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DESCRIPCION
Reactivos de diagnéstico y métodos para su uso

La presente invencién describe anticuerpos monoclonales y métodos para generar anticuerpos contra inmundgenos
que comprenden una molécula lipidica bioactiva que desempefia un papel en enfermedades humanas y/o animalas
como molécula de sefializacion. Una clase concreta de lipidos bioactivos de sefalizacion a la que se puede aplicar
la invencidn son los lisolipidos. Los lisolipidos de sefializacion particularmente preferidos son la esfingosina-1-fosfato
(S1P) y los diversos &cidos lisofosfatidicos (LPA). Los anticuerpos descritos en la presente pueden modificarse adin
mas para que sean adecuados para su uso en especies animales concretas, que induyen al ser humano, sin
provocar una respuesta inmunoldgica neutralizante. Estos anticuerpos y sus derivados y variantes, pueden utilizarse
para el tratamiento y/o la prevencidén de diversas enfermedades o trastornos por medio de la administracién de
composiciones farmacéuticas que contienen dichos anticuerpos, solos o en combinacién con otros agentes
terapéuticos y/o tratamientos. Ademas, los anticuerpos también pueden utilizarse para detectar lipidos de
sefiakizacion bioactivos en muestras biologicos, proporcionando con ello informacién til para muchos fines que
incluyen, pero no se limitan al diagndstico y/o la prognosis de enfermedades y el descubrimiento y el desarrollo de
nuevas modalidades de tratamientos que modifiquen la produccién y/o las acciones del lipido diana concreto. Las
enfermedades o los trastormnos que se veran afectados por las composiciones de fa invencion incluyen, pero no se
limitan a enfermedades que presentan hiperproliferacién, angiogénesis, inflamacian, fibrosis y/o apoptosis como
parte de su patologia subyacente.

Antecedentes de la invencién
1. Antecedentes

A Lipidos de sefializacién bioactivos

Los lipidos y sus derivados se reconocen ahora como importantes dianas para la investigacion médica, no sélo
como simples elementos estructurales en las membranas celulares, agentes solubilizantes, materia prima para
vitaminas u hormonas, o como fuente de energia para la p-oxidacian, la gliclisis u otros procesos metabdlicos. En
concreto, ciertos lipidos bioactivos actian como mediadores de la sefializacion importantes en enfermedades de
animales y seres humanos. Aungue la mayoria de los lpidos en la membrana plasmética desempefian un papel
exclusivamente estructural, una pequefia proporcidn estd implicada en transmitir estimulos extracelulares hacia el
interior de las células. La "sefializacién de lipidos' se refiere a cualquiera de una serie de vias de transduccion de
sefiales celulares que emplean lipidos bioactivos como primer o segunde mensajero, incluyendo la interaccién
directa de una molécula de sefializacion lipidica con su propio receptor especifico. Las vias de sefalizacién lipidicas
son activadas por una diversidad de estimulos extracalulares, que varian desde factores del crecimiento a citogquinas
inflamatorias y regulan las decisiones del destino de la célula, tales como la apoptosis, la diferenciacién y la
proliferacion. La investigacidn de la sefializacion de lipidos binactivos es un area de intensa investigacion cientifica a
medida que se van identificando cada vez mas lipidos bioactivos y se caracterizan sus acciones,

Los ejemplos de lipidos bicactivos incluyen los eicosancides derivados del &cido araguidénico (que incluyen los
metaboiitos de eicosanoides, tales como ios HETE, cannabinoides, leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, acidos
epoxieicosatrienoicos, e isoeicosanoides), mediadores de cannabincides no eicosancides, fosfolipidos y sus
derivados, tales como acido fosfatidico (PA) y fosfatidiiglicerol (PG) y cardiolipinas, asi como lisofosfolipidos, tales
como lisofosfatidilcolina {LPC) y diversos acidos lisofosfatidicos (LPA). Los mediadores lipidicos de sefalizacidn
bioactivos también incluyen los esfingolipidos, tales como ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina, esfinganing,
esfingosilfosforilcolina (SPC) y esfingosina-1-fosfato (81P). Los esfingolipidos y sus derivados representan un grupo
de moléculas de sefializacion extracelular e intracelular con efectos pleiotrépicos sobre importantes procesos
celulares. Otros ejemplos de lipidos de sefializacion bicactivos incluyen fosfatidilinositol (P1), fosfatidiletanolamina
(PEA), diacilglicérido (DG), sulfatidas, ganglidsidos y cerebrdsidos.

Tal como se esperaria, los lipidos bioldgicos (es decir, los lipidos que aparecen en [a naturaleza, en particular en
organismos vivos) generalmente son ne inmunogénicos o son muy débilmente inmunogénicos. Como tales, los
lipidos se han considerado fradicionalmente como dianas inapropiadas para las estrategias terapéuticas y de
diagnéstico/prognosis basadas en anticuerpos. La bibliografia contiene un informe acerca de un anticuerpo
monoclonal que se dirige a una forma derivatizada de fosfatidiiserina (PS), conjugado con una proteina portadora. La
fosfatidilserina es un aminofosfolipido de la membrana plasmatica. La pérdida de la orientacion hacia el interior o el
exterior del lipido de membrana, en particular la emergencia de la fosfatidilserina a la superficie celular, da como
resultado la expresidn de propiedades alteradas de la superficie que modulan la funcién celular e influyen en la
interaccién de las células con su entorno (Zwaal y Schroit (1997), Blood, 85:1121-1132). Por ejemplo, fa PS se
redistribuye desde la cara interna de la membrana celular (su emplazamiento normal) hacia la cara externa durante
la apoptosis.

Diaz, Balasubramanian y Schoirt (Bioconj. Chem. (1998), 9:250-254) describen la produccidn de antigenos lipidicos

que provocan respuestas inmunoldgicas especificas contra la PS. El acoplamiento covalente de 1a PS a un portador
proteico (BSA) a través de la cadena fateral de acilo graso de! lipido conserva intacto el grupo de cabeza de la PS
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como epitopo, Schroit (patente de EEUU 6.300.308, patente de EEUU 6,806.354) describe anticuerpos que se unen
de modo especifico a la fosfatidilserina (PS) o a un conjugado de fosfatidilcolina (PC)/polipéptido o de
PSipolipéptido, que se forman administrando un conjugado de PSipolipéptido o un conjugado de PCipolipéptido a un
animal. También se describen métodos para detectar PS, un conjugado de PCipolipéptido o de PS/polipéptido.
También se describen métodos para fabricar un anticuerpo que se une de modo especifico a PS mediante la
administracién a un animal de una composicién farmacéutica que comprende una composicién de conjugado de
PSipolipeptido, asi como metodos para tratar el cancer en el animal al cual se administra el conjugado, es decir,
como una vacuna del clncer. También se describe la induccién de autcinmunidad para la terapia del cancer
mediante la inmunizacion de animales con complejos de B2-glicoproteina Ifipida (es decir, lipido y glicoproteina con
asociacién no covalente). Los autores afirman que se dirigen varias respuestas autoinmunolégicas contra los
complejos de 2-glicoproteina Iipido (citando a Schousboe (1979), Biochim, Biophys. Acta, 579:396-408) y asi la
generacion de una respuesta anti-complejo puede representar un avance muy importante en e tratamiento de
canceres.

Thorpe, Schroit et al. describen un anticuerpe monaoclonal (3G4) que se une a fosfolipidos aniénicos en presencia de
suero o de la proteina sérica p2-glicoproteina | {(32-GPt) (Luster et af., J. Biol. Chem,, 281:20863-29871). Descrito en
un primer momento comao un anticuerpo que se dirige especificamente a fosfolipidos anidnicos, este anticuerpo se
dirige a células endoteliales en tumores de ratones (Ran et al (2005), Clin. Cancer Res., 11:1551-1562).
Posteriormente se demostré que el anticuerpo se une a complejos de fosfolipidos anidnicos y B2-GP! sobre vasos de
tumores, de modo que la unidn del anticuerpo a PS depende de B2-GPI (Huang et al, (2005), Cancer Res., 65:4408-
4416). El anticuerpo potencia la union de 32-GPi a las células endoteliales a través de ta dimerizacion de 2-GPl. De
hecho, los dimeros de B2-GPI artificiales pueden unirse a las membranas de las células endoteliales incluso en
ausencia del anticuerpo (Luster et al, J. Bigl Chem., 281:29863-29871). Una versibn humanizada de 3G4
(tarvacina, bavituximab) se encuentra en ensayos clinicos para el tratamiento del cancer y de enfermedades viricas.

Thorpe et al. (documento WO 2004/006847) describe anticuerpos, sus fragmentas o inmunoconjugados gue se unen
a PS y compiten con el anticuerpo 3G4 por la unién a la PS. Thorpe ef al. (documentes US 6.818.213, US 6.312.294
y US 6.783.760) describen conjugados terapéuticos que se unen a aminofosfolipidos y tienen un agente terapéutico
unido.

Baldo ef al. (patente de EEUU 5.061.626) describen anticuerpos contra el factor activador de plaquetas (PAF),
analogos de PAF empleados para generar anticuerpos e inmunoensayos que emplean PAF o analogos de PAF. El
PAF es un plasmalégeno de calina en el que la posicion C-2 (sn2) del glicercl esté esterificada con un grupo acetilo
en lugar de un 4cido graso de cadena larga.

Vielhaber et al indican la caracterizacion de dos reactivos de anticuerpos supuestamente especificos para
ceramidas, uno es un suero de ratdn policlonal enriquecido en IgM y el otro es un anticuerpo monoclonal IgM. Se
descubrid que el anticuerpo monoclonal era especifico para la esfingomielina y que el antisuero reaccionaba con
diversas especies de ceramidas en el intervalo nanomolar (Vielhaber G. ef al. (2001), Glycobiology, 11:451-457).
También citan la falta de reactivos de anticuerpas contra ceramidas disponibles en el mercado. Krishnamurthy et al.
indicaron recientemente la generacion de |gG de conejo contra ceramidas (J. Lipid Res. (2007), 48:968-975).

