirectamente los efectos proescleréticos de PDGF
and TGF-B. Ademas, el tratamiento con este agente anti-S1P podria beneficiar a los pacientes de esclerodermia
mitigando los efectos directos de la S1P sobre la piel y otras formas de fibroblastos que contribuyen a la progresion
de la enfermedad.

3. Procedimientos de administracion

El tratamiento de enfermedades y afecciones tales como los ejemplos proporcionados anteriormente se puede
administrar por varias vias usando diferentes formulaciones y dispositivos. En la técnica se conocen bien diluyentes,
vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables. Un experto en la técnica apreciara que las cantidades que se
van a administrar para un protocolo de tratamiento concreto se pueden determinar facilmente. Podria esperarse que
las cantidades adecuadas entren dentro del intervalo de 10 pg/dosis a 10 g/dosis, preferentemente dentro del de 10
mg/dosis a 1 g/dosis.

Las sustancias farmacoldgicas se pueden administrar mediante técnicas conocidas en la materia, incluyendo, entre
otras, administracion sistémica, subcutanea, intradérmica, mucosa, incluida inhalacion, y tdpica. La mucosa se
refiere al tejido epitelial que reviste las cavidades internas del cuerpo. Por ejemplo, la mucosa comprende el canal de
alimentacion, incluyendo la boca, el eséfago, el estdbmago, los intestinos y el ano; el tracto respiratorio, incluyendo
los pasajes nasales, la traquea, los bronquios y los pulmones; y los genitales. Para los fines de esta memoria, la
mucosa también incluira la superficie externa del ojo, es decir, la cérnea y la conjuntiva. La administracion local (en
posicion a la administracion sistémica) puede ser ventajosa porque este enfoque puede limitar los posibles efectos
secundarios sistémicos, pero permite un efecto terapéutico.

Las composiciones farmacéuticas usadas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen, entre otras, soluciones,
emulsiones y formulaciones que contienen liposomas. Estas composiciones pueden generarse a partir de una
variedad de componentes que incluyen, entre otros, liquidos preformados, sélidos autoemulsionantes y semisolidos
autoemulsionantes.

Las formulaciones farmacéuticas usadas en el presente documento se pueden presentar de acuerdo con técnicas
convencionales bien conocidas en la industria farmacéutica. Dichas técnicas incluyen la etapa de poner en contacto
los ingredientes activos con el(los) vehiculo(s) farmacéutico(s) o excipiente(s). Vehiculos preferidos incluyen
aquéllos que son farmacéuticamente aceptables, particularmente cuando la composicién es para uso terapéutico en
seres humanos. Para aplicaciones terapéuticas no humanas (p. €j., en el tratamiento de animales de compaiiia,
ganado, peces o aves) se pueden usar vehiculos veterinariamente aceptables. En general, las formulaciones se
preparan poniendo en contacto de forma uniforme y estrecha los ingredientes activos con vehiculos de liquidos o
transportadores solidos finamente divididos o con ambos y, después, en caso necesario, dando forma al producto.

Las composiciones divulgadas en el presente documento pueden formularse en cualquiera de muchas formas de
dosificacion posibles, tales como, entre otros, comprimidos, capsulas, jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y
enemas. Las composiciones de la presente invencion también se pueden formular en forma de suspensiones en
medio acuoso, no acuoso o mixto. Las suspensiones acuosas pueden contener ademas sustancias que incrementan
la viscosidad de la suspension, incluidas, por ejemplo, carboximetilcelulosa sodica, sorbitol y/o dextrano. La
suspension también puede contener estabilizantes.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas se pueden formular y usar como espumas. Las espumas
farmacéuticas incluyen formulaciones tales como, entre otras, emulsiones, microemulsiones, cremas, gelatinas y
liposomas.

Aunque de naturaleza basicamente similar, estas formulaciones varian en los componentes y la consistencia del
producto final. Los conocimientos sobre la preparacion de dichas composiciones y formulaciones suele ser conocido
para los expertos en la técnica farmacéutica y de formulacion y se pueden aplicar a la formulacion de las
composiciones de la presente invencion.

En una realizacion se puede liberar en el ojo un resto derivado inmunitario mediante, por ejemplo, gotas o pomadas
topicas, inyeccion periocular, intracraneal en la camara anterior o el cuerpo vitreo, mediante un depot implantado o
sistémicamente mediante inyeccién o administracion oral. Un experto en la técnica puede determinar facilmente la
cantidad de anticuerpo usado.

Los enfoques tradicionales a la liberacion de terapéuticas en el ojo incluyen aplicacion tépica, redistribucion en el ojo
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tras administracion sistémica o inyecciones intraoculares/perioculares directas [Sultana y col., (2006), Current Drug
Delivery, vol 3: 207-217; Ghate and Edelhauser (2006), Expert Opinion, vol 3: 275-287 y Kaur and Kanwar (2002),
Drug Develop Industrial Pharmacy, vol 28: 473-493]. Probablemente, las terapéuticas con anti-S1P, anti-LPA u otros
anticuerpos anti-lipidos bioactivos se usen con cualquiera de estos enfoques aunque todos tienen ciertas ventajas y
desventajas que se perciben. Las gotas tépicas son comodas, pero se eliminan principalmente porque el drenaje
nasolacrimal a menudo libera menos del 5 % del farmaco aplicado en la seccion anterior del ojo y una fraccién
incluso menor que la dosis del segmento posterior del globo. Ademas de gotas, los pulverizadores proporcionan otro
modo de administracion tépica. Un tercer modo lo constituyen las pomadas o emulsiones oftalmicas que se pueden
usar para prolongar el tiempo de contacto de la formulaciéon con la superficie ocular, aunque la visiéon borrosa y la
inflamacion de los parpados pueden ser molestos. Dichos enfoques topicos todavia son preferibles, ya que la
administracion sistémica de terapéuticas para tratar trastornos oculares expone todo el cuerpo a la potencial
toxicidad del farmaco.

EL tratamiento del segmento posterior del ojo es médicamente importante porque la degeneracion macular
relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la uveitis posterior y el glaucoma son causas principales de pérdida
de vision en EE.UU. y otros paises desarrollados. [Myles y col., (2005), Adv Drug Deliv Rev; 57: 2063-79]. El modo
mas eficiente de liberacion de farmaco en el segmento posterior es la inyeccion intravitrea a través de la pars plana.
No obstante, las inyecciones directas requieren un profesional médico para efectuar la liberacion y pueden causar
ansiedad limitante del tratamiento en muchos pacientes. Las inyecciones perioculares, un enfoque que incluye
inyecciones retrobulbares, peribulbares y en el subtenon posterior son algo menos invasivas que las inyecciones
intravitreas. Repetidas inyecciones intravitreas a largo plazo pueden producir complicaciones, tales como
hemorragia vitrea, desprendimiento de retina o endoftalmitis.

El tratamiento con anticuerpos anti-lipidos bioactivos también se podria administrar usando uno de los sistemas de
liberacion ocular mas recientes [Sultana y col., (2006), Current Drug Delivery, vol 3: 207-217 y Ghate y Edelhauser
(2006), Expert Opinion, vol 3: 275-287], incluidos los sistemas de liberacion sostenida o controlada tales como (a)
insertos oculares (solubles, erosionables, no-erosionables o basados en hidrogel), escudos corneanos, por ejemplo
bandas a base de colageno y lentes de contacto que proporcionan una liberacion controlada del farmaco en el ojo,
(b) sistemas de gelificacion in vitro que proporcionan facilidad de administracion como gotas que se convierten en
gel en el ojo, proporcionando de este modo algun efecto sostenido del farmaco en el ojo, (c) sistemas vesiculares
tales como liposomas, niosomas/discomas etc.,, que ofrecen ventajas de liberacion dirigida, biocompatibilidad y
libertad de la vision borrosa, (d) sistemas mucoadhesivos que proporcionan una mejor retencion en el ojo, (e)
profamacps (f) potenciadores de la penetracion, (g) sistemas de vehiculos liofilizados, (h) particulas, (i) emulsiones
submicrométricas, (j) iontoforesis, (k) dendrimeros, (1) microesferas, incluidas microesferas bioadhesivas, (m)
nanoesferas y otras nanoparticulas, (n) colasomas y (o) sistemas de liberacion de farmacos que combinan uno o
mas de los sistemas indicados anteriormente para proporcionar un efecto beneficioso adicional, o incluso sinérgico.
La mayoria de estos abordajes estan dirigidos al segmento anterior del ojo y pueden ser beneficiosos para tratar la
enfermedad del segmento anterior. No obstante, uno o mas de estos abordajes pueden seguir siendo Utiles
afectando a las concentraciones de lipidos bioactivos en la region posterior del ojo porque los pesos moleculares
relativamente bajos de los lipidos probablemente permitan un movimiento considerable de los lipidos en el interior
del ojo. Ademas, el anticuerpo introducido en la regién anterior del ojo puede ser capaz de migrar por el ojo,
especialmente si se fabrica en una variante del anticuerpo de peso molecular mas bajo, como un fragmento Fab.
También podian usarse sistemas de liberacion sostenida de farmacos para el segmento posterior, como los
aprobados o en fase de desarrollo (véase las referencias en lo que antecede).

Como se ha mencionado anteriormente, el tratamiento de la enfermedad de la retina posterior, la coroides y la
macula es médicamente muy importante. A este respecto, la iontofpresos transescleral [Eljarrat-Binstock and Domb
(2006), Control Release, 110: 479-89] es un avance importante y puede ofrecer un modo eficaz de liberar
anticuerpos en el segmento posterior del ojo.

También se podian afiadir al anticuerpo formulado varios excipientes para mejorar el funcionamiento de la terapia,
hacer la terapia mas comoda o garantizar claramente que el anticuerpo formulado solo se usa para el fin previsto
para el que esta aprobado. Ejemplos de excipientes incluyen sustancias quimicas para controlar el pH, agentes
antimicrobianos, conservantes para prevenir la pérdida de potencia del anticuerpo, pigmentos para identificar la
formulacién para uso ocular exclusivamente, agentes de solubilizaciéon para aumentar la concentracion del
anticuerpo en la formulacion, potenciadores de la penetracion y el uso de agentes para ajustar la isotonicidad y/o la
viscosidad. Los inhibidores de, por ejemplo, proteasas se podian afiadir para prolongar la semivida del anticuerpo.
En una realizacion, el anticuerpo se libera en el ojo mediante inyeccion intravitrea en una solucién que comprende
solucién salina tamponada con fosfato a un pH adecuado para el ojo.
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El anticuerpo también podrian modificarse quimicamente para dar un profarmaco que se administra en una de las
formulaciones o dispositivos descritos anteriormente en el presente documento. La forma activa del anticuerpo se
libera después mediante accion de una enzima enddgena. Posibles enzimas oculares que se han de considerar en
la presente solicitud son los diversos citocromos p450, aldehido reductasas, cetona reductasas, esterasas o N-acetil-
B-glucosamidasas. Otras modificaciones quimicas realizadas en el anticuerpo podrian aumentar su peso molecular
y, como resultado, incrementar el tiempo de residencia del anticuerpo en el ojo. Un ejemplo de tal modificacion
quimica es la pegilacion [Harris y Chess (2003), Nat Rev Drug Discov; 2: 214-21], un procedimiento que puede ser
general o especifico de un grupo funcional, tal como disulfuro [Shaunak y col., (2006), Nat Chem Biol ; 2:312-3] o un
tiol [Doherty y col., (2005), Bioconjug Chem; 16: 1291-8].

Ejemplos

La invencion se describira adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos detallados. Estos ejemplos no se
deben considerar de ningln modo como limitantes del ambito de la invencion.

Para los datos descritos mas adelante se realizaron estudios in vitro por triplicado y se repitieron al menos tres veces
y se realizaron estudios in vivo en al menos 5 ratones. En todos los estudios se realizaron analisis estadisticos
usando la prueba T de Student o ANOVA usando el software GraphPad. Cuando proceda, los datos se presentan
como la media + SEM y el * representa p< 0,05.

Ejemplo 1. SPHINGOMARB redujo significativamente la NVC y la formacion de cicatrices en un modelo murino
de NVC

Se sometio a ratones C57BL6/J hembra a rotura inducida por laser de la membrana de Bruch y se administré 0,5 ug
de Sphingomab o de un anticuerpo inespecifico (IN) del mismo isotipo diluido en 2 pl de solucion fisioldgica salina.
Se sacrifico a los ratones 14 y 28 dias después de la rotura con laser.

Para inducir las lesiones de NVC se dilataron las pupilas con tropicamida oftalmica (al 0,5 %) y fenilefrina (al 2,5 %).
Sobre el ojo se colocéd un cubreobjetos. Oculight GL 532 nm (Iridex Corporation, Mountain View, CA) acoplado a una
lampara de hendidura fijada para liberar un pulso de 100 ms a 150 mW con un tamafio de mancha de 50 pm se uso6
para romper la membrana de Bruch en tres cuadrantes del ojo derecho localizados aproximadamente a 50 um de la
papila optica en las posiciones relativas de las 9, las 12 y las 3 de un reloj. El ojo izquierdo sirvié como control sin
dafos en todos los casos. Cualquier lesion no asociada con una burbuja de vapor o las lesiones que se hicieron
confluentes se excluyeron de analisis.

Para medir el tamafio de la lesion de NVC se prepararon montajes horizontales coroideos del complejo esclerética-
coroides-EPR y se tifieron para ver la vasculatura (R. communis aglutinina |; rojo) y pericitos (CD140b; verde). Se
capturaron imagenes digitales usando una camara digital de alta resoluciéon con epifluorescencia Zeiss Axioplan 2
RGB Spot y microscopia confocal laser de barrido (BioRad MRC 1024, BioRad Corporation, Temecula, CA). Para los
analisis volumétricos se us6 captura de serie z y la sima del area de lesion a lo largo de la serie z se multiplico por el
espesor z (4 um) para obtener el volumen de la lesion.

Para evaluar el deposito de colageno se tifié el complejo esclerética-coroides-EPR con tricromo de Masson. El
complejo esclerdtica-coroides-EPR se incluyd en parafina y después se seccion6 en serie a un espesor de 6
micrometros. Se evaluaron aproximadamente 30 secciones por lesion. La cuantificacion del volumen del depdsito de
colageno se calculdé del mismo modo que se ha descrito para el volumen de la lesion de NVC.

Las imagenes digitales capturadas se evaluaron morfométricamente usando el software ImageJ (Research Services
Branch, National Institutes of Health, Bethesda, MD). La Figura 1A muestra que SPHINGOMAB atenua
espectacularmente la neovascularizacion coroidea 14 y 28 dias después de la rotura de la membrana de Bruch
inducida por laser. La Figura 1B muestra que SPHINGOMAB reduce significativamente la fibrosis asociada con la
formacion de lesiones de NVC 28 dias después de la rotura de la membrana de Bruch inducida por laser.

Ejemplo 2. SPHINGOMAB inhibe la neovascularizacion a través de muiltiples mecanismos, incluida la
inhibicion de la migracion de células endoteliales y la formacion de tubos.

La S1P estimula la migracion de las células endoteliales de la vena umbilical humanas (HUVEC) y, en Matrigel y
otros ensayos, la formacion de la formacion de VS de novo in vitro [112]; SPHINGOMAB puede neutralizar estos
efectos de la S1P. Se realizaron experimentos como describen Visentin y col. (Cancer Cell 2006 Mar;9(3):225-38).
Los datos de la Figura 2A sugieren que las HUVEC sembradas sobre Matrigel reducido con GF formaban multiples
estructuras de tipo capilares en presencia de S1P y no formaron estructuras de tipo capilares en ausencia de S1P o
cuando se incuban junto con SPHINGOMAB y S1P. Los datos de la Figura 2B demuestran la potente capacidad de
S1P 0,1 — 1 uM para estimula la migracion de HUVEC 2 — 2,5 veces la de las HUVEC no tratadas o las HUVEC
incubadas junto con SPHINGOMAB en un ensayo de quimioinvasion en Matrigel. Combinados, estos estudios
demuestran que SPHINGOMAB pueden mitigar de forma eficiente los efectos proangiogénicos de S1P sobre las CE.
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Ejemplo 3. SPHINGOMAB inhibe la neovascularizacion a través de muiltiples mecanismos, incluida la
mitigacion de los efectos de SP1, VEGF y bFGF in vivo.

En base a los estudios in vivo que muestran que S1P aumentaba el crecimiento de capilares endoteliales en tapones
de Matrigel implantados por via subcutanea [54], los inventores han especulado que SPHINGOMAB podria reducir la
formacién de novo de VS in vivo. Para investigar esto, los inventores han usado el ensayo de Matrigel Plug in vivo
para determinar la neovascularizacién. En un conjunto de experimentos, Matrigel se suplementé con S1P 1 uM,
bFGF 0,5 pg/ml o VEGF 1 pg/ml y, después, se inyectd IP en ratones (n= 4). Tras 10 dias, se heparinizé a los
ratones y se les inyect6 lectinas fluorescente, isolectina B4-FITC, que se une a las moléculas de adhesion
expresadas por las CE vasculares que forman los VS en crecimiento. Después, se fragmentaron los tapones, se
congelaron en OCT, se seccionaron y se observaron para detectar VS tefiidos con FITC. Los datos de la Figura 3A
sugieren que S1P es un estimulador mas potente de la neovascularizacion in vivo que bFGF o VEGF [Lee, y col.,
(1999), Biochem Biophys Res Commun,. vol 264: 743-50], como pone de manifiesto la gran cantidad de VS tefidos
con FITC en los tapones que contienen S1P en comparacién con los tapones que contienen bFGF o VEGF.