B. Lisolipidos

Los lisolipidos son lipidos de bajo peso molecular que contienen un grupo de cabeza polar y un Unico esqueleto
hidracarbonado, debido a la ausencia de un grupo acilo en una 0 ambas posiciones posibles de acilacién. Con
relacion al grupo de cabeza polar en sn-3, fa cadena hidrocarbonada puede estar en la posicién sn-2 y/o sn-1 (el
termino "liso”, que ocriginariamente se referia a la hemolisis, ha sido redefinido por la IUPAC para indicar la
desacilacion). Véase “Nomenclature of Lipids”, www.chem.gmul.ac.ukfiupac/lipidfipin2 html, Estos lipides son
representativos de los lipidos de sefializacion bioactivos y su importancia biolagica y médica destaca lo que puede
lograrse mediante el transporte dirigido de moléculas de sefalizacion lipidicas para fines terapéuticos, de
diagndstico/prognosis o de investigacian (Gardell et af. (2006), Trends in Molecular Medicine, vol. 12:85-75). Dos
ejempios concretos de lisolipidos importantes desde el punto de vista médico son LPA (esqueleto de glicerol) y S1P
{esqueleto de esfingolipido). Otros lisolipidos incluyen esfingosina, lisofosfatidilcolina (LPC), esfingofosforilcolina
(lisoesfingomielina), ceramida, ceramida-1-fosfato, esfinganina (dihidroesfingosina), dihidroesfingosina-1-fosfato y
N-acetilceramida-1-fosfato. Por contraste, los plasmalégenos, que contienen un O-alquil (-O-CHz-) u O-alquenil éter
en el C-1 (sn1) y un acito en C-2, estan excluidos det género de lisolipidos.
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A continuacién se presentan estructuras seleccionadas de LPA, S1P y dihidro-S1P,

ke

D | AP, WE,

LPA(IE4) LPA(16:0) LIPA(18:2) LPA(YRY) I.Hl\hu} ap Dihidro@&1P

Ei LPAy la E LPA no es una (nica entidad molecuiar sino una coleccién de variantes estructurales endagenas con
acidos grasos de diversas iongitudes y grados de saturacién (Fijiwara et al. (2005), J. Biol. Chem., voi. 280:35038
35050). El esqueieto estructural de ios LPA se deriva de fosfolipidos con una base de giiceroi, taies como
fosfatidiicoiina (PC) o 4cida fosfatidica (PA). En el caso de ios iisoesfingalipidos, tales como S1P, el acido grasa del
esquelets de ceramida en sn-2 estd ausente. El esqueleto estructural de S1P, dihidro-S1P (DHS1P) vy
esfingosilfosforilcolina (SPC) esta basado en la esfingosina, que se deriva de la esfingomielina.

LPA y S1P regulan diversas vias de senalizacion celulares mediante su unién a la misma clase de receptores
acoplados a proteina G (GPCR) de multiples dominios transmembrana (Chun J., Rosen H. (2006), Current Pharm.
Des., vol. 12:161-171; y Mootenaar, W.H. (1999), Experimental Cell Research, vol. 253:230-238). Los receptores de
S1P se denominan S1P1, S1P3, 81Pa, 81P4 y $1Ps (anteriormente EDG-1, EDG-5/AGR16, EDG-3, EDG-6 y EDG-8)
y los receptores de LPA se denominan LPA;, LPA; y LPAs (anteriormente EDG-2, EDG-4 y EDG-7). Se ha
identificado un cuarto receptor de LPA de esta familia para LPA (LPAs) y también se han indicado otros receptores
putativas para estos lisofosfolipidos.

C. Acidos lisofosfaticos (LPA)

Los LPA se conocen desde hace tiempo come precursares de la biosintesis en células eucariotas y procariotas, pero
sdlo ha sido en fechas recientes que los LPA han surgido como moléculas de sefaiizacion que son producidas y
liberadas con rapidez por las células activadas, en particular plaguetas, para influir en las células diana actuando
sobre un receptor de la superficie celular especifico (véase, por ejemplo, Moolenaar ef al (2004), BioEssays, vol.
26:870-881; y van Leewan et al. (2003), Biochem. Soc. Trans., vol. 31:1209-1212). Ademas de ser sintetizado y
procesado para praducir fasfolipidos mas complejos en el reticulo endaplasmico, el LPA puede generarse a través
de la hidrélisis de fosfolipidos preexistentes después de la activacién celular; por gjemplo, en la posicién sn-2
habitualmente falta un resto acido graso debido a la desacilacién, dejando sélo el hidraxilo sn-1 esterificado en un
acido graso. Ademas, una enzima clave para la produccion de LPA, la autotoxina (lisoPLD/NPP2), puede ser el
producto de un oncogen, puesto que muchos tipos de tumares sobrerregulan la autotoxina (Brindley, D. (2004), J.
Cell Biochem., vol. 92:900-12). Se han indicado concentraciones de LPA en el plasma y el suero humanos,
incluyendo determinaciones realizadas utilizanda un procedimiento de LC/MS sensible y especifico (Baker ef af
(2001), Anal. Biochem., vol. 292:287-295). Por ejemplo, en suero humano recién preparado dejado en repasa a 25
°C durante una hora, se ha calculado que las concentraciones de LPA seran de aproximadamente 1,2 mM, siendo
las especies predaminantes los analogos de LPA 16:0, 18:1, 18:2 y 20:4. De mado similar, en plasma humano recién
preparado dejado en reposo a 25 °C durante 1 hora, se ha calculado que ias concentraciones de LPA seran de
aproximadamente 0,7 mM, siendo las especies predominantes LPA 18:1y 18:2.
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El LPA influye en una amplia gama de respuestas biolégicas, que varian de la induccién de la proliferacion celular, la
estimulacion de la migracion celular y [a retraccién de neuritas, el cierre de huecos entre uniones, & incluso la
quimiotaxis de mohos del limo (Goetzl et al. {2002), Scientific World Journal, vol. 2:324-338). El conjunto del
conocimiento acerca de la biologia del LPA sigue creciendo a medida que se van ensayando cada vez mas sistemas
celulares para la respuesta a LPA. Por ejemplo, ahora se sabe que, ademas de estimular el crecimiento y la
proliferacion celular, el LPA estimula la tensién celular y la unidn de fibronectina a la superficie celular, que son
acontecimientos importantes en la regeneracion y la reparacién de heridas (Moolenaar et al. (2004), BioEssays, val.
26:870-881). En fechas recientes, tamhién se ha atribuido una actividad antiapoptética a LPA y recientemente se ha
indicado que el receptor gamma de proliferacion de peroxisomas es un receptor/diana para LPA (Simon et al. (2005),
J. Biol. Chem., vol. 280: 14656-14662).

El LPA ha demostrado ser una diana dificit para la produccién de anticuerpos, aungue existe un informe en la
bibilografia cientifica acerca de la produccién de anticuerpos policionales murinos contra LPA (Chen ef al. (2000,
Med. Chem. Lett., vol. 10:1691-3).

D. Esfingosina-1-fosfato

La S1P es un mediador de la proliferacién celular y protege frente a la apoptosis mediante |a activacion de vias de
supervivencia (Maceyka et al. (2002), BBA, vol. 1685:192-201; y Spiegel et al. (2003), Nature Reviews Molecular
Cell Biology, vol. 4:397-407). Se ha propuesto que un equilibrio entre los niveles de CER/SPH y S1P proporciona un
mecanismo reostatico que decide si una célula debe dirigirse hacia la via de la muerte o si debe protegerse frente a
la apoptosis. La enzima reguladora clave del mecanismo reostatico es |a esfingosina quinasa (SPHK), cuyo papel
consiste en convertir los lipidos de sefializacion bicactivos que estimulan ia muerte (CER/SPH) en S1P, que estimula
el crecimiento. La S1P tiene dos destinos: ia S1P puede ser degradada por S1P liasa, una enzima que rompe la S1P
en fosfoetanclamina y hexadecanal o, de modo menos habitual, es hidrolizada por la S1P fosfatasa para producir
SPH.

La S1P se genera en abundancia y se almacena en las plaquetas, que contienen altos niveles de SPHK y carecen
de las enzimas para la degradacién de S1P. Cuando las plagquetas se activan se segrega S1P. Ademas también se
cree que otros tipos ceiulares, por ejemplo, células cebadas, son capaces de segregar S1P. Tras haber sido
segregada, se cree que S1P se une en altas concentraciones a proteinas portadoras, tales como lipoproteinas y
albumina del suero. La S1P se encuentra en altas concentraciones en el plasma, habiéndose indicado unas
concentraciones en el intervalo de 0,5-5 uM. También se han sugerido acciones intracelulares de la S1P (véase, por
ejemplo, Spiegel S., Kolesnick R. (2002), Leukemia, vol. 16:1596-602; Suomalainen et al. {2005), Am. J. Pathol., vol.
166:773-81).

La expresion ampliamente extendida de receptores de S1P de la superficie celular permite a la S1P influir en un
diverso espectro de respuestas celulares, que incluyen la proliferacion, a adhesion, la contraccién, la movilidad, la
morfogénesis, la diferenciacion y 1a supervivencia. Este espectro de respuestas parece depender de patrones de
expresion solapados o diferenciados de los receptores de S1P dentro de los sistemas celulares y tisulares. Ademas,
recientemente se ha demostrado una comunicacion cruzada entre S1P y las vias de sefalizacion de factores del
crecimiento, que incluyen el factor del crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor del crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor del crecimiento fiboblastico basico (bFGF) (véase, por ejemplo, Baudhuin ef al. {2004),
FASEB J., vol. 18:341-3). La reguiacion de diversos procesos celulares que implican a $S1P tiene un impacto
concreto sobre la sefializacion neuronal, el tono vascular, la curacién de heridas, el trafico de células inmurioiégicas,
la reproduccion y la funcién cardiovascular, entre otros. Las alteraciones de los niveles endégenos de S1P dentro de
estos sistemas puede tener efectos perjudiciales, provocando varios trastomos patofisioldgicos, que incluyen cancer,
insuficiencia cardiaca y enfermedades infecciosas y autoinmurniolégicas.

Uria rniueva estrategia reciente para tratar el cancer invertada por el doctor Sabbadini implica reducir los niveles
extracelulares biolégicamente disponibles de $1P, como estrategia individual o combinada con tratamientos
anticancer convencionales, que incluyen ia administracion de agentes quimioterapéuticos, tales como una
antraciclina. Para este fin, se ha descrito la generacién de anticuerpos especificos para S1P. Véase, por gjemplo, la
solicitud de patente de EEUU de propiedad de los solicitantes n® de serie 10/820.582. Estos anficuerpos, que
pueden adsorber a la S1P del suerc de modo selectivo, actian como esponjas moleculares para neutralizar la 1P
extraceiular. Véanse también las patenites de EEUU de propiedad de los solicitantes ri® 6.881.546 y 6.858.383 y las
solicitudes de patente de EEUU n° de serie 10/028.520, 10/029.372 y 11/101.976. Puesto que se ha demostrado que
S1F también es proangiogénica, un beneficio afiadido a la eficacia del anticuerpo es su capacidad para privar de
nutrientes y oxigeno a los tumores en crecimiento limitando el suministro de sangre.

Lo que resulta particularmente exclusive acerca de la estrategia anti-SP1 es que aunque se han propuesto
estrategias anticancer basadas en esfingolipidos que se dirigen a enzimas clave de la via metabdlica de
esfingolipidos, tales como SPHK, el propio mediador lipidico $1P no ha sido previamente enfatizados, en grarni
medida por las dificultades para mitigar directamente esta diana lipidica, en particular debido a la dificuitad que surge
en primer |lugar para genierar anticuerpos contra un lipido diana, tal como S1P y en segundo lugar, para detectar
anticuerpos que de hecho se han producide contra la diana de S1P. Como ya se ha mencionado, existen dificultades
similares con respecto a los tratamientos y a las estrategias de diagnostico dirigidos a otras dianas lipidicas. Esta
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invencion proporciona una solucion eficaz para ambos dilemas.

El documento EF 0736770 A describe conjugados inmunorreactivos que comprenden un hapteno acoplade cen una
proteina portadora y/o un soporte sélido mediante un agente de acoplamiento reactivo con SH, en los que los
haptenos se seleccionan de aminoéacidos, carbohidratos, carbohidratos aminados, fosfatidilinositol, esfingosina y sus
derivados nitrosilados yfo acetilados y la proteina portadora es hidrosoluble y tiene un peso molecular >8000Q kDa,
También se describen anticuerpos y fragmeritos de anticuerpos dirigidos contra los conjugados mencionados
anteriormente; anticuerpos y fragmentos de anticuerpos dirigidos contra los anticuerpos y los fragmentos
mencionados anteriormente; y un aparato de diagnostico que contiene los anticuerpos o sus fragmentos
mencionados ariteriormente.

El documento WO 03/000701 describe fosfalipidos funcionalizados con tiol que estar unidos covalentemente a un
sustrato de oro y/o plata, métodos para prepararios, e intermedios dtiles para estos fines.

2. Definiciones

Antes de describir la presente invencion con detalle se definiran varios términos y expresiones utilizados en el
contexto de la presente invencion. Ademas de estos Kérminos y expresiones, se definen otros a lo larga de esta
memoria descriptiva cuando sea necesario. A menos que se indique expresamente lo contrario en la presente, los
términos y las expresiories de la técrica utilizados en esta memoria descriptiva tendran los significados recoriocidos
en la técnica.

Un "anticuerpo anti-S1P” se refiere a cualquier anticuerpo o molécula derivada de un anticuerpo que se une a S1P.

Un “lipido bioactivo™ se refiere a una molécula de senalizacion lipidica. Los lipidos bioactivos se distinguen de los
lipidos estructurales (por ejemplo, fosfolipidos uriidos 2 membranas) porque mediarite en 1a sefializacion extracelular
ylo intracelular y, asi, estan implicados en el control de la funcién de muchos tipos de células modulando la
diferenciacion, la migracién, la proliferacién, la secrecion, la supervivencia y otros procesos. /n vivo, jos lipidos
bivactivos pueden encontrarse en fluidos extracelulares, en donde pueden estar complejados con otras moléculas,
por ejemplo protefnas séricas, tales como albumina y lipoproteinas, ¢ en forma “libre”, es decir, no complejados con
otra especie molecular. Como mediadores extracelulares, algunos lipidos bioactivos alteran la sefalizacién celular
activando los canales de iories 0 GPCR o enzimas o factores unidos a la membrana que, a su vez, activan sistemas
de sefializacién complejos que producen cambios en la funcién o la supervivencia celular. Como mediadores
intracelulares, los lipidos bioactivos pueden ejercer sus acciones interaccionanda directamente con componentes
intracelulares, tales como enzimas, canales idnicos o elemeritos estructurales, tales como {a actina. Los ejemplos
representativos de lipidos bioactivos incluyen LPA y S1P.

Los ejemplos de lipidos bioactivos incluyen esfingolipidos, tales como ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina,
esfinganina, esfingosilfosforilcolina (SPC) y esfingosina-1-fosfato (S1P). Los esfingolipidos y sus derivados y
metabolitos se caracterizan por un esqueleto esfingoide (derivado de la esfingomielina). Los esfirigolipidos y sus
derivados y metabolitos representan un grupo de moléculas de sefalizacion extracelular e iritracelular con efectos
pleiotrépicos sobre importantes procesos celulares. Incluyen sulfatidas, ganglidsidos y cerebrésidos. Otros lipidos
bioactivos se caracterizan por un esqueleto con una hase de glicerol; por gjemplo, lisofosfolipidos, tales como
lisofosfatidileolina {LPC) y diversos acidos lisofosfatidicos (LPA), asi como fosfatidifinositol (Pi), fosfatidiletariolamina
(PEA), acido fosfatidico, factor activador de plaquetas (PAF), cardiolipina, fosfatidiigiicerol (PG} y diacilglicérido (DG).
Otros lipidos bioactivos se derivan del acido araquiddnico; estos incluyen los eicosanocides (incluyendo los
metabolitos de eicosanocides, tales como los HETE, cannabinoides, leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, acidos
epoxieicosatrienoicos, e isoeicosanoides) y mediadores de cannabinoides no eicosanoides. En la presente
descripcion también pueden utilizarse otros lipidos bicactivos, incluyendo otros fosfolipidos y sus derivados.

En algunas realizaciones descritas en la presente puede resultar preferible utilizar lipidos bioactivos con una base de
glicerol (que tienen un esqueleto derivado del glicerol, tales como los LPA) para la produccién de anticuerpos, en
oposicion a los lipidos bioactivos con urnia base de esfingosina (los que tienen un esquelsto esfingoide, tales como
esfingosina y S1P). En otras realizaciones, puede desearse utilizar lipidos bioactivos derivados del acido
araquidénico para la generacién de anticuerpos y en otras realizaciones se prefieren lipidos hioactivos derivados del
dcido araquidonico y derivados del glicerol, pero no lipidos bioactivos derivados de esfingoides. Juntos, los lipidos
bioactivos derivados del acido araguidénico y derivados dei glicerol pueden denominarse er el contexto de esta
invencién “lipidos bioactivos no esfingoides”.

Se excluyen especificamente de la clase de lipidos bioactivos segin la invencion la fosfatidilcoling vy la
fosfatidilserina, asi como sus metabolitos y derivados que actdan principalmente como miembros estructurales de la
cara interna ylo externa de las membranas celulares.

Un “biomarcador” es un compuesto bioquimico especifico en el cuerpo que tiene una caracteristica molecular
concreta que hace que sea utii para medir el avance de una enfermedad o los efectos de un tratamiento. Por
ejemplo, S1P es un biomarcador para ciertos trastornos hiperproliferativos y/o cardiovasculares.

Un “portador” se refiere a un resto adaptado para su conjugacion con un hapteno, haciendo con eiio que el hapteno
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sea inmunogénico. Una clase representativa no limitante de portadores son las proteinas, cuyos ejemplos incluyen
albumina, hemocianina de lapa, hemaglutanina, toxoide tetanico y diftérico. Otras clases y ejemplos de portadores
adecuados para su uso segln la invencién son conocidos en la técnicas. Estos, asi como los portadores naturales o
sintéticos que se descubran o se inventen posteriormente, pueden adaptarse para su aplicacién segiin la invencidn.

La expresion “agente quimioterapéutico” significa agentes anticancer y otros agentes antihiperproliferativos. Dicho en
términos sencillos, un “agente quimioterapéutico” se refiere a un compuesto quimico previsto para destruir células y
tejidos. Estos agentes incluyen, pero no se limitan a agentes que darfian e} ADN y agentes que inhiben la sintesis de
ADN: antraciclinas (doxorrubicina, donorrubicina, epirrubicina), agentes alquilantes (bendamustina, busuffano,
carboplatino, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida, dacarbazina, hexametiimelamina, ifosfamida, lomustina,
mecloretamina, melfalano, mitotano, mitomicina, pipobromano, procarbazina, estreptozocina, tiotepa vy
trietlenmelamina), derivados del platino (cisplating, carboplating, cis-diamina-dicloroplating), e inhibidores de
topoisomerasa (camptosar), antimetabalitos, tales coma capecitabina, clerodesoxiadenosina, citarabina (y su forma
activada, ara-CMP), citosina arabinosido, dacabazina, floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, 5-DFUR, gemcitabiria,
hidroxiurea, 6-mercaptopurina, metotrexato, pentostatina, trimetrexato, 6-tioguanina); antiangiogénicos
(bevacizumab, talidomida, sunitinib, lenalidomida, TNP-470, 2-metoxiestradiol, ranibizumab, sorafenib, erlotinib,
bortezomib, pegaptanib, endostatina); agentes disruptores vasculares (flavonoides/flavonas, DMXAA, derivados de
combrestastatina, tales como CA4DP, ZD6126, AVEB062A, etc.); compuestos biologicos, tales coma anticuerpos
{herceptina, avastina, panorex, rituxina, zevalina, milotarg, campath, bexxar, erbitux); terapia endacrina: inhibidores
de aromatasa (4-hidroandrostendiona, exemestano, aminaglutehimida, anastrazol, letozql), antiestrégenos
{tamoxifena, toremifina, raoxifeno, faslodex), estercides, tales como dexametasona; compuestos
inmunomoduladares: citoquinas, tales coma IFN-beta e IL-2, inhibidores de integrinas, otras proteinias de adhesién y
metaloproteinasas de matriz; inhibidores de histona desacetilasa, tales como acide suberailanilidahidroxamico;
inhibidares de la transduccidn de sefiales, tales como inhibidores de tirosina quinasas, tales como imatinib (gleevec);
inhibidares de proteinas de chagque térmico, tales como 17-N-alilamino-17-desmetoxigeldanamicin; retincides, tales
cama acido hale-trans-retinaico; inhibidores de receptores de factores del crecimiento o los propios factores de!
crecimiento; compuestos antimitdticos y/a agentes despolimerizantes de tubulina, tales como taxcides (paclitaxel,
docetaxel, taxdtera, BAY 59-8862), navelbina, vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina, compuestos
antiinflamatorios, tales como inhibidores de COX y reguladores del cicla celular, por gjemplo, reguladares de punto
de contro! e inhibidores de telomerasa.

La expresion “terapia de combinacién” se refiere a un régimen terapéutico que implica el suministra de al menos dos
terapias diferenciadas para lograr un efecto terapéutico indicadoa. Par ejemplo, una terapia de combinacién puede
implicar {a administracién de das o mas ingredientes activos quimicamente diferenciados, por ejemplo, un agente
quimioterapéutico de accién rapida y un anticuerpo anti-lipidos. Como alternativa, una terapia de combinacian puede
implicar la administracién de un anticuerpo anti-lipidos y/o uno 0 més agentes quimioterapéuticos, sdlos o junto con
la administracién de ofro tratamiento, tal comao terapia de radiacidn y/o cirugfa. En el contexto de la administracian de
dos 0o mas ingredientes activos gquimicamente diferenciadas, se entiende que los ingredientes activos pueden
administrarse como parte de la misma compaosicién o coma compasiciones diferentes. Cuando se administran como
composiciones separadas, las compasiciones que comprenden los diferentes ingredientes actives pueden
administrarse al mismo tiempo 0 en momentos diferentes, mediante fa misma via o mediante vias diferentes,
utilizando el mismo régimen de dosificacién o diferentes regimenes de dosiicacidn, segun lo requiera el contexto
concreto y seguin sea determinado por el médico encargado. De modo similar, cuando una o mas especies de
anticuerpos anti-lipidos, por ejemplo, un anticuerpo anti-LPA, solo © junto con uno o mas agentes
quimiaterapéuticos, se combinan, por ejemplo, con radiacidn ylo cirugia, el fdrmaco o farmacos pueden
administrarse antes ¢ después del tratamiento de cirugia o radiacion.

Un ‘“conjugado de lipido bicactivo derivatizado” se refiere a un lipido bioactive derivatizade conjugado
covalentemente con un portador. El portador puede ser una molécula proteica o puede ser un resto, tal como
poletilenglicol, oro coloidal, adyuvantes o esferas de silicona. Un conjugado de lipido bioactivo derivatizado puede
utilizarse como inmundgeno para generar una respuesta de anticuerpos segun la presente invencién y el mismo
conjugado de lipido bioactivo u otro diferente puede utilizarse como reactivo de deteccion para detectar el anticuerpa
asi producido. En algunas realizaciones, el conjugada de lipida bioactivo derivatizado se une a un soparte sdlido
cuando se emplea para la deteccién.

Un “epitopa” o “determinante antigénico” se refiere a la porcion de un antigeno que reacciona con la porcion de
unidn al antigerio de un anticuerpo, derivada de un anticuerpo.