Después, se tifieron las secciones con hematoxilina y eosina para evalua la infiltracion de CE (Figura 3B). La
infiltracion de CE es una etapa critica en la neovascularizacién. Los tapones que contenian S1P tenian un
incremento por tres de la infiltracion de CE en comparacion con los tapones que solo contenian Matrigel. Se supone
que la infiltracién de células es de CE, aunque los autores reconocen que otros tipos de células, como las células
inmunitarias, también se pueden tefir. Los ratones a los que se administra sistémicamente SPHINGOMAB cada 48
horas (iniciado 1 dia antes de la implantacion de los tapones) mostraron una cantidad menor de infiltracion de CE,
incluso cuando se afiadid6 S1P a los tapones de Matrigel. Estos resultados demuestran la capacidad de
SPHINGOMAB para inhibir la infiltraciéon de CE in vivo.

La S1P enddgena de la sangre y el tejido circundante podria suministrar a una herida estimulos proangiogénicos. Se
investigo la capacidad de SPHINGOMAB para reducir la S1P enddgena en una herida. Los tapones estimulados
optimamente (Matrigel suplementado con 0,5 pug/ml de bFGF o 10 mg/ml de VEGF) se implantaron en los ratones.
Los ratones recibieron inyecciones |.P. de 25 mg/kg de SPHINGOMARB o solucién salina cada 48 horas comenzando
el dia 1 antes de la implantacion de Matrigel. Cada grupo de tratamiento (Matrigel, Matrigel plus GF o Matrigel plus
GF y SPHINGOMAB administrado) estaba constituido por un minimo de 6 ratones. Tras 10 dias, se trato a los
ratones con heparina, se les inyectd Isolectina B4-FITC, se escindieron los tapones, se incluyeron en medio de
congelacion OCR y se fragmentaron. Se accedi6 cualitativamente a la densidad microvascular mediante vasos
tefiidos con lectinas-FITC como se muestra en la Figura 3C. La tincion de VS fue esporadica en los tapones control
(sin tratar), mientras que los tapones que contenian bFGF o VEGF mostraron pruebas significativas de
vascularizacion. Los tapones de los ratones tratados con SPHINGOMAB mostraron una reduccion significativa de la
formacién de VS en comparacion con los tapones de bFGF o VEGF de los ratones tratados con solucién salina. La
cuantificacion de los vasos sanguineos tefiidos reveld una disminucion de 5 a 8,5 veces la neovascularizacion de los
tapones que contienen VEGF o bFGF, respectivamente, de animales tratados con SPHINGOMAB en comparacion
con los animales tratados con solucion salina (Figura 3C). Esta Evaluacion demuestra ademas la capacidad de la
SP1 sérica enddgena y tisular para potenciar la microvascularizacion, asi como la capacidad de SPHINGOMAB para
neutralizar los efectos proangiogénicos de la S1P enddgena.

Ejemplo 4. SPHINGOMARB inhibe la formacion de cicatrices in vivo

La S1P realiza contribuciones profundas a la cicatrizacion de heridas a través de la activacion de la migracion y
proliferacion de fibroblastos y produccion de colageno; SPHINGOMAB neutraliza estos efectos. En varios estudios
que usan multiples tipos de fibroblastos se confirma la capacidad de la S1P para estimular la cicatrizacion de
heridas: 1) La S1P aumento la proliferacion de fibroblastos Swiss-3T3 medida mediante la incorporacion de *H-
timidina usando procedimientos estandar (Figura 4A); 2) la S1P estimul6 la migracion de fibroblastos cardiacos en
un ensayo de cicatrizacion de heridas de raspado estandar. (Figura 4B); 3) la S1P estimul6 la expresiéon de colageno
por los fibroblastos cardiacos aislados de ratones transgénicos que poseian el indicador de colageno la GFP, como
se indica mediante microscopia inmunofluorescente (Figura 4C); y 4) la S1P indujo la diferenciacion de fibroblastos
de pulmén WI-38 en miofibroblastos, las células que son activas en el remodelado de las cicatrices, como se indica
el incremento de la expresion de la proteina marcadora de miofibroblastos, la a-actina de musculo liso, usando
analisis de inmunotransferencia (Figura 4D). En cada uno de estos ensayos, SPHINGOMAB neutralizé las S1P. se
ha previsto que los fibroblastos oculares respondan de un modo similar a la S1P y a SPHINGOMAB. Se han
observado similitudes entre la enfermedad cardiovascular y las lesiones neovasculares de la DME, incluido el
remodelado de cicatrices y la posterior formacion de tejido fibrosos maladaptativo; [Vine et al. (2005),
Ophthalmology,. vol 112: 2076-80 y Seddon y Chen (2004), Int Ophthalmol Clin,. vol 44: 17-39]; por tanto, se cree
que SPHINGOMAB tendria efectos sobre la neovascularizacion ocular y la cicatrizacion similares a los que se han
demostrado en los sistemas cardiovasculares. En los estudios en Lpath se evalué la eficacia de SPHINGOMAB para
reducir la formacion de cicatrices cardiacas tras un infarto de miocardio (IM) permanente mediante la ligadura de la
arteria coronaria descendente izquierda en ratones. La administracion sistémica de 25 mg/kg de SPHINGOMAB o
solucion salina se inicié 48 horas después de la cirugia. Se escogio la administracion de anticuerpos a las 48 horas
para permitir la formacién normal de cicatrices reparadoras durante la primera fase del remodelado y permitir que se
produzca una angiogénesis beneficiosa estimulada por SLOP inmediatamente después del IM. Dos semanas
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después del infarto se sacrifico a los ratones y se accedio a la fibrosis mediante tincion con tricromo de Masson del
tejido cardiaco. Los animales que han recibido tratamientos con SPHINGOMAB exhibieron una anulacion caso
completa de la fibrosis perivascular (Figura 4E). Como control para cualquier respuesta de cicatrizacion de heridas
no especifica, los animales en simulacién sufrieron una toracotomia sin ligadura de arterias coronarias.

Ejemplo 5: La S1P estimula la transformacion de células epiteliales oculares y fibroblastos en
miofibroblastos contractiles productores de tejido cicatricial.

La fibrosis tisular patoldgica (formacién de cicatrices) es un factor contribuyente primario en una serie de trastornos
oculares, incluidos: degeneracion macular relacionada con la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro,
vitreoretinopatia proliferativa y consecuencias de la cirugia de glaucoma.

En muchos de estos casos, los factores de crecimiento y las quimiocinas en circulacion estimulan la transformacion
de células oculares normales en células fibrocontractiles productoras de tejido cicatricial que se han denominado
“miofibroblastos”. Normalmente, los miofibroblastos son responsables de la reparacion de tejido como parte de la
respuesta de cicatrizacion de heridas tras la lesion. No obstante, el nimero y la funciéon alteradas de los
miofibroblastos estan implicados en enfermedades caracterizadas por formacion de tejido cicatricial patolégico en el
higado, la piel, los pulmones, los rifiones, el corazén y los ojos. En el ojo, la transformacion de las células epiteliales
pigmentarias de la retina (EPR) en una de fenotipo de miofibroblasto esta ligada a la formaciéon de membranas
fibrocontractiles que producen desprendimiento de retina y la posterior alteracion de la visién. Ademas, la
transformacion en miofibroblastos de los fibroblastos oculares puede tener como resultado produccion de tejido
cicatricial anormal tras una lesién ocular que conduce a la posterior pérdida de visién. Aunque se han identificado
muchos de los factores proteicos en circulacion en el ojo que estimulan la formacién de miofibroblastos, no se sabe
nada sobre el papel de los lisofosfolipidos como la S1P en este proceso. Por tanto, los autores examinaron los
efectos de la S1P sobre la transformacion de los miofibroblastos de varias lineas celulares oculares humanas. Como
se muestra en la Figura 5, la S1P estimulaba la produccion de actina de musculo liso a (a-SMA; un marcador de
miofibroblastos) en células epiteliales pigmentarias retinianas humanas (Figura 5A) y fibroblastos de la conjuntiva
humana (Figura 5B). Estos datos demuestran por primera vez que la S1P esta entre los medios de factores quimicos
circulantes que estimulan la transformacion de las células epiteliales oculares y los fibroblastos en miofibroblastos
contractiles productores de tejido cicatricial que pueden contribuir a desprendimiento de retina, fibrosis ocular y la
posterior alteracion de la vision.