Un “haptena” es una sustancia que no es inmunggénica perg que puede reaccionar con un anticuerpo ¢ con fa
porcién de unién al antigeno derivada de un anticuerpo. En otras palabras, los haptenos tienen la propiedad de la
antigenicidad pero no de la inmunogenicidad.

La expresidn “trastorno hiperproliferativg” se refiere a enfermedades y trastornos asociado con la proliferacién
incontrolada de células que incluyen, pero no se limitan al crecimiento incontrolado de células de érganos vy tejidos
que dan como resultada canceres y tumores benignos. Los trastarnos hiperproliferativos asociados con células
endoteliales pueden producir enfermedades de angiogénesis, tales como angiomas, endometriosis, obesidad,
degeneracion macular asociada con el envejecimiento y diversas retingpatias, asi coma la proliferacién de células
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endoteliales y células del misculo liso que provocan reestenosis como consecuencia de la colocacion de un stent en
el tratamiento de la aterosclerosis. Los trastornos hiperproliferativos que implican a fibroblastos (es decir,
fibrogénesis} incluyen, pero no se limitan a trastornos de cicatrizacién excesiva (es decir, fibrosis), tales como
degeneracion macular relacionada con el envejecimiento, remodelacion cardiaca e insuficiencia asaciada con infarto
de miacardio, curacion excesiva de heridas, tal como la que se produce habitualmente como consecuencia de
cirugia o lesiones, quelaides y tumores fibroides y colocacion de stents.

Un “inmunodgeno” es una malécula capaz de inducir una respuesta inmunalégica especifica, en particular una
respuesta de anticuerpos, en un animal al cual se le ha administrado el inmunégeno. En la presenie invencion, el
inmundgeno es un lipido bioactivo dervatizado conjugado con un portador, es decir, un “conjugado de lipido
bicactivo derivatizado™. El conjugado de lipido bicactivo derivatizada utilizado como inmundgena puede emplearse
como material de captura para la deteccion del anticuerpo generado en respuesta al inmundgeno. Asi, el
inmundgeno también puede utilizarse como reactivo de deteccidn. Como alternativa, el conjugadao de lipido bioactivo
derivatizado utilizado como material de captura puede tener un conector y/o resta portador diferente del presente en
el inmundgeno.

“Inhibir’, en particular en el contexto de un fenémena bioldgico, significa disminuir, suprimir o retrasar. Par ejemplo,
un tratamiento que produce la ‘*inhibicidon de la tumorigénesis” puede significar que no se forman tumores, o que se
forman tumores pero mas lentamente, o que se forman en un nlimero menor que en un control sin tratar.

En el contexto de esta invencidn, una “composicion liquida” se refiere a una composicién gque, en su forma rellenada
y terminada, es proparcionada par el fabricante a un usuario final (por ejemplo, un doctor o un enfermera) como un
liquido o una disolucidon, en oposicion a un sdlido. En la presente, “sdlido” se refiere a composiciones gue no son
liquidas ni disaluciones. Par ejemplo, los sdlidos incluyen compoesiciones secadas preparadas mediante liofilizacion,
precipitacién y pracedimientos similares.

Una “monoterapia” se refiere a un régimen de tratamiento basado en la administracion de un compuesto
terapéuticamente eficaz, tanto si se administra como una sola dosis como si se administra en varias dosis a lo largo
del tiempo.

La “neoplasia” se refiere a un crecimiento celular andmalo e incontrolado. Un “neoplasma” o tumor es una
proliferacidn andmala, no regulada y desorganizada del crecimiento celular y en general se denamina cancer. Un
neopltasma puede ser benigno o maligno. Un neaplasma es maligno o cancerose si tiene propiedades de crecimiento
destrutivo, invasividad y metastasis. La invasividad se refiere a la propagacion local de un neoplasma mediante la
infiltracién o la destruccién del tejido circundante, generalmente atravesando las laminas basales que definen los
limites de los tejidos, entrando asi a menudo en el sistema circulatoric del cuerpo. La metastasis se refiere
generalmente a la diseminacién de las células tumorales por los sistemas circulatorios linfatico o sanguineo. La
metatasis también se refiere a la migracion de las células tumarales mediante la extensidn directa a través de
cavidades serosas, o espacios subaracnoides u otras espacios. A través del proceso de la metastasis, la migracion
de células tumorales hacia otras dreas del cuerpo establece neoplasmas en areas alejadas del sitio de aparicidn
inicial,

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales que conservan la eficacia biolégica y las
propiedades de los agentes y los compuestos de esta invencién y gue no son bioldgicamente indeseables o
indeseables bajo otro punto de vista. En muchos casos, los agentes y los compuestos de esta invencién san
capaces de formar sales de Acidos y/o bases en virtud de la presencia de grupos cargadas, por gempla, grupas
amino y/o carboxilo cargados o grupos similares. Las sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables
pueden prepararse a partir de Acidos inorgéanicos y organicos, mientras que las sales de adicion de bases
farmacéuticamente aceptables pueden prepararse a partir de bases inorganicas y arganicas. Para un informe acerca
de las sales farmacéuticamente aceptables, (véase Berge et al. (1977), J. Pharm. Sci., vol. 66, 1-19).

Una “pluralidad” significa mas de uno.

C "o

Los términos “separada’, “purificada”, “aislado’ y similares significan gue una 0 mas compuestos de una muestra
contenidos en un recipiente que porta la muestra se han retirado fisicamente, o se han diluido en presencia de uno o
mas componentes de la muestra distintos presentes en el recipiente. Los componentes de la muestra gue pueden
ser retirado o diluidos durante una etapa de separacion o purificacion incluyen productos de reaccidn quimicos,
productos guimicos no reaccionadas, proteinas, carbohidratos, lipidos y moléculas no unidas.

El término “especie” se utiliza en la presente en diversos contextos, por ejemplo, una especie concreta de agente
quimicterapéutico. En cada contexto, el término se refiere a una poblacion de moléculas quimicamente
indistinguibles del tipo indicado en el contexto concreto.

"Asociado especificamente”, “unido especificamente” y similares se refiere a una interaccion especifica no aleatoria
entre dos molécuias, cuya interaccion depende de la presencia de caracteristicas estructurales, hidréfobas/hidréfilas
y/a electrostaticas que permiten la aparicién de interacciones qufmicas o maoleculares apropiadas entre las
moléculas. Se puede decir que un anticuerpo se “une” o es "reactivo con” (o, de modo equivalente, es “reactivo
contra”) el epitopo de su antigeno diana. Los anticuerpos se describen habitualmente en la técnica como reactivos
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“contra” o “frente” a sus antigenos como abreviatura para indicar la unién del anticuerpo al antigeno.

En la presente, "estable” se refiere a una interaccion entre dos moléculas {por gjemplo, un péptido y una molécula de
TLR) que sea suficienternente estable, de modo que las moléculas puedan mantenerse para los fines deseados ¢ la
manipulacion. Por ejemplo, una interaccién "estable” entre un péptido y una molécula de TLR se refiere a una
interaccion en la que el péplido se asocia y permanece asociado con una molécula de TLR durante un periodo de
tiempo suficiente para lograr el efecto deseado.

Un “sujeto” o ‘paciente” se refiere a un animal que necesita un tratamiento que puede ser realizado por las
moléculas de la invencion. Los animales que pueden ser tratados segun {a invencidn incluyen vertebrados, siendo
los ejemplos particularmente preferidos los mamiferos, tales como animales bovinos, caninos, equinos, felings,
ovings, porcings y primates {que incluyen a primates humanos y no humanos).

Un “marcador sustituto® se refiere a una medicién de laboratorio de una actividad biolégica dentro del cuerpo que
indica de modo indirecto el efecto de un tratamiento sobre un estado de enfermedad. Los ejemplos de marcadores
sustitutos para trastornos hiperproliferativos y/o cardiovasculares incluyen SPHK y/o S1PR.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” (o “cantidad eficaz") se refiere a una cantidad de un ingrediente activo, por
ejemplo, un agente segun la invencidn, suficiente para lograr un tratamiento cuande se administra a un sujeto que
necesita dicho tratamiento. Por consiguiente, lo que constituye una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion seglin la invencidon puede ser determinada con facilidad por los expertos en la técnica. En el contexto
de la terapia del cancer, una “cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad que produce un cambio objetivamente
medido en uno 0 mas parametros asociados con la supervivencia o el metabolismo de las células cancerosas, que
incluyen un aumento o una disminucién en la expresion de uno 0 mas genes correlacionada con el cancer concreto,
una reduccion en la carga turmoral, la lisis de células cancerosas, la deteccion de uno 0 mas marcadores de la
muerte de células cancerosas en una muestra bioldgica {por ejemplo, una biopsia y una parte alicuota de un fiuido
corporal, tal como sangre completa, plasma, suero, orina, etc.), la induccion de la apoptosis u otras vias de muerte
celular, etc. Por supuesto, la cantidad terapéuticamente eficaz variard dependiendo del sujeto y el trastorno
concretos que se estén tratando, del peso y la edad del sujeto, de la gravedad del trastorno de enfermedad, del
compuesto congreto elegido, del régimen de dosificacion que se va a seguir, del momento de la administracion, de la
via de administracion y similares, todo lo cual puede ser determinado con facilidad por los expertos en la técnica. Se
apreciara que, en el contexto de la terapia de combinacién, 10 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 como monoterapia {es decir, un régimen terapéutico que emplea sdlo una
entidad quimica como ingrediente activo).

E! término “tratamiento” o “tratar” significa cualguier tratamiento de una enferredad o trastorno, que inciuye prevenir
0 proteger frente a la enfermedad o el trastorno {es decir, provocar que no se desarrollen los sintomas clinicos);
inhibir la enfermedad o el trastorno {es decir, detener, retrasar o suprimir el desarrollo de sintomas clinicos y/o aliviar
la enfermedad o el trastormo (es decir, provocar la regresidn de los sintomas clinicos). Tal como se apreciara, no
siempre es posible distinguir entre “prevenir” y “suprimir* una enfermedad o un trastorno porque el acontecimiento o
acontecimiento inductivos finales pueden ser desconocidos o estar fatentes. Por consguiente, se entenderé que €l
termino "profilaxis” constituye un tipo de “tratamiento” que incluye “prevenir’ y “suprimir’. Asi, el término “proteccion”
incluye “profilaxis”.

La expresién “régimen terapéutico” significa cualquier tatamiento de una enfermedad o un trastorno que emplea
agentes quimioterapéuticos y citotdxicos, terapia de radiacion, cirugia, terapia génica, vacunas y terapia de ADN,
terapia de ARNmc, terapia antiangiogénica, inmunoterapia, transplantes de medula dsea, utilizacién de aptameros y
otros compuestos bioldgicos, tales como anticuerpos y variantes de anticuerpos, reclamos de receptores y otros
compuestos terapéuticos con una base proteica.