En estos experimentos, la capacidad de la S1P para estimular la expresién de o-SMA diferia de un modo
dependiente de la concentracion entre las células epiteliales pigmentarias retinianas y los fibroblastos de la
conjuntiva. Como se ha mostrado se observd un incremento significativo de la expresion de o-SMA a la
concentracion de 0,001 uM en las células epiteliales que disminuyé después hasta los niveles basales a la
concentracion de 10 pM. Por el contrario, Unicamente se observé un incremento significativo en la expresion de o-
SMA a la concentracion de 10 uM en los fibroblastos de la conjuntiva. Se cree que esta diferencia es el resultado de
un incremento de la expresion del receptor de S1P en las células epiteliales en comparacién con los fibroblastos.
Los autores han hipotetizado que, debido al incremento de los niveles de expresiéon del receptor de S1P, es probable
que las células epiteliales pigmentarias retinianas sean mas sensibles a la S1P a concentraciones bajas. Por el
contrario a niveles elevados de S1P, los receptores se sensibilizaron, o posiblemente incluso se internalizaron, para
conducir a una disminucién de la estimulacién por S1P.

El colageno es una de las proteinas estructurales principales que soportan todos los tejidos del organismo y es uno
de los componentes principales del tejido cicatricial. En el contexto no patoldgico, el contenido total de colageno
dentro del tejido se mantiene mediante un equilibrio entre la produccién de colageno por los fibroblastos y la
degradacion de ciertas enzimas. Una serie de trastornos que implican niveles aumentados de tejido cicatricial son el
resultado de, en parte, procesos fisioldgicos y moleculares que inhiben la degradacion de colageno que es necesaria
para la formacion de cicatrices. Los autores ha hipotetizado que la capacidad de S1P para estimular la formacién de
tejido cicatricial puede ser el resultado de su capacidad para inhibir la degradaciéon de colageno, de modo que se
producen incrementos netos del tejido cicatricial dentro de los 6rganos. Por tanto, los autores examinaron los efectos
de la S1P sobre la expresion del inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1) en los fibroblastos de la conjuntiva
humana. El incremento de la expresion de PAI-1 se correlaciona con una disminucion de la degradacion proteolitica
de tejido conjuntivo y esta regulado por aumento en asociacion con varias enfermedades fibroticas que implican un
incremento de la cicatrizacion. Como se muestra en la Figura 5C, la S1P estimula la expresion de PAI-1 de un modo
dependiente de la dosis. Estos datos sugiere que también se puede estimular la formacion de tejido cicatricial
estimulando la expresion de proteinas que inhiben su degradacion, lo que sugiere que la S1P funciona a través de
multiples vias mecanisticas para estimular y mantener la cicatrizacién patolégica asociada con las enfermedades
oculares.

Ejemplo 6: SPHINGOMAB inhibe la infiltracion de células inflamatorias e inmunitarias

La inflamacién es la primera respuesta en el proceso de remodelado [7]. Es desencadenada tanto por isquemia
como por dafios celulares y tiene como resultado la regulacién por aumento de la expresion de citocinas que
estimula la migracion de macréfagos y neutrofilos al area dafiada para la fagocitosis de las células muertas y para
regular por aumento también la respuesta inflamatoria [Jordan y col., (1999), Cardiovasc Res,. vol 43: 860-78]. Los
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mastocitos también son importantes mediadores celulares de la respuesta inflamatoria. La S1P liberada de los
mastocitos es responsable de muchas de las respuestas adversas observadas en modelos animales experimentales
de inflamacion [Jolly y col., (2004), J Exp Med,. vol 199: 959-70 y Jolly y col., (2005), Blood,. vol 105: 4736-42].

En base a las similitudes de las respuestas inmunitarias e inflamatorias en la NVC y la CVD, se evalu¢ la eficacia de
SPHINGOMARB para mitigar la infiltracion de células inmunitarias en una herida en un modelo de infarto murino como
indicacién de los posibles efectos de SPHINGOMAB en la mitigacion de estos dafios durante la DME [Vine y col.,
(2005), Ophthalmology,. vol 112: 2076-80 y Seddon y Chen (2004), Int Ophthalmol Clin,. vol 44: 17-39]. Cuatro dias
después del IM se evalud la infiltracion de macréfagos y mastocitos usando los anticuerpos MAC-1 y MCG35
respectivamente dentro del area en riesgo. SPHINGOMAB atenu6 espectacularmente la densidad de los
macrofagos inflamatorios (Figura 6A) y los mastocitos (Figura 6B), lo que sugiere que SPHINGOMAB puede
neutralizar los dafios inmunitarios e inflamatorios durante la DME.

Ejemplo 7: SPHINGOMAB es altamente especifico de S1P.

En un ELISA competitivo demuestra la especificidad de SPHINGOMAB por la S1P en comparacion con otros lipidos
bioactivos. SPHINGOMAB no demostré reactividad cruzada con esfingosina (SPEH), el precursor metabdlico
inmediato de S1P o de acido lisofosfatidico (LPA), una importante molécula de sefializacion extracelular que es
estructural y funcionalmente similar a la S1P. SPHINGOMAB no reconocié otros lipidos y metabolitos
estructuralmente similares, incluidos ceramida-1-fosfato (C1P), dihidroesfingosina (DH-SPH), fosfatidilserina (PS),
fosfatidiletanolamina (PE) o esfingomielina (SM). SPHINGOMAB si produjo reaccion cruzada con dihidroesfingosina-
1-fosfato (DH-S1P) y, en menor medida, con esfingosilforilcolina (SPC) (Figura 7).

Ejemplo 8: Desarrollo de mAb anti-LPA

El objetivo global de estos experimentos es generar y desarrollar mAb especificos de LPA para desarrollar una
terapia a base de anticuerpos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con LPA, en particular estas
enfermedades que pueden implicar una fibrosis excesiva. Por ejemplo, los LPA pueden tener algunos efectos
fibrogenéticos directos mediante la estimulacion de la expresion del gen del colageno y la proliferacion de
fibroblastos [Chen, y col., (2006) FEBS Lett. 580(19):4737-45]. Por tanto, un mAb anti-LPA puede ser util en el
tratamiento de la fibrosis y las enfermedades caracterizadas por un exceso de actividad de los fibroblastos. Estas
enfermedades incluyen, entre otros, varios trastornos oculares, remodelado cardiaco e insuficiencia cardiaca y
esclerodermia. Los anticuerpos dirigidos contra el lipido bioactivo, LPA, que demuestran buenas caracteristicas de
funcionamiento en ensayos tanto in vitro como in vivo serian muy utiles en aplicaciones terapéuticas y diagndsticas.

Con el fin de generar anticuerpos monoclonales (mAb) contra LPA, se inmunizé a 80 ratones con un derivado de
acido lisofosfatidico (LPA, 1-acil-2-liso-sn-glicero-3-fosfato). La presencia de anticuerpos anti-LPA se determind
analizando los sueros de los ratones inmunizados mediante ELISA en 3 puntos de tiempo tras la inmunizacién. La
respuesta inmunitaria varié considerablemente entre ratones individuales, tanto con respecto al tiempo de respuesta
del anticuerpo como a los niveles obtenidos. En general se observé una respuesta inmunolégica significativa (titulo >
125.000) en al menos la mitad de los ratones. Se selecciond a cinco ratones con el titulo de anticuerpos mas
elevado para iniciar el desarrollo de una linea celular de hibridoma. Tras la seleccion inicial de mas de 2.000 células
de hibridoma generados de estas 5 fusiones, un total de 29 lineas celulares de hibridoma secretoras de anti-LPA
exhibieron union a LPA. De estos clones, 24 se subclonaron adicionalmente y caracterizaron en un panel de
ensayos de ELISA. De los 14 clones que permanecieron positivos, se escogio a seis clones para su caracterizacion
posterior. El isotipo del mAb fue IgG1 para la mayoria de los anticuerpos.

En una seleccion inicial, todos los mAb se compararon segun sus propiedades de unién a 12:0 de LPA 'y S1P. De 26
mADb, 5 clones presentaron reaccion cruzada con S1P. Ocho mAb anti-LPA con unién superior a 12:0 y 18:0 de LPA
se caracteriz6 adicionalmente segun su especificidad y propiedades de union.

Los mAb de 6 lineas celulares individuales se caracterizaron completamente por su especificidad mediante ELISA
competitivo usando una serie de analogos y por su potencia en un panel de ensayos in Vitro (Tabla 1). La mayoria
de los mAb exhibieron especificidad por isoformas de LPA. Se estimé que la afinidad de los anticuerpos estaba en el
rango picomolar. Otros ensayos en modelos animales determinara si estos mAb pueden proporcionar la base de
terapias prometedoras para enfermedades relacionadas con LPA.

Usando resonancia de plasmoén superficial se midieron las afinidades y la cinética de 6 mAb (Tabla 2). Los seis mAb
se unieron a LPA con valores de Kp similares (que varian de 0,34 a 3,8 pM) y similares parametros cinéticos. Para
muchas de estas interacciones, la kq se fijo en 1 x 10°s” en el programa de ajuste, ya que los complejos se
disociaron muy despacio. La tabla 1 también representa la unién de estos 6 mAb a 18:0 y 12:0 LPA unido a los
pocillos de la placa de ELISA a concentraciones crecientes. La concentracion de mAb que representa el 50 % de la
concentracion eficaz (CEsp) y la unién maxima (UN) se determinaron usando 18:0 y 12:0 LPA como antigeno de
recubrimiento. Los valores de CEsg fueron, en general, inferiores para 18:0 LPA. Cabe observar que el mAb B3
mostré una preferencia de union mayor a 18:0 LPA que a 12:0 LPA en comparacion con los otros mAb.

La especificidad de los mAb anti-LPA se evalué determinando la unién a un conjunto de variantes de LPA y
biolipidos relacionados, tales como acido diestearoil-fosfatidico, lisofosfatidilcolina, S1P, ceramida y ceramida-1-
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fosfato. La CI50 y la reactividad cruzada de los 6 mAb seleccionados mas dos mAb adicionales (504B58-3F8 and
504B 104) dirigidos contra diferentes compuestos relacionados con LPA se resumen en la Tabla 3. Todos los mAb
discriminaron entre los LPA 12:0 (lauroilo), 14:0 (miristoilo), 16:0 (palmitoilo), 18:1 (oleoilo), 18:2 (linoleoilo) y 20:4
(araquidonoilo) (Tabla 3), mientras que ninguno de ellos mostré reactividad cruzada con diestearoilo PA y LPC, el
precursor metabdlico inmediato del LPA Ademas, el efecto de inhibicion de otros lipidos analizados, tales como S1P,
ceramida y ceramida-1-fosfato fue insignificante. Estos hallazgos muestran claramente que los mAb anti-LPA no
reconocian estos lipidos de estructura similar, incluyendo los lipidos precursores, lo que demuestra la elevada
especificidad de los anticuerpos por los acidos lisofosfatidicos. El orden de la CEso fue para los lipidos insaturados
18:2> 18:1>20:4 y los saturados 14:0>16:0>18:0.

Es interesante el hecho de que la competicion con 18:1 LPA revel6 un comportamiento diferente para los 6 mAb.
Entre los 6 mAb, 504B3 exhibio la menor Clsg (50 % de inhibicién de la union). La union directa del mAb 504B3 a
18:1 LPA inmovilizado se bloquedé de forma eficaz en presencia de 18:1 LPA afiadido con valores de Clso de 287 nM.
Sorprendentemente, ninguno de los valores de Clsp fue proximo a sus respectivos valores de Ky para la union a LPA.
El valor de CI50 fue al menos 100 mayor que su Ky (rango nM frente a rango pM). 5 mAb exhibieron especificidad a
18:1 LPA como se muestra en el ensayo de competicion. 18:1 LPA no compitié con el mAb 63 unido a 18:1 LPA
inmovilizado, aunque se unioé a LPA con valores de Ky en el rango picomolar. Por tanto, aunque los seis mAb se
unieron con afinidades similares a LPA, cinco de seis mAb exhibieron unién eficaz y especifica a LPA 18: 1.

Tabla 1. Cinética de la unién directa

Se analizaron cantidades crecientes de mAb (hasta 40 ng/100 pl de la mezcla de reaccién) para determinar la unién
a 12:0 LPA o 18:0 LPA (0,1 uM) como antigeno de recubrimiento.

CEso concentracion eficaz de anticuerpo que da el 50 % de la unién maxima.

UM: unién maxima (expresada como DO450).

LPA-C12
B3 B7 B58 B58-3F8 | B104 D22-1 | A63-1 B3A6-1
HMC(nM) 2,42 0,413 0,554 0,463 0,559 1,307 0,28 0,344

Max (DO450) | 0,809 1,395 1,352 1,404 1,402 0,449 1,269 1,316

LPA-C18
B3 B7 B58 B58-3F8 | B104 D22-1 | A63-1 B3A6-1
HMC(nM) 1,067 0,274 0,245 0,187 0,313 0,176 0,298 0,469

Max(D0O450) 1,264 0,973 0,847 1,000 1,016 0,353 1,302 1,027

Tabla 2. Afinidad de unién de los mAb anti-LPA de raton.

El LPA se inmovilizé en el chip sensor a densidades variables de 150 unidades de resonancia. Las diluciones de
cada mAb se pasaron sobre el LPA inmovilizado y se obtuvieron las constantes de cinética mediante regresion no
lineal de las fases de asociacion/disociacion. Los errores se proporcionan como la desviacion estandar usando al
menos tres determinaciones por duplicado. Las afinidades aparentes se determinaron mediante Kp = ka/kqy

ka = constante de la velocidad de asociacién en M-s™

K4 = constante de la velocidad de disociacion en s™

Moléculas de anticuerpo| k. (M" s™) kg (s Ko (pM
A63 44+10x10°[1x10° 2305
B3 70+15x10°[1x10° 1.4 +0,3
B7 621+01x10°[1x10° 1,6 £0,1
D22 3,0+0,9x10°[1x10° 33+10
B3A6 1,2+0,9x10°[1,9+0,4x10°[16+1,2
B58 29+16x10°[1x10° 0,34 £ 0,019
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Tabla 3: Competicion de la unién y la actividad de LPA

18:0 LPA se captur6 en placas de ELISA. Cada lipido competidor (hasta 10 uM) se dluy6 en serie en BSA (1 mg/ml)-
PBS y después se incubd con los mAb (3 nM). Después, las mezclas se transfirieron a pocillos recubiertos con LPA
y la cantidad de anticuerpo unido se midié con un anticuerpo secundario. Los datos se normalizaron a una sefial
maxima (A4s0) Y se expresan como el porcentaje de inhibicidn. Los ensayos se realizaron por triplicado para analizar
los parametros.

14:0 LPA 16:0 LPA 18:1 LPA 18:2 LPA 20:4 LPA
Clso ] Clso ] Clso ] Clso ] Clso ]
uM % uM % uM % uM % uM %
504B3 0,02 72,3 0,05 70,3 0,287 83 0,064 72,5 0,02 67,1
504B7 0,105 61,3 0,483 62,9 >2,0 100 1,487 100 0,161 67
504B58 0,179 66,7 3,061 >100 1,606 72,8 1,278 94,6 0,22 63,6

504B58-3F8 0,26 63,9 5,698 >100 1,5 79,3 1,24 92,6 0,304 79,8

504B104 0,32 231 1,557 26,5 28,648 | >100 1,591 36 0,32 20,1
504D22-1 0,164 34,9 0,543 31 1,489 47,7 0,331 31,4 0,164 29,5
504A63-1 1,147 31,9 5,994 45,7 -- -- -- -- 0,119 14,5
504B3A6-1 0,108 59,9 1,151 81,1 1,897 87,6 -- -- 0,131 44,9

Clso: Concentracion maxima a la que se produce la mitad de la inhibicién
IM: Inhibicion maxima (% de unién en ausencia de inhibidor)
---: no estimado por una inhibicién débil

Materiales y procedimientos

Reactivos de biolipidos:

Todos los biolipidos se adquirieron de Avanti Polar Lipids con la identidad confirmada mediante HPLC y
espectrometria de masas. Los derivados de LPA se sintetizaron en el Department of Chemistry (San Diego State
University). Todos los demas reactivos se obtuvieron de Fisher a menos que se indique lo contrario.

DLPC: 1-Palmitoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfocolina.
DASA: 1,2-Distearoil- sn -glicero-3-fosfato ;

14:0 LPA: 1-Miristoil-2-hidroxi-sn -glicero-3-fosfato
16:0 LPA: 1-Palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato
18:0 LPA: 1-estearoil-2-hidroxi-sn -glicero-3-fosfato
18:1 LPA: 1-Oleoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato

18:2 LPA: 1-linoleoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato
20:4 LPA: 1-araquidonoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato
S1P: D-eritro-esfingosina-1-fosfato

ELISA cuantitativa.

Placas de ELISA de microtitulacion (Costar, n° cat. 3361) se revistieron con el fragmento F(ab’ ). especifico de
anticuerpo IgG de conejo anti-ratéon (Jackson, 315-005-047) diluido en tampén carbonato 1M (pH 9,5) a 37 °C
durante 1 hora. Las placas se lavaron con PBS y se bloquearon con PBSBSA/Tween-20 durante 1 hora a 37 °C.
Para la incubacion primaria se afadieron a los pocillos diluciones de IgG de ratén no especifica o de IgG humana,
toda la molécula (usada para la curva de calibracién (y las muestras a medir. Las placas se lavaron y se incubaron
con 100 ml por pocillo de anti-ratéon de cabra conjugado con HRP (H+L) diluido 1:40.000 (Jackson, n° cat. 115-035-
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146) durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar, la reaccion enzimatica se detectd con tetrametilbencidina (Sigma, n°
cat. T0440) y se detuvo afadiendo H>SO4 1M. La densidad optica (DO) se midi6 a 450 nm usando un Thermo
Multiskan EX. Los datos brutos se transfirieron a un software GraphPad para analisis.