Sumario de la invencién
La invencidn, en su forma mas amplia, se define mediante las reivindicaciones independientes 1y 10:

1.- Un reactivo de diagnéstico, que comprende un soporte sélido y un lipido bioactivo derivatizado asociado a él, en
¢l gue ¢l lipido bioactivo derivatizado comprende un grupo de cabeza polar y al menos una cadena hidrocarbonada,
en &l que un &tomo de carbon dentro de dicha al menos una cadena hidrocarbonada esta derivatizado con un grupo
sulfhidrilo colgante vy en el que el lipido bioactivo se selecciona del grupo que consiste en un esfingolipido, un
metabolito de esfingolipido, un acido lisofosfatidico y un precursor de!f Acido lisofosfatidico, en el que el esfingolipido
y el metabolito de esfingolipido se selecciona del grupo que consiste en ceramida, ceramida-1-fosfato, N-
acetilceramida-1-fosfato, esfinganina, esfingosilfosforilcolina {(SPC), dihidroesfingosina, dihidroesfingosina-1-fosfato,
y esfingosina-1-fosfato {S1P), en el que el lipido bioactivo estéd asociado con el soporte sdlido a través del grupo
sulfhidrilo.

10.- Un método para detectar en una muestra un resto inmunoderivado que se une a un lipido bioactivo
seleccionado, que comprende poner en contacto una muestra con un dispositivo de diagndstico que porta un
reactivo de diagnéstico segun la reivindicacion 1, bajo condiciones que permiten que ef resto inmunoderivado, si esta
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presente, se una al lipido bicactivo derivatizado del reactivo de diagndstico, en el que el lipido bioactivo gue esta
derivatizado en el reactivo de diagnéstico y el lipido bioactivo seleccionado son el mismo lipido bioactivo.

Las realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes 2-9 y 11-17.
Breve descripcidén de los dibujos

Figura 1. Esquema de la sintesis organica para fabricar un andlogo de S1P tiolado tipico que se usé como
componente clave de un inmunégeno segdn la invencion, asi como componente clave del material de depésito para
los ensayos ELISA y BiaCore.

Figura 2. Esquema de la sintesis orgénica para fabricar el dcido graso relacionado tiolado utilizado en la sintesis del
analogo de LPA tiolado de 1a figura 3.

Figura 3. Esquema de la sintesis orgdnica para fabricar ef andlogo de LPA tiolado que es un componente clave de
un inmundgeno segun la invencién, asi como es un componente clave del material de depdsito para el ensayo
ELISA y otros ensayos.

Figura 4. El mAb anti-S1P es especifico y sensible al S1P y no reconoce a otros lipidos bioactivos similares desde el
punto de vista estructural. Panel A: ELISA competitivo con S1P, SPH, LPA, SPC y otros biclipidos similares desde el
punto de vista estructural que compiten por la unién de mAb a S1P sobre la placa. Sélo S1P libre o DH-S1P pueden
competir por la unién, lo cual demuestra la especificidad del mAb anti-S1P, SPC sélo compite figeramente por la
union. Panel B: Estructuras de los lipidos bioactivos utilizados en la evaluacién de la especificidad.

Figura 5. Anslisis BiaCore de la cinética de unidn del mAb anti-51P a tio-S1P anclado a un chip detector CMS de
superficie de maleimida BiaCore. Se aplicaron diversas diluciones de mAb anti-S1F a la célula de flujo para generar
sensogramas.

Figura 6. Secuencias de aminoacidos de los dominios Vi y Vi de ratén de Sphingomab™ murino. Los restos de las
CDR estan recuadrados.

Figura 7. Secuencias de nucledtidos y de amino4cidos de los dominios Vi y Vi de Sphingomab™ murino.

Figura 8. Grafica que muestra los resultados de ELISA para estudios de unién de anticuerpos Sphingomab™ murino
y anticuerpos de unién a S1P quiméricos derivados de Sphingomab™ murino.

Figura 9. ELISA directo que muestra la unién de mAb murinos y quiméricos a placas de ELISA revestidas con un
analogo de S1P tiolado segun se describe en el gjemplo 6. Los datos muestran que el mAb quimérico {ca-S1P IgG)
tiene una actuacion de unidn similar y quizas mayor, comparado con el mAb totalmente murino (ma-S1F IgG).

Tal como apreciaran los expertos en la t&cnica, la siguiente descripcidén describe ciertas realizaciones preferidas de
fa invencion en detalle y asi son solo representativas y no representan el alcance real de la invencion. Antes de
describir en detalle la presente invencion, se entendera que la invencion no se limita a las moléculas, los sistemas y
las metodologias concretas descritas, puesto que pueden variar. También debe entenderse que la terminologia
utilizada en la presente se empiea sdlo con el objetivo de describir realizaciones concretas y no pretende limitar el
alcance de la invencién definida por las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente se describen composiciones y métodos para generar e identificar anticuerpos contra moiéculas de
lipidos bioactivos que desempefian un papel en enfermedades humanas y/o animales como moléculas de
sefializacién. También se describen los propios anticuerpos y ios métodos para utilizarlos de modo terapéutico, para
el diagndstico y como reactivos para investigacion.

1. Métodos para la produccidn y la identificaciéon de anticuerpos

Se sabe que los lipidos, en general, son una clase particularmente dificil de moléculas para la produccion de
anticuerpos. La produccion de anticuerpos puede describirse en general como un proceso en dos partes: debe
proporcionarse un inmundgeno adecuado que generara la respuesta de anticuerpos deseados en un animal y el
anticuerpo resultante, si esté presente, debe ser detectable.

Tal como se analizé anteriormente, la produccion eficaz de anticuerpos requiere la generacion de anticuerpos y ia
deteccion de anticuerpos. Tal como se describe en los ejemplos que aparecen en la presente a continuacion, se ha
logrado la generacién de anticuerpos dirigidos a ciertos lipidos bioactivos utilizando un lipido bioactivo denvatizado
como inmundgeno. En los ejemplo, un andlogo de lipido bioactivo tiolado (por gjemplo, $1P) se conjuga con
hemocianina de lapa (KLH) o albumina de suero bovina sin 4cidos grados (BSA) a través de SMCC (Pierce,
Rockford, IL) utilizando los protocolos recomendados por el fabricante. SMCC es un entrecruzador heterobifuncional
que reacciona con aminas primarias y grupos sulfhidrilo y representa un entrecruzador preferido. También puede
utilizarse yodoacetamida (|OA) para profeinas activadas por maleimida.
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Sin embargo, también pueden utilizarse otros inmundgenos y métodos para generar anticuerpos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se han generado anticuerpos contra especies de fosfolipidos mediante una inmunizacién con
liposomas (Maneta-Peyret et al, 1988, 1989 Benerji y Alving, 1990) o mediante adsorcidon de fosfolipidos
moneméricos a proteinas (Tamamura ef al,, 1971; Maneta-Peyret ef al, 1989), a bacterias (Umeda ef al,, 1989), a
acrilamida (Maneta-Peyret ef al, 1988, 1889) y a oro (Tomii ef al (1991). Jpn. J. Med Sci. Biol., 44:75-80). En
muchos casos, la presentacion de! lipido bioactivo en forma de emulsiones o complejos liposémicos ha preducido
igM con especificidad, sensibilidad y/o actividad bioldgica limitadas en comparacidn con 1gG. Por gjemplo, se han
caracterizado dos reactivos disponibles en el mercado supuestamente especificos para la ceramida, uno es un suero
de ratdén policlonal enriquecido en igM ¥y el otro es un anficuerpe monoclonal IgM. Se descubrid que ! anticuerpo
monoclonal era especifico para la esfingomielina y que el antisuero reaccionaba con diversas especies de ceramidas
en el intervalo nanomolar (Vielhaber G. et al, (2001), Glycobiclogy, 11:451-457). En una estrategia diferente (Ran et
al. (2005), Clin. Cancer Res., 11:1551-1562), se emplearon céiulas endoteliales b.End3 que se habian tratado con
perdxido (que pretende provocar la translocacion de fosfolipidos aniénicos hacia la superficie externa de las células)
como inmundgenc para provocar la generacién de anticuerpos especificos para fosfoliipdos anidnicos. Asi, se
conocen numerosos métodos mediante los cuales puede provocarse una respuesta de anticuerpos contra una diana
antigénica desada; cualquiera de estos puede utilizarse en !a presente invencién con la condicién de que los
anticuerpos resultantes puedan detectarse y se demuestre que son reactivos con el lipido bioactive deseado.

La generacién de anticuerpos, que por supuesto es necesaria, no es suficiente si el anticuerpo no puede detectarse.
Asi, una faceta de la invencion se basa en la apreciacién de que ios fallos previos de otros para producir anticuerpos
contra lipidos bioactivos pueden atribuirse al mencs a defectos en la etapa de deteccion. Este problema de
deteccién se ha sclucionado de forma elegante en los siguientes ejemplos mediante e uso de un lipido bioactivo
derivatizado. El lipido bioactivo derivatizado se empiea para detectar e identificar un anticuerpo reactivo contra un
epitopo de! lipido bioactivo concreto presente en el inmundgeno utilizado para generar los anticuerpos que se estan
detectando; el lipido bioactivo utilizado para la deteccién en forma derivatizada contiene €] mismo epitopo contra e
cual se generaron los anticuerpos. Para desempefiar este papel, el lipido derivatizado puede asociarse con la fase
sélida de un dispositivo de ensayo, tal como una placa de ELISA, un chip detector BiaCore, etc. En algunas
realizaciones, €l lipido bicactivo derivatizado estd covalentemente conjugado directamente al soporte sélido. Como
ejemplo, el lipido derivatizade puede estar covalentemente conjugado con un chip BiaCore activado, segin se
describe en los siguientes ejemplos. En ofras realizaciones, el lipido bicactive derivatizado estad covalentemente
conjugado con un resto portador, produciendo un “conjugade de lipido bicactivo derivatizado” que después se une a
un soporte sélido. Como ejemplo, se emplea un lipido derivatizade covalentemente conjugado con BSA como
material de depdsito (material de captura) para un ELISA, segin se describe en los siguientes gjemplos. En otra
realizacién, la unidn del lipido bioactivo derivatizado al soporte solido proporciona un medio de deteccidn estable que
ho se probable que se elimine con ¢l lavado, que es un riesgo presente en algunos métodos de deteccion. La
deteccion del anticuerpo puede lograrse mediante una diversidad de formas. En una realizacion preferida de la
invencion, la deteccidn se realiza mediante los sistemas de analisis de interaccidn sin marcadores ELISA, BiaCore™
u otros medios de deteccidn habituales con una base de soporte sélido en los cuales el lipido bioactivo derivatizado
se une a dicho soporte sdlide. Los ejemplos de otros soportes sdlidos incluyen, pero no se fimitan a columnas de
afinidad, esferas de vidrio o sintéticas, placas de muttiples pociltos y similares.

E! conjugade de lipido bicactivo derivatizado utifizado en la etapa de deteccidn puede ser €l mismo conjugado de
lipido bioactivo derivatizado utiizado como inmundgeno, ¢ el lipido bioactivo derivatizado puede conjugarse conh un
portador diferente que en el conjugado utilizado como inmundgeno. En algunas realizaciones, por gjemplo, como
depdsito para ELISA se prefiere utilizar un conjugado de lipido bioactivo derivatizado diferente en la etapa de
deteccion que el que se utilizé como inmunégeno para minimizar la reactividad cruzada. Coma ejemplo, e! portador
puede ser BSA (preferiblemente sin acidos grascs, en particular en la etapa de deteccion), KLH u otros portadores
conocidos en |a técnica. El entrecruzador utilizado para conjugar el lipido bicactivo derivatizado al portador proteico
puede ser, por ejemplc, SMCC o 10A. En una realizacion preferida, el inmunégeno es S1P-10A-KLH y S1P-SMCC-
BSA (BSA sin acidos grasos) es el material de depdsito de captura en el ELISA, refiriéndose S1P al S1P
derivatizado que reacciona con €l entrecruzador {{OA @ SMCC en este caso) para formar un enlace covalente con la
proteina portadora (KLH o BSA en este caso).