ELISA directo:

Las placas de ELISA de microtitulacion (Costar, Cat No. 3361) se revistieron con LPA-BSA diluido en tampon
carbonato 1M (pH 9,5) a 37 °C durante 1 horas. Las placas se lavaron con PBS (NaCl 137 mN, KCI 2,68 mM,
Na;HPOs 10,1 mM, KH,PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBSBSA/Tween-20 durante 1 hora a
temperatura ambiente o durante la noche a 4 °C. Las muestras a analizar se diluyeron a 0,4 pg/ml, 0,2 ug/ml, 0,1
pug/ml, 0,05 pug/ml, 0,0125 ug/ml y 0 pg/ml, y se afiadieron 100 ul a cada pocillo. Las placas se lavaron y se incubaron
con 100 pl por pocillo de anti-raton de cabra conjugado con HRP (dilucién 1:20.000) (Jackson,n® cat. 115-035-003)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, la reaccién enzimatica se detecté con tetrametilbencidina
(Sigma, n° cat. T0440) y se par6 afnadiendo H>.SO4 1M. La densidad éptica (DO) se midido a 450 nm usando un
Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se transfirieron a un software GraphPad para analisis.

Ensayo de competicion:

La especificidad de los mAb se analizd en los ensayos de ELISA. Las placas de ELISA de microtitulacion (Costar,
Cat No. 3361) se revistieron con L18:0 PA-BSA diluido en tampén carbonato 1M (pH 9,5) a 37 °C durante 1 hora.
Las placas se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, Na;HPO,; 10,1 mM, KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se
bloguearon con PBSBSA/Tween-20 durante 1 hora a 37 °C o durante la noche temperatura ambiente o. Para la
incubacion primaria, a los pocillos de las placas ELISA se afadieron 0,4 ug/l de mAb anti-LPA y cantidades
designadas de LPA (14:0, 16:0, 18:0, 18:1, 18:2 y 20:4), DSPA, LPC 18:1 (lisofosfatidilcolina), S1P, ceramida y
ceramida-1-fosfato y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las placas se lavaron y se incubaron con 100 ul por
pocillo de anti-ratén de cabra conjugado con HRP (dilucion 1:20.000) (Jackson, n° cat. 115-035-003) o anti-humano
de cabra conjugado con HRP (H+L) diluido a 1:50.000 (Jackson, n° cat. 109-035-003) a 37 °C durante 1 hora.
Después de lavar, la reaccion enzimatica se detectd con tetrametilbencidina y se paré afadiendo H.SO4 1M. La
densidad optica (DO) se midié a 450 nm usando un Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se transfirieron a un
software GraphPad para andlisis.

Purificacién de anticuerpos:

Los anticuerpos monoclonales se purificaron de sobrenadantes de cultivo pasando los sobrenadantes de cultivo
sobre columnas A/G de proteinas (Pierce, n° cat. 53133) a 0,5 ml/min. Las fases mdviles consistieron en tampo6n de
union de IgG de PIERCE (N° cat. 210001) y glicina 0,1M a pH 2,7 (Pierce, Tampén de elucién, n°® cat. 21004). Las
recolecciones de anticuerpos en glicina 0,1M se diluyeron al 10 % (v/v) con tampon fosfato 1M, a pH 8,0, para
neutralizar el pH. Las recolecciones de IgG+ se combinaron y dializaron exhaustivamente contra 1X PBS (Pierce
Slide-A-Lyzer Cassette, 3,500 MWCO, n° cat. 66382). Los eluatos se concentraron usando Centricon YM-3(10,000
MWCO Amicon n° cat. 4203) mediante centrifugacion durante 1 hora a 2,500 rpm. La concentracion del anticuerpo
se determind mediante ELISA cuantitativo como se ha descrito anteriormente usando una soluciéon madre de IgG+ de
mieloma comercial como patrén. Los tipos de cadena pesada de los mAb se determinaron mediante ELISA usando
el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales (Sigma, ISO-2).

Ejemplo 9: Anticuerpo monoclonal anti-S1P humanizado - SPHINGOMAB

Este ejemplo describe un anticuerpo monoclonal humanizado particularmente preferido especificamente reactivo con
S1P denominado LT1009. En comparacién con el anticuerpo anti-s1P murino del que procedié el LT1009, la forma
humanizado exhibe una afinidad de unién a S1P en el rango picomolar, asi como una estabilidad superior y eficacia
in vivo.

Como con los anticuerpos de origen natural, LT1009 incluye tres regiones determinantes de la complementariedad
(cada una “CDR”) en cada uno de los polipéptidos de la cadena ligera y cada uno de los polipéptidos de la cadena
pesada que comprenden cada molécula de anticuerpo. Las secuencias de aminoacidos para cada una de estas seis
CDR se proporciona a continuacion (“VL” designa la region variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina,
mientras que “VH” designa la regién variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina):

CDR1 VL: ITTTDIDDDMN [SEC ID N° 1]

CDR2 VL: EGNILRP [SEC ID N° 2]

CDR3 VL: LQSDNLPFT [SEC ID N° 3]

CDR1 VH: DHTIH [SEC ID N° 4]

CDR3 VH: GGFYGSTIWFDF [SEC ID N° 5]
CDR2 VH: AISPRHDITKYNEMFRG [SEC ID N° 6]

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de los polipéptidos de las cadenas pesada y ligera de LT1009I se
enumeran a continuacion:

Secuencia nucleotidica de LT1009 HC [SEC ID N° 7]:
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51
101
151
201
251
301
331
401
451
501
551
601
601
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801

aagcttgeeg
cgtgaccaca
aggtgaaaaa
tacatcttta
aggcctggag
acaatgagat
agcacecgect
gtatttctgt
tttggggcca
ccatcggtct
agoggcoecky
tgtogtggaa
gtoctacagt
ctocagcagc
ccagcaacac
gggagggtgt
ceggetatge
ttcacccgga
ctggeotktttt
caggccctge
catatccggg
ctotocacte
ctoccaatet
tgeococacegt
gogggacagy
gotgctgaca
gggaccgtca
toteocggac
gaccctgagg
tgccaagaca
tcagegteet
aagtgcaagy
ctocaaagec
ggecggetey
tgtcectaca
ccegggagga
ggcttetate

ES 2398919 T3

coaccatgga
ggcgtgcatt
gcccggggay
tcgaccatac
tggatogggyg
gttecaggggc
acttgcagtg
gcgagaggygg
agggacaatyg
tcccoctgge
ggctgecekgy
ctecaggcgec
pctecaggact
ttgggcaccc
caaggtggac
ctgctggaay
agtcoecagte
ggecketgee
ccocagygete
acacaaaggyg
aggacccktge
cctcagecteg
tetctetgea
gocecaggtaa
tgocetagag
cgtccacete
gtettecetet
cectgaggte
tcaagttcaa
aagecgcggy
cacegteocty
tcteoccaacaa
aaaggtggga
gcccacccteo
gggcageooa
gatgaccaag

ccagcgacat

atggagctgg
ctgaggtgca
tctctgaaga
tattcactgg
ctatttctec
caggtecacca
gagcagcecty
gagttetacgg
gtcacegtet
accctectee
teaaggacta
ctgaccagcg
ctacteccte
agacctacat
aagagagttg
ccaggctcag
cagggcageca
cgecccacte
tgggcaggca
gcaggtgctg
cectgaccta
gacaccttect
gagoccaaat
gocagcoccag
tagcetgeat
catctettec
tececccoccaaa
acatgcgtgg
ctggtacgtyg
aggagcagta
caccaggact
agcectocca
ccecgtyggggt
tgccctgaga
gagaaccaca
aaccaggtca

cgeccgbogag
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gtgttcotgt
gctggtgeag
tcteetgtea
atgcgccaga
cagacatgat
tetecagocga
aaggeoctegy
tagtactatc
cttcagecte
aagagcacct
cttccecegaa
gocgtgcacac
agcagegtayg
ctgcaacgtyg
gtgagaggcc
cgctactgece
aggcaggcca
atgctcaggg
caggcbaggt
ggctcagacc
agcccacccc
ctecctecccag
cttgtgacaa
goectegoect
ccagggacag
tcagcaccty
acccaaggac
tggtggacgt
gacggcgtgyg
caacagcacyg
ggctgaatgyg
gcecococcatecyg
gecgagggoca
gtgaccgctg
ggtgtacacc
gecoctgaccty
tgggagagca

tetttetgtc
tetggagcag
gagttttgga
tgocccocgggeca
attactaaat
caagtccagce
acaccgccat
tggtittgact
caccaagggc
ctgggggcac
coeggtgacgg
cttecoocgget
tgacagtgec
aatcacaagc
agcacaggga
tggacgcatc
cgtetgecte
agagggtcett
goccctaacc
tgccaagagc
aaaggccaaa
attccagtaa
aactcacaca
ccagctoaag
gocccocagocg
aactcotggy
acccteatga
gagccacgaa
aggtgcataa
taccgtgtgy
caaggagtac
agaaaaccat
catggacaga
taccaacctc
ctgececececat
cctggtcaaa

atgggcagcc



1851
1901
1951
2001

ggagaacaac
tcttectcta
aacgtcttct

gcagaagagc
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tacaagacca
tagcaagctc
catgctccgt
ctctececectgt

cgcctecegt gectggacteco gacggctcct |

accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg

gatgcatgag gctctgcaca accactacac

ctcecgggtaa atag

Secuencia de aminoacidos de LT1009 HC [SEC ID N° 8J:

1 mewswvElff lsvttgvhse vglvgsgaev kkpgeslkis cgsfgyifid
51 htihwmrgmp ggglewmgai sprhditkyn emfrggvtis adkssstayl
101 qgwsslkasdt amyfcarggf ygstiwfdfw gggtmvtvss astkgpsvip
151 Jlapsskstsg gtaalgclvk dyfpepvtvs wnsgaltsgv htfpavlgss
201 glyslssvvt vpssslgtgt yicnvnhkps ntkvdkrvap ellggpsvEl
251 fppkpkdtlm isrtpevtcv vvdvshedpe vkfnwyvdgv evhnaktkpr
301 eeqgynstyrv vsvltvlhagd wlngkeykck wvsnkalpapi ektiskakgg
351 prepgvytlp psreemtkng vsltclvkgf ypsdiavewe snggpennyk
401 ttppvldsdg sfflyskltv dksrwgggnv fscsvmheal hnhytgksls
451 1lspgk
Secuencia nucleotidica de LT1009 LC [SEC ID N° 9]:
1 aagcttgccg ccaccatgtce tgtgcecctacce caggtgctgg gactgctget
51 gctgtggctg acagacgccc gctgtgaaac gacagtgacg cagtctccat
101 ccttectagte tgecatctgta ggagacagag tcaccatcac ttgeataacce
151 accactgata ttgatgatga tatgaactgg ttccagcagg aaccagggaa
201 agcccctaag ctectgatct ccgaaggcaa tattcttegt cctggggtcece
251 catcaagatt cagcagcagt ggatatggca cagatttcac tctcaccatc
301 agcaaattgc agcctgaaga ttttgcaact tattactgtt tgcagagtga
351 taacttacca ttcactttcg gccaagggac caagctggag atcaaacgta
401 cggtggctge accatctgte ttcatcttce cgeccatctga tgagcagttg
451 aaatctggaa ctgcctetgt tgtgtgectg ctgaataact tctatcccag
501 agaggccaaa gtacagtgga aggtggataa cgccctccaa tcgggtaact
551 cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacagcac ctacagcecte
601 agcagcaccc tgacgctgag caaagcadac tacgagaaac acaaagtcta
651 cgcctgecgaa gtcacccatce agggcectgag ctecgececgtc acaaagagcet
701 tcaacagggg agagtgttag

Secuencia de aminoacidos de LT1009 LC [SEC ID N° 10]:
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101
151
201
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msvptqgvlgl 1lllwltdarc ettvtgspsE
ddmnwfggep gkapkllise gnilrpgvps
edfatyyclg sdnlpftfgg gtkleikrtv
svvcllnnfy preakvgwkv dnalgsgnsg
lskadyekhk vyacevthgg lsspvtksfin

Listado de secuencias

<110> LPATH, INC.

<120> COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS PARA EL TRATAMIENTO Y PREVENCION DE

lsasvgdrvt
rfsssgygtd
aapsvfifpp
esvteqgdskd

rgec

itcitttdid
ftltisklap
sdeglksgta
styslsstlt

AFECCIONES FIBROTICAS, INFLAMATORIAS Y DE NEOVASCULARIZACION

<130> LPT-3100-PC3

<140>
<141>

<150> 11/261.935
<151> 28-10-2005

<160> 10

<170> PatentIn Ver. 3.3

<210>1

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 1

Ile Thr Thr Thr Asp Ile Asp Asp Asp Met Asn

1 5

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 2

Glu Gly Asn Ile Leu Arg Pro

1

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 3
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<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 4

<210>5

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 5

Gly Gly Phe Tyr Gly Ser Thr Ile Trp Phe Asp Phe

i

<210> 6

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 6

Ala Ile Ser Pro Arg His Asp Ile Thr Lys Tyr Asn Glu Met Phe Arg

1

Gly

<210>7

<211> 2034

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 7

Leu Gln Ser Asp Asn Leu Pro Phe Thr

1

5

ES 2398919 T3

5

Asp His Thr Ile His

1

5

34

i0

5

10

15



10

aagcttgccg
ggegtgeatt
tctetgaaga
atgcgccaga
attactaaat
agcaccgcecet
gcgagagggy
gtcacegtcet
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcectacagt
ttgggeacec
aagagagttg
cgctectgee
cgtectgcececte
ctggettttt
acacaaaggg
ccctgaccta
cteocteoccag
aactcacaca
gcgggacagg
cgtccaccte
tceccoceccczaa
tggtggacgt
aggtgcataa
teagegtect
tctecaacaa
chgtggggt
gtgaccgctg
ctgccccocat
ggcttctate
tacaagacca
accgtggaca
gotctgcaca

ccaccatgga
ctgaggtgeca
tecteetgtea
tgcecgggea
acaatgagat
acttgcagtg
ggttctacgyg
cttcagecte
ctgggggcac
tgtcogtggaa
cctcaggact
agacctacat
gtgagaggce
tggacgcate
ttcacccgga
ccecaggcte
gcaggtgctyg
agcccacccc
attccagtaa
tgcccacegt
tgeccctagag
catctcitee
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agecctcoecca
gcgagggcca
taccaaccte
cecgggagga
ccagegacat
cgcctcecgt
agagcaggty
accactacac
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atggagctyg
getggtgead
gagttttgga
aggcctggag
gttcaggggc
gagcagcctyg
tagtactatc
caccaagggc
agecggecoctyg
ctecaggegcc
ctactcecte
ctgcaacgtg
agcacaggga
ccggctatgce
ggectctgee
tgggcaggeca
ggctcagacc
aaaggccaaa
ctccecaatet
gcccaggtaa
tagectgcat
tcagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggyg
caccaggact
gcecoeateyg
catggacaga
tgtccctaca
gatgaccaag
cgecgtggag
gctggactec
gcagcagggd
gcagaagagce

gtgttcotgt
tctggageag
tacatcttta
tggatgggdg
caggtcacea
aaggectegyg
tggtttgact
ccatcggtct
ggctgcectgg
ctgaccagcyg
agcagegtgy
aatcacaagc
gggagagtgt
agteccagte
cgccecacte
caggcetaggt
tgccaagage
cteteocacte
tctectctgea
gccageecay
ccagggacayg
aactcctggyg
tcteoccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgyg
agaaaaccat
ggccggctcy
gggcageccce
aaccaggtca
tgggagagea
gacggctceet
aacgtcttct
ctctecctgt

tectttetgte
aggtgaaaaa
tcgaccatac
ctatttctece
tctecagecga
acacggecat
tttggggeca
tcecececkgge
tcaaggacta
gcgtgeacac
tgaccgtgee
ccagcaacac
ctgctggaag
cagggcagca
atgctcaggg
gcccctaace
catatcegyg
cetecageteg
gagcccaaat
gectegecct
gccccagecg
gggaccegtca
cectgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
gcccaccctce
gagaaccaca
gectgacctyg
atgggcagece
tecticeteta
catgctcegt
ctcogggtaa

cgtgaccaca
gcccggggag
tattcactgyg
cagacatgat
caagtccagc
gtatttctgt
agggacaatg
accetcctec
cttccecegaa
cttcecgget
ctecagcage
caaggtggac
ccaggctcag
aggcaggcce
agagggtctt
caggccecigce
aggaccetgc
gacaccttct
cttgtgacaa
ccagctcaag
ggtgctgaca
gtettectet
acatgegtgyg
gacggegtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaaggtggga
tgceetgaga
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
tagcaageckc
gatgcatgag
atag

<210> 8

<211> 455

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 8

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Gly
1 5 ' 10 15

Val His Ser Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 : 30

Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Glun Ser Phe Gly Tyr Ile Phe
35 . 40 45

35

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
lego
1740
1800
1860
1920
1980
2034