2. Compuestos

El término "anticuerpa” (“Ab") o “inmunoglobulina” (Ig) se refiere a cualquier forma de un péptido, un polipéptido
derivado, modelado o codificado por un gen de inmunoglobulina, o cualquiera de sus fragmentos, capaz de unirse a
un antigeno ¢ a un epitopo. Véase, par gjemplo, IMMUNOBIOLOGY, 5° edicién, C.A. Janeway, P. Travers, M.,
Walport, M.J. Shlomchiked., ed. Garland Publishing {2001). Las meléculas de anticuerpos o inmunoglobulinas san
grandes moléculas de glicoproteinas con un peso molecular de aproximadamente 150 kDa, normalmente
compuestas por dos tipos diferentes de cadenas polipeptidicas. Una cadena polipeptidica, denominada la cadena
‘pesada’ (H), tiene aproximadamente 50 kDa. El otro polipéptido, dencminado la cadena “ligera” (L), tiene
aproximadamente 25 kDa. Cada molécula de inmunaglobulina normalmente consiste en dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras. Las dos cadenas pesadas estan unidas entre si mediante enlaces disuffuro, cuyo nimero varia
entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena ligera estd unida a una cadena
pesada mediante un enlace disulfuro covalente. En cualquier molécula de anticuerpo natural, las dos cadenas
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pesadas y las dos cadenas ligeras son idénticas y portan dos sitios idénticos de union al antigeno y asi se dice que
son divalentes, es decir, tienen la capacidad de unir simultdneamente dos moléculas idénticas.

Las cadenas “ligeras” de las moléculas de anticuerpos de cualquier especie de vertebrade pueden clasificarse en
dos tipos claramente diferenciados, kappa {k) y gamma {y), basandose en las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes. La proporcidn de los dos tipos de cadena ligera varia de una especie a otra. Como ejemplo, la
proporcién media de k a vy es de 20:1 en ratones, mientras que en seres humanos es de 2:1 y en ganado bovino es
de 1:20.

Las cadenas “pesadas” de las moléculas de anticuerpos de cualquier especie de vertebrado pueden clasificarse en
uno de cinco tipos claramente diferenciados, denominados isotipos, basandose en las secuencias de aminoacidos
de sus dominios constantes. Algunos isotipos tienen varios subtipos. Las cinco clases principales de
inmunoglobulinas son inmunogiobulina M {igM), inmunoglobuiina D (IgD), inmunoglobulina G (1gG), inmunoglobulina
A (IgA), e inmunoglobuiina E (IgE). La IgG es el isotipo mas abundante y tiene varias subclases (IgG1, 2, 3y 4 en
seres humanos). El fragmento F¢ y las regiones bisagra se diferencian en anticuerpos de diferente isotipo,
determinando asi sus propiedades funcionales. Sin embargo, la organizacion global de los dominios es similar en
todos los isotipos.

Tal como se emplea en la presente, un “fragmento de anticuerpo” y sus variantes gramaticas se refieren a una
porcién de un anticuerpo intacto que incluye el sitio de unién al antigeno o regiones variables de un anticuerpo
intacto, en el que la porcion puede estar exenta de los dominios constantes de cadena pesada (por ejempio, CH2,
CH3 y CH4) de la region Fc del anticuerpo intacto. Como aitemativa, las porciones de los dominios constantes de
cadena pesada (por ejemplo, CH2, CH3 y CH4) pueden estar incluidas en el “fragmento de anticuerpo®. Los
ejempios de fragmentos de anticuerpos son los que conservan la unidn al antigeno e inciuyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab)s, Fd y Fv; diacuerpos; triacuerpos, moléculas de anticuerpos monocatenarios (sc-Fv);, minicuerpos,
nanocuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos. Como ejemplo, un
fragmento Fab también contiene el dominio constante de una cadena ligera y el primer dominio constante {CH1) de
una cadena pesada.

La expresién “regién variable” se refiere a una secuencia N-terminal de la molécuia de anticuerpo o de cualquiera de
sus fragmentos. En general, cada una de las cuatro cadenas tiene una regién variable (V) en su porcién amino-
terminal, que contribuye al sitio de union al antigeno y una regién constante (C), que determina el isotipo. Las
cadenas ligeras estan unidas a las cadenas pesadas mediante muchas intereacciones no covalentes y mediante
enlaces disulfuro y las regiones V de las cadena pesada y ligera se emparejan en cada brazo de la molécula de
anticuerpo para generar dos sitios de unidn al antigeno idénticos. Se cree que algunos restos aminoécidos forman
una interfase entre los dominios variables de cadena ligera y pesada (véase Kabat ef al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5* edicidn, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991); Clothia ef &/, J. Mol. Biol, vol.
186:651 (1985)).

Debe advertirse que la variabilidad no se distribuye uniformemente a través de los dominios variables de los
anticuerpos, sino que estd concentrada en tres segmentos denominados ‘regiones determinantes de la
complementariedad” (CDR) o “regiones hipervariables”, en ambos dominios variables de las cadenas ligeras y las
cadenas pesadas. Las porciones mas altamente conservadas de los dominios variables se denominan “regiones de
marco” (FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones
FR conectadas por tres CDR. Las CDR en cada cadena son mantenidas juntas y cercanas por las regiones FR y,
con las CDR de 1a ofra cadena, contribuyen a la formacién de! sitio de unidn al antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunoiogical Interest, 5* edicién, National Institute of Health, Bethesda, Md.
(1991)). De forma colectiva, las 6 CDR contribuyen a las propiedades de unién de la molécula de anticuerpo. Sin
embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que comprenda sélo tres CDR especificas para un
antigeno) tiene ia capacidad de reconocer y unirse a un antigeno (véase Pluckthun, en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer- Verlag, Nueva York, pp. 269-315 {1994)).

La expresion “dominio constante” se refiere a la regién C-terminal de una cadena pesada o ligera de un anticuerpo.
En general, los dominios constantes no estan directamente implicados en las propiedades de union de una molécula
de anticuerpo a un antigeno sino que muestran diversas funciones efectoras, tales como la participacién del
anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de anticuerpos. En este caso, las "funciones efectoras” se refieren a
los diferentes efectos fisiolégicos de los anticuerpos (por ejemplo, opsonizacion, lisis celular, desgranulacion de
células cebadas, baséfilos y eosindfilos y otros procesos) mediados por & reclutamiento de células inmunolégicas
por la interaccion molecular entre el dominio Fc y las proteinas del sistema inmunolégico. El isotipo de la cadena
pesada determina las propiedades funcionales del anticuerpo. Sus propiedades funcionales diferenciadas son
conferidas por las porciones carboxi-terminales de las cadenas pesadas, cuando no estdn asociadas con cadenas
ligeras.

Ef término “variante” se refiere a una secuencia de aminoacidos que se diferencia de la secuencia de aminoacidos
nativa de un anticuerpo en al menos una modificacién de un resto aminoacido. Una secuencia de aminoacidos
nativa o de origen o de tipo salvaje se refiere a la secuencia de aminoécidos de un anticuerpo que se encuentra en
la naturaleza. Un “variante” de la molécula de anticuerpo incluye, pero no se limita a cambios dentro de una regidn

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

80

ES2411979 T3

variable o una regién constante de una cadena ligera y/o una cadena pesada, incluyendo en la region Fc, la region
Fab, el dominio CH4, el dominio CHz, el dominio CHa y ta regidn bisagra.

E!l término “especifico” se refiere a la unién selectiva de un anticuerpo a su epitopo diana. Las moléculas de
anticuerpos pueden ensayarse para la especificidad de unién comparando la unién al antigeno deseado con la unign
a un antigeno no relacionado o a un antigeno analogo 0 una mezcla de antigenos bajo un conjunto dado de
condiciones, Preferiblemente, un anticuerpo segin la invencién carece de unidn significativa a antigenos no
relacionados, e incluso a analogos del antigeno diana. En este caso, el término "antigeno” se refiere a una molécula
que es reconocida por una molécula de anticuerpo y se une a él 0 a un resto inmunoderivado que se une a
antigeno. La porcidn especifica de un antigeno que se une a un anticuerpo se denomina “epitopo’. Un “hapteno” se
refiere a una molécula pequefa que, bajo la mayoria de circunstancias, puede provocar una respuesta inmunolbgica
(es decir, actiia como un antigeno) sélo cuando esta unida a un portador, por ejemplo, una proteina, polietilenglicol
(PEG), oro coloidal, esferas de silicona y simitares. El portador también puede ser un portador que no provoque una
respuesta inmunaolégica paor si mismo.

El término “anticuerpo” se emplea en el sentido mas amplio, e induye anticuerpos monoclonales, policlonales,
multiespecificos (por ejemplo, biespecificos, en los que cada brazo del anticuerpo es reactivo con un epitopo
diferente del mismo antigeno ¢ de diferentes antigenos), minicuerpos, heteroconjugados, diacuerpos, triacuerpos,
anticuerpos quiméricos y sintéticos, asi como fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente a un
antigeno con una propiedad de unién y/o actividad biotégica deseadas.

La expresion “anticuerpo monoclonal” {(mAb) se refiere a un anticuerpo, o a una poblacion de anticuerpos, obtenido a
partir de una pobtacidén de anticuerpos sustancialmente homogénea y no debe considerarse que sea necesaria la
produccian de! anticuerpo mediante un método concreto. Por ejemplo, pueden fabricarse anticuerpos monoclonales
mediante e! método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler G. y Milstein C. {1975), Nature, vol. 256:495-
497, 0 mediante métodos de ADN recombinante.

El término anticuerpo (o inmunoglobutina) “quimérico” se refiere a una molécula que comprende una cadena pesada
y/o ligera que es idéntica u homdloga a las correspondientes secuencias en tos anticuerpos derivadas de una
especie concreta 0 que pertenecen a una clase o subclase concreta de anticuerpos, mientras que €l resto de la
cadena o cadenas son idénticas u homdlogas a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otra
especie 0 que pertenecen a ofra clase o subclase de anticuerpos, asi como a fragmentos de dichos anticuerpos, con
la condicién de que muestren la actividad bioldgica deseada (Cabilly, et al, infra, Morrison et af, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., vol. 81:6851 (1984)).

La expresi6én “anticuerpo humanizado” significa anticuerpos humanos que también contienen secuencias
seleccionadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) en lugar de las secuencias humanas. Un
anticuerpo humanizado puede incluir sustituciones de aminoacidos conservativas o restos no naturales de ta misma
especie 0 de una especie diferente que no alteren significativamente su actividad de unidn y/o biclégica. Estos
anticuerpos son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobutinas no
humanas. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en
las que restos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor son reemplazados por
restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como un especie de ratén, rata, camello,
bovina, de cabra o0 congjo que tenga las propiedades deseadas. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden
comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de CDR o de marco
importadas. Estas modificaciones se realizan para perfeccionar y maximizar ain méas la actuacion del anticuerpo.
Asi, en general, un anticuerpo humanizado comprendera al menos uno y en un aspecto dos dominios variables, en
los que todos los dominios o todos tos bucles hipervariables se corresponden con los de una inmunoglobulina no
humana y todas ¢ sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de inmunogtobutina humana. El
anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al menos una porcién de una regién constante de
inmunogfobulina (Fc) o de una inmunoglobulina humana, Véase, por ejemplo, Cabilly et al, patente de EEUU n®
4.816.567; Cabilly et al.. patente europea n® 0.125.023 B1; Boss. et al,, patente de EEUU n° 4.816.397; Boss ef al,
patente europea n° 0.120.694 B1; Neuberger et al, WO 86/01533; Neuberger et al, patente europea n°® 0.194.276
B1; Winter, patente de EEUU n® 5.225.539; Winter, patente europea n® 0.235.400 B1; Padlan et al, solicitud de
patente europea n® 0.519.596 A1; Queen et al. (19889), Proc. Natl Acad. Sci. USA., vol. 86:10028-10033).