Ile
Glu
65

Glu

Tyr

Phe

Gly

145

Gly

Val

Phe

Val

Val

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
308

Trp

Pro

Asp

S0

Trp

Met

Ala

Fhe

130

Pro

Thr

Pro

Thy

210

Asn

Leu

Thr

val

Val

230

Ser

Leu

Ala

His

Met

Phe

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

Val

His

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Asn

Pro

Thr

Gly

Axg

Leu

100

Ala

Gln

val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile
340

Ile
Ala
Gly

85
Gln
Arg
Gly

Phe

Leu
165

Trp
Leu
Ser
Pro
Gly
245
Ile
Glu
His
Arg
Lys

325

Glu
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His
Ile
70

Gla

Trp

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

310

Glu

Lys

Trp

5%
Ser
Val
Ser
Gly
Mei

135

Leu

cys

Serx

Ser

Ser

215

Asn

Ser

Arg

Pro

Ala

295

val

Thy

Met

Pro

Thr

Ser

FPhe

120

Val

ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

36

Arg

Arg

Ile

Leu
105

Tyr

Pro

Val

Ala

l8s

Gly

Gly

Lys

Phe

Pro

265

val

Thr

val

Cys

Ser
345

Gln

His

Ser

20

Lys

Gly

val

Ser

Lys

170

Leu

Leun

Thr

val

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Met

Asp
75

Ala

Ala

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Thx

Tyx

Gln

Asp

235

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

31S

val

Ala

Pro

&0
Ile
Asp
Ser
Thr
Ser

140

Lys

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Pro

Thr

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Gly

Thr

Lys

Asp

lie

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Arg

Pro

Trp
285

Glu

Asn

Gly

Gln

Lys

Ser

Thr
110

Trp

Ser

Thr

Pro

val

150

Ser

Ile

val

Lys

Val

270

Glu

His

Lys

Gln
350

Gly

Ser
95
Ala

Fhe

Ser

Glu

175

Ser

Cys

Ala

Pro

255

Val

vVal

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Leu
Asn

20
Ser
Met
Asp
Lys
Gly
160
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
240
Lys
Val
Asp
Tyr
Asp

320

Leu
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Glu Gln Val Thr

358

Pro Pro

360

Pro Leu Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys

365

Gln
370

Asn val Ser Leu Leu Val Lys Gly Phe

80

Cys
3758

Pro Ser Asp

Ile
3gs

Ala vVal Glu Glu

390

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys

395 400

Trp

Thr Val Leu

405

Pro Pro Gly Ser Phe

410

Phe Leu Tyr Ser
415

Asp Ser Asp

Thr Val

420

Lys Leu Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

430

Asp Lys Ser Arg Trp

425

Ser val Met Glu His Asn His

435

Ala Leu

440

Cys Thr Gln Lys Ser

445

Tyr

S8er Leu Ser Pro

450

Leu Gly Lys

455

<210>9

<211>720

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

10

15

<400> 9

aagcttgecg
acagacgcec
ggagacagayg
ttccageagyg
cetggggtes
agcaaattge
tccacttteg
ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agecageacec
gtcacecate

<210> 10

ccaccatgtc
getgtgaaac
tcaccatcac
aaccagggaa
catcaagatt
ageetgaaga
gccaagggac
cgccatctga
tctateccaq
ccecaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

tgtgcctace
gacagtgacg
ttgcataacc
agccecotaag
cagcagcagt
ctcttgcaact
caagctggag
tgagcagtig
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctogecegte

caggtgctgg
cagtctcecat
accactgata
ctcectgatct
ggatatggca
tattactgtt
atcaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagea
tacgagaaac
acaaagagct

gactgctget
ccttcotgte
ttgatgatga
ccgaaggcaa
cagatttcac
tgcagagtga
cggtggetge
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacaggygg

gctgtggcety
tgcatetgta
tatgaactgg
tattcttegt
tctcaccate
taacttacca
accatctgte
tatgtgectg
cgcecctccaa
ctacagccte
cgectgegaa
agagtgttag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

<211> 234
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Anticuerpo de ratén humanizado artificial

<400> 10

Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15
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Asp

Ala

Ile

Lys

65

Lys

Asn

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

Ala

Ser

Asp

50

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

2190

Thr

Arg
Val

35
Asp
Leu
Ser
Gln
Pro
115
Ala
Ser
Gl_u
Ser
Leu
135

Val

Lys

Cys

20

Gly

Asp

Ile

Ser

Pro

10Q

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Ser

Glu

Asp

Met

Ser

Ser

85

Glu

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe
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Thr

Asn

Glu

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Thr

val

55

Gly

Phe

Gly

val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

val

40

Phe

Asn

Gly

Ala

Gln

120

Phe

val

Thr
200
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o un fragmento, variante o derivado del mismo, que se une y neutraliza un
lipido bioactivo o precursor o metabolito de lipido bioactivo, en el que el lipido bioactivo, el precursor o metabolito de
lipido bioactivo es esfingosina-1-fosfato (S1P) o un precursor o metabolito de S1P, para usar en un procedimiento
para disminuir la concentracion eficaz de dicho lipido bioactivo en un ojo de un animal con el fin de

(i) tratar o prevenir la fibrogénesis aberrante, fibrosis o cicatrizacion en el ojo,

(ii) modular las respuestas de cicatrizacion de heridas quirdrgica o traumatica en el ojo,

(iii) disminuir o prevenir la inflamacion en el ojo,

(iv) disminuir o prevenir la neovascularizacion aberrante del ojo,

(v) atenuar una respuesta inmunitaria ocular en el ojo, o

(vi) disminuir la concentracion ocular eficaz o la actividad del lipido bioactivo, el precursor o metabolito del lipido
bioactivo con el fin de tratar o prevenir una enfermedad o afeccién ocular que se caracteriza, al menos en parte,
por fibrogénesis aberrante, fibrosis, cicatrizacion, inflamacién, neovascularizacién aberrante o una respuesta
inmunitaria en el ojo.

2. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o un fragmento, variante o derivado del mismo, como se define en la
reivindicacion 1, en el que el animal es un ser humano.

3. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado del mismo como se define en la
reivindicacion 1 para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que (i) la enfermedad o afeccion ocular
caracterizada, al menos en parte, por neovascularizacion aberrante se selecciona del grupo que consiste en
degeneracion macula relacionada con la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, rechazo de injerto
corneano, glaucoma neovascular, sobredesgaste por lentes de contacto, infecciones de la cérnea, incluida la
infeccion por herpes simple, infeccion por herpes zoster e infeccion por protozoos; pterigion, retinopatia isquémica,
enfermedad venooclusiva retiniana, uveitis infecciosa, desprendimiento crénico de retina, lesion por laser, retinopatia
por drepanocitosis, enfermedad venooclusiva, neovascularizacion coroidea, proliferacion angiomatosa retiniana y
vasculopatia coroidea polipoidal idiopatica; o (ii) la enfermedad o afeccion ocular caracterizada, al menos en parte,
por fibrogénesis o fibrosis o cicatrizacion aberrante se selecciona del grupo que consiste en degeneracién macular
relacionada con la edad, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, retinopatia por drepanocitosis, retinopatias
isquémicas, enfermedad venooclusiva retiniana, arruga macular, retinopatia en celofan, formacién de MER,
sobredesgaste por lente de contacto, desprendimiento de retina por traccion, vitreoretinoptia proliferativa, lesion
traumatica, penfigoide cicatricial ocular, sindrome de Stevens Johnson, necrolisis epidérmica toxica, pterigion y
consecuencias de la cirugia ocular, incluida la cirugia refractaria, vitrectomia y cirugia de glaucoma.

4. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado del mismo como se define en la
reivindicacion 1 para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la enfermedad o afecciéon ocular es una
afeccion inflamatoria o inmunoldgica, opcionalmente una afeccion inflamatoria o inmunolégica seleccionada del
grupo que consiste en degeneracion macular relacionada con la edad, uveitis, vitritis, infecciones, incluida la
infeccion por herpes simple, infeccion por herpes zoster e infeccion por protozoos; rechazo de injerto corneado e
histoplasmosis ocular.

5. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado del mismo como se define en la
reivindicacion 1 para usar de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en el que el anticuerpo monoclonal humanizado,
o fragmento, variante o derivado de un anticuerpo monoclonal es para administrar sistémicamente, topicamente,
mediante inyeccion intravitrea o periocular, iontoforesis, pulverizacion o gotas, o como parte de un gel in situ, inserto
ocular, escudo corneano o lentes de contacto, liposoma, niosoma/discoma, sistema mucoahesivo, sistema de
vehiculo liofilizado, particulas, emulsiéon en submicrémetros, dendrimero, microesfera, nanoesfera o colasoma, o
combinacién de los mismos.

6. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado del mismo como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que
el anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado de un anticuerpo monoclonal esta
modificado, no esta modificado o es proporcionado como profarmaco, con o sin potenciadores y/o potenciadores de
la penetracion.

7. Un anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado del mismo como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que
el anticuerpo monoclonal humanizado, o fragmento, variante o derivado de un anticuerpo monoclonal esta
combinado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/o solucién salina tamponada con fosfato.
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Sphingomab inhibe la formacién de lesién de NVC en un modelo murino
de rotura de la membrana de Bruch inducida por laser
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Depésito de colageno 0yn3)
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SPHINGOMAB inhibe el depésito de colageno en un modelo
murino de rotura de la membrana de Bruch inducida por laser
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Fibrosis perivascular
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Células epiteliales pigmentarias

retinianas humanas
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Infiltracion de mastocitos

Infiltracién de macréfagos
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