La expresidn anticuerpo “totalmente humano” puede referirse a un anticuerpo producido en un ratdn genéticamente
modificado (es decir, transgénico) (por ejemplo, de Medarex) que, cuando se le presenta un inmundgeno, puede
producir un anticuerpo humano gue no requiera necesariamente el injerto de CDR. Estos anticuerpos son totalmente
humanos (100% de secuencias de proteinas humanas) procedentes de animates, tales como ratones, en los que los
genes no humanos del anticuerpo son suprimidos y reemplazados con una expresion de genes de anticuerpos
humanos. Los solicitantes creen que pueden generarse anticuerpos contra lipidos bioactivos cuando se presentan a
estos ratones genéticamente maodificados o a otros animales que puedan ser capaces de producir marcos humanos
para las CDR pertinentes.

La expresion “anticuerpo biespecifico” puede referirse a un anticuerpo, o a un anticuerpo monoclonal, que tiene
propiedades de union al menos a dos epitopos diferentes. En una realizacion, los epitopos proceden del mismo
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antigeno. En otra realizacidn, los epitopos proceden de dos antigenos diferentes. Los métodos para fabricar
anticuerpos biespecificos son conocidos en {a técnica. Por ejemplo, pueden producirse anticuerpos biespecificos de
modo recombinante utilizando la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobulinas.
Como alternativa, pueden prepararse anticuerpos biespecificos utilizando enlaces quimicos. Los expertos en la
técnica pueden producir anticuerpos biespecificos empleando estos u otros métodos como se conoce en la técnica.
Los anticuerpos biespecificos incluyen fragmentos de anticuerpos biespecificos. Un ejemplo de un anticuerpo
biespecifico incluido en esta invencion es un anticuerpo que tiene propiedades de union a un epitopo de S1P y un
epitopo de LPA y asi es capaz de reconocer y unirse a S1P y LP1. Otro gjemplo de un anficuerpo biespecifico
incluido en este invencion es un anticuerpo que tiene propiedades de unién a un epitopo de un lipido bicactivoy a un
epitopo de un antigeno de la superficie celular. Asi, €l anticuerpo es capaz de reconocer y unirse al lipido bioactivo y
es capaz de reconocer y unirse a células, por ejemplo, con €l objetivo de lograr un transporte dirigido.

La expresion “anticuerpo heteroconjugado’ puede referirse a dos anticuempos unidos covalentemente. Estos
anticuerpos puede prepararse utilizando métodos conocidos en la quimica de proteinas sintéticas, e incluyen la
utilizacion de agentes entrecruzadores. Tal como se emplea en la presente, el término “conjugado” se refiere &
moléculas formadas mediante la unidn covalente de uno 0 mas fragmentos de anticuerpos o restos de unién auna o
mas moléculas poliméricas,

La expresion “bioloégicamente activo” se refiere a un anticuerpo 0 a un fragmento de anticuerpo que es capaz de
unirse al epitopo deseado y, de alguna manera, gjercer un efecto hioldgico. Los efectos bioldgicos incluyen, perono
se limitan a la modulacién de una sefial de grecimiento, la modulacién de una sefial antiapoptética, 1a modulacion de
una sefal apoptdtica, la modulacién de la cascada de la funcién efectora y la modulacion de otras interacciones de
ligandos.

La expresidn "ADN recombinante” se refiere a acidos nucleicos y a productos génicos expresados a partir de estos
que se han manipulado, creado o maodificado por el ser humano. Los polipéptidos o las proteinas “recombinantes”
son polipéptidos o proteinas producidos mediante técnicas de ADN recombinante, por gjemplo, a partir de células
transformadas con una construccién de ADN exégeno que codifica el polipéptido o la proteina deseados. Los
polipéptidos o las proteinas “sintéticos” son los polipéptidos o las proteinas preparados mediante sintesis quimica,

La expresion “maédulo de expresion” se refiere a una molécula de nucledtidos capaz de llevar a cabo la expresidn de
un gen estructural (es decir, una secuencia que codifica una proteina, tal como un anticuerpo de la invencion) en un
hospedante compatible con dichas secuencias. Los madulos de expresidn incluyen al menos un promotor unido
operablemente con la secuencia codificadora del polipéptido y, opcionalmente, con otras secuencias, por gjemplo,
sefiales de terminacidn de la transcripcion. También pueden emplearse otros elementos reguladores necesarios o
Utiles para llevar a cabo la expresion, por gjemplo, potenciadores. Asi, los médulos de expresién incluyen plasmidos,
vectores de expresion, virus recombinantes, cualquier forma de vector de "ADN desnudo” y similares.

Un “vector” o “plasmido” o “vector de expresion” se refiere a un acido nucleico que pueden mantenerse de forma
transitoria o estable en una célula para llevar a cabo la expresién de uno ¢ mas genes recombinantes. Un vector
puede comprender un Acido nucleico, solo o complejado con otros compuestos. Un vector comprende
opcionalmente acidos nucleicos y/o protelnas viricas o bacterianas y/o membranas. Los vectores incluyen, pero no
se limitan a replicones {por ejemplo, replicones de ARN, bacteriéfagos) a los cuales pueden unirse fragmentos de
ADN y ser replicados. Asi, los vectores incluyen, pero no se limitan a ARN, ADN o ARN lineal o circular
autorreplicante auténomo, e incluyen plasmidos de expresion y no expresion. Los “plasmidos” pueden estar
disponibles en el mercado, disponibles al piblico sin restricciones, o pueden construirse a partir de plasmidos
disponibles divulgados con protocolos publicados. Ademas, los vectores de expresion también pueden contener un
gen que proporcione un rasgo fenotipico para la seleccion de células hospedantes transformadas, tales como la
resistencia a dihidrofolato reductasa o neomicina para cultivos de células eucariotas, o tales como resistencia a
tetraciclina 0 ampicilina en E. cofi

El término “promotor” incluye todas las secuencias capaces de conducir la transcripcidn de una secuencia
codificadora en una célula. Asi, los promotores utilizados en las construcciones de la invencion ingluyen elementos
de control transcripcional de accién en cis y secuencias reguladoras implicadas en la regulacién o la modulacion de
la programagcion y/o la velocidad de transcripcion de un gen. Por gjemplo, un promotor puede ser un elemento de
control transcripcional de accién en cis, que incluye un potenciador, un promotor, un terminador de ta transcripcion,
un arigen de [a replicacidn, una secuencia de integracién cromosdmica, regiones no traducidas 5 y 3, o una
secuencia intronica, que estdn implicados en la regulacion transcripcional. Las regiones reguladoras
transcripcionales adecuadas para su uso en la presente invencidn incluyen, pero no se limitan al
potenciador/promaotor inmediato temprano de citomegalovirus (CMV) humano, el potenciador/promotor temprano de
SV40, los promotores lac o trp de E. colf y otros promotores conocidos por controlar la expresién de genes en
células procariotas o eucariotas o sus virus.
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A. Anticuerpos contra esfingolipidos

En la presente se describen métodos para preparar anticuerpos dirigidos contra ciertos lipidos bioactives, incluyendo
esfingolipidos. El término *esfingolipido” se refiere a los esfingolipidos definidos en http:/iwww lipidmaps.org, que
incluyen los siguientes; bases esfingoides (incluyendo esfing-4-eninas (esfingosinas), esfinganinas, 4-
hidroxiesfinganinas {fitoesfingosinas), homdlogos y vanantes de bases esfingoides, bases esfingoides-1-fosfato,
lisoesfingomielinas y lisoglicoesfingolipidos; bases esfingoides N-metiladas y andlogos de bases esfingoides);
ceramidas (que incluyen N-acilesfingosinas ({ceramidas), N-acilesfinganinas (dihidroceramidas), N-acil-4-
hidroxiesfinganinas (ftoceramidas), acilceramidas y ceramidas-1-fosfato), fosfoesfingolipidos (que incluyen
ceramidafosfocolinas {esfingomielinas), ceramidafosfoetanolaminas y ceramidafosfoinositoles; fosfonoesfingolipidos;
glicoesfingolipidos neutros (incluyendo la serie sencilla de Glc (GlcCer, LacCer, ete, GalNAcbl-3Gala1-4Galb1-
4Glc- (serie Globo), GalNAcb1-4Galb1-4Glc- (serie Ganglio), Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4Gle- (serie Lacto), Galbi-
4GIcNACE1-3Galb1-4Gle- (serie Neolacto), GalNAcb1-3Gala1-3Galb1-4Glc- (serie Isoglobo), GlcNAcb1-2Manai-
3Manal-4Glc- (serie Mollu), GalNAcb1-4GIcNAcb1-3Manb1-4Glc- (serie Artro), Gal- (serie Gala) u otros
glicoesfingolipidos neutros); glicoesfingolipidos Acidos (que incluyen gangliésidos, sulfoglicoesfingolipidos
{sulfatidas), glucuronoesfingalipidos, fosfoglicoesfingolipidos y otros glicoesfingalipidos acidos; glicoesfingolipidos
basicos; glicoesfingolipidos anféteros; arsenoesfingolipidos y otros esfingolipidos.

Los anticuerpos anti-esfingolipidos son Utiles para tratar o prevenir trastornos, tales como trastornos
hiperproliferativos y cardiovasculares o enfermedades o trastornos cerebrovasculares, segin se describe con mas
detalle a continuacién. En realizaciones concretas, la invencidn se dirige a métodos para preparar anticuerpos contra
S1P y sus variantes, que incluyen la propia S1P (definida como esfingosina-1-fosfato (esfingen-1-fosfato; D-eritro-
esfingosina-1-fosfato; esfing-4-enina-1-fosfato; &cido (E,28,3R}-2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoxilfosfénico) (CAS
26993-30-6)), o DHSIP (definido como dihidro-esfingosina-1-fosfato (esfinganina-1-fosfato); acide [(2S,3R)-2-amino-
3-hidroxioctadecoxilfosfénico; D-eritro-dihidro-D-esfingosina-1-fosfato) (CAS 197984-97-8)). También pueden ser
(tiles anticuerpos contra SPC (definido como esfingositfosforilcolina, lisoesfingomielina, esfingosilfosfocoling,
esfingosinafosforilcolina, etanaminio; cloruro de 2-({{{2-amino-3-hidroxi-4-octadecenilyoxi)hidroxifosfiniljoxi)-N,N,N-
frimetilo, cloruro de (R-(R* S*~(E))).2-[[(E, 2R, 38)-2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoxilhidroxifosforil oxieti-1-
trimetilazanio (CAS 10216-23-6))).

1. Un anticuerpo monoclonal anti-S1P preferido

Se describe un anticuerpo anti-$1P maonoclonal especifico (mAb anti-S1P). Este anticuerpo puede utilizarse como
esponja molecular terapéutica para absorber selectivamente a S1P y asi disminuir las concentraciones
extracelulares in vivo eficaces de este factor proangiogénico, profibrético y facilitador de tumores. Esto puede dar
como resultado la reduccion de! volumen tumoral y de!l potencial metastasico, asi como el blogueo simultaneo de la
formacién de nuevos vasos sanguineos que, de otra forma, alimentarian al tumor en crecimiento. Este anticuerpo (y
las moléculas que tienen una actividad equivalente) también puede utilizarse para tratar otros trastomnos
hiperproliferativos influidos por S1P, que incluyen la proliferacién de células endoteliales no deseada que aparece,
por ejemplo, en la degeneracidén macular relacionada con el envejecimiento, asi como en muchos canceres.
Ademés, |a capacidad de S1P para proteger a las células de la apoptosis puede ser invertida por agentes, tales
como los anticuerpos y esto produce un aumento en la eficacia de los farmacos quimioterapéuticos proapoptéticos
convencionales.

B. Anticuerpas contra otros lipidos bioactivos de sefalizacidn

Los métodos descritos en la presente pueden utilizarse para preparar anticuerpos manoclonales contra muchos
otros lipidos bioactivos extracelulares e intracelulares ademéas de los esfingolipidos (por ejemplo, SPC, ceramida,
esfingosina, esfinganina, S1P y dihidro-S1P). Otras clases de lipidos bioactivos incluyen ios leucotrienos,
eicosancides, metabolitos de eicosancides (tales como los HETE, prostaglandinas, lipoxinas, acidos
epoxieicosatriencicos e isoeicosanoides), mediadores de cannabinoides no eicosancides, fosfolipidos y sus
derivados, tales como acido fosfatidico (PA) y fosfatidilgliceral (PG), cardiolipinas y lisofosfolipidos, tales como
lisofosfatidilcolina (LPC) y acido lisofosfatidico (LPA). En resumen, esta invencién puede adaptarse para la
aplicacion a cualquier lipido bioactivo de sefializacién extracelular y/o intracelular deseado con efectos pleiotrépicos
sobre importantes procesos celulares. Otros ejemplos de lipidos bioactivos incluyen fosfatidilinositol (Pl),
fosfatidiletanolamina (PEA), diacilglicérido (DG), suifatidas, gangliésidos, globdsidos y cerebrésidaos.

C. Conjugados

Un anticuerpo monocional, o su fragmento de unién al antigeno, descrito en la presente puede utilizarse por sf solo
in vifro o puede administrarse a un sujeto, en formas no derivatizadas o no conjugadas. En otras realizaciones,
dichos anticuerpos, derivados y variantes pueden derivatizarse ¢ unirse a una o més entidades moleculares. Otras
entidades moleculares incluyen péptidos, polipéptidos y proteinas naturales, recombinantes o sintéticas, compuestos
guimicos no peptidicos, tales comao isdtopos, compuestos terapéuticos de molécula pequefa, ete. Las moléculas
pequefas preferidas incluyen radiomarcadores, agentes fluorescentes y agentes quimioterapéuticos de molécuia
pequefia, Las proteinas preferidas incluyen factores del crecimiento, citoquinas y anticuerpos (incluyendo
anticuerpos idénticos y los derivados o variantes de dichos anticuerpos). Los ingredientes activos pueden unirse
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mediante cuaiquier método adecuado, tomando en cuenta los ingredientes activos y la aplicacion prevista, entre
otros factores. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de la invencion puede unirse funcionalmente a otra molécula
mediante acoplamiento quimico, fusién genética, asociacidn no covalente, U otra estrategia adecuada,

Asi, la invencién contempla conjugados formados entre uno 0 mas anticuerpos monoclonales de fa invencion, o uno
de sus variantes o derivados, con otro ingrediente activo. Estos conjugados pueden ser covalentes o no covalentes y
pueden producirse a través de un conector o directamente entre los ingredientes activos. Los ejemplos de dichos
conjugados incluyen uno o mas anticuerpos monoclonales de la invencidn {0 su dominio de unién al antigeno)
unidos a otro anticuerpo monaoclonal terapéutico de 1a misma clase o de una clase diferente. Como aitemativa, el
anticuerpo monoclonal o derivado o variante del anticuerpo de la invencidn puede estar unido a una clase diferente
de agente terapéutico, por ejemplo, un agente quimioterapéutico de molécula pequefia o un radioisétopo. En
algunas realizaciones, uno o0 mas de cada uno de los dos © mas agentes terapéuticos diferentes {al menos uno de
los cuales es un compuesto de la invencion) puede unirse a través de un andamiaje multivalente.

Como alternativa a los conjugados, un anticuerpo monoclonal o un derivado o variante del anticuerpo de la invencion
puede estar asociado simplemente con uno o mas agentes terapéuticos. Como ejemplo, un anticuerpo monocionat
de la invencion puede combinarse con uno o mas tipos distintos de agentes terapéuticos en un vehiculo de
transporte, por gjemplo, un liposoma, una micela, una nanoparticula, etc., adecuado para la administracién a un
sujeto.

l.a invencion tambigén contempla conjugar un anticuerpo monoclonal o un derivado o variante del anticuerpo de la
invencion, por ejemplo, una o més CDOR reactivas contra un lipido bioactivo diana concreto, con una proteina o un
polipéptido. Comao ejemplo, una o mas CDR de la regién variable de una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina
puede injertarse en un anticuerpo monoclonal.

3. Aplicaciones

En la presente se describen composiciones y métodos para tratar o prevenir trastornos hiperproliferativos, tales
como cancer, fibrosis y angiogénesis y enfermedades y trastornos cardiovasculares, cardiacos y ofras
enfermedades, trastomos, o traumatismos fisicos y/o enfermedades y trastornos cerebrovasculares, en los que los
agentes terapéuticos se administran a un paciente y alteran la actividad o {a concentracion de lipidos indeseables,
toxicos y/o bioactivos, 0 sus precursores o metabolitos. Los métodos y las composiciones terapéuticos actian
cambiando la concentracidén absoluta, relativa y/o disponible y/o [as actividades de ciertos lipidos indeseables o
téxicos. En este caso, “toxico” se refiere a la implicacion de un lipido concreto en un proceso de enfermedad, por
ejemplo, como molécula de senalizacidn.

Aunque no se pretenda limitacidn alguna por ninguna teoria concreta, se cree gque unas concentraciones
inapropiadas de lipidos, tales como LPA ylo sus metabolitos, causan o contribuyen al desarrollo de diversas
enfermedades y trastornos, que incluyen enfermedad cardiaca, dolor neuropético, cancer, angiogénesis, inflamacion
y enfermedad cerebrovascular, que incluye patologias del oido interno similares al ictus (véase, por ejemplo,
Scherer, et al. {2006}, Cardiovascular Research, vol. 70:78-87). Como tales, las presentes compaosiciones y métodos
pueden utilizarse para tratar estas enfermedades y trastornos, en particular disminuyendo la concentracién eficaz in
vivo de un lipido diana concreto, por ejemplo, LPA. A continuacidn se describen varias clases de enfermedades que
pueden ser tratadas segun los métodos descritos.

A. Enfermedades y trastornos hiperproliferativos

i. Cancer

Una estrategia para la terapia del cancer es reducir los niveles extracelulares bioldgicamente disponibles def
promotor tumoral S1P, como Unica terapia o en combinacién con tratamientos anticancer tradicionales, que incluyen
la administracién de agentes quimioterapéuticos, tales como una antraciclina. Para este fin, se ha desarrollado un
anticuerpo monoclonal (mAb) que es especifico para S1P, que puede adsorber selectivamente la S1P del suero,
actuando con una esponja molecular para neutralizar la S1P extracelular. Puesto que se ha demostrado que S1P es
proangiogénica, un beneficio afiadido a la eficacia del anticuerpo puede derivarse de la capacidad del anticuerpo de
privar del suministro sanguineo al tumor en crecimiento. Asl, otra estrategia antineoplasica basada en esfingolipidos
implica combinar activadores conocidos de la produccién de CER y SPH {doxorrubicina y glicosidos de antraciclina
relacionados, terapia de radiacién, etc.) acoplado con una estrategia para reducir los niveles de S1P.

Aungue se han propuesto estrategias anticancer basadas en esfingolipidos que se dirigen a enzimas clave de la via
metabdlica de los esfingolipidos, tales como SPHK, 1a propia S1P no se ha enfatizado, en gran medida debido a las
dificuitadas para atacar esta diana y dianas relacionadas. Tal como se describe en la presente, se ha producido un
anticuerpo monoclonal muy especifico contra S1P que reconoce a S1P en el intervalo fisioldgico v es capaz de
neutralizar a $1P mediante combinacién molecular. El uso de este anticuerpo {y sus derivados) priva a las células
tumaorales en crecimiento de un importante factor del crecimiento y la supervivencia. Ademas, el uso de dicha terapia
del cancer basada en anticuerpos también podria ser eficaz cuando se emplea en combinacién con tratamientos del
cancer convencionales, tales como cirugia, terapia de radiacion y/o la administracién de agentes anticancer
citotdxicos. Los gjemplos de agentes citotdxicos incluyen, por ejemplo, la familia de farmacos de la antracicling, los
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vinca-alcaloides, las mitomicinas, las bleomicinas, los nucledsidos citotdxicos, los taxanos, {as epotilonas,
discodermolida, la familia de farmacos de la pteridina, diinenos y las podofilotoxinas. Los miembros de estas clases
incluyen, por ejemplo, doxorrubicina, carminomicina, daunorrubicin, aminopterina, metotrexato, metopterina,
diclorometotrexato, mitomicina C, porfiromicina, 5-flucrouracilo, 6-mercaptopurina, gemcitabina, citosina arabindsido,
podofilotoxina o derivados de podofilotoxina, tales como etopdsido, etopdsido fosfato o teniposido, melfalano,
vinblastina, vincristing, leurosidina, vindesina, leurosina, paclitaxel y similares. Otros agentes antineoplasicos
incluyen estramustina, cisplatino, carbopiatino, ciclofosfamida, bleomicina, gemcitibina, ifosamida, melfalano,
hexametiimelamina, tiotepa, citarabina, idatrexato, timetrexato, dacarbazina, |L-asparaginasa, camptotecina, CPT-
11, topotecano, ara-C, bicalutamida, flutamida, leuprolida, derivados de piridobenzoindol, interferones e
interleuguinas. Otros farmacos citotdxicos son muy conocidos en la técnica. Una terapia de combinacion basada en
anticuerpos puede mejorar la eficacia de los agentes quimioterapéuticos sensibilizando a las células frente a ia
apoptosis mientras que minimizan sus efectos secundarios tdxicos, aunque la administracion del anticuerpo por si
solo también puede resultar eficaz para retrasar el avance de la enfermedad. En efecto, ia capacidad del mAb anti-
S1P para refrasar el avance del tumor en modelos de ratén de cancer humano y en modelos de raton de aloinjertos
demuestra la utilidad de las estrategias de anticuerpos anti-S1P para tratar tumores humanos y animales. Ademas,
el descubrimiento de que varios tipos de canceres humanos (por ejemplo, de ovario, mama, pulmoén y melanoma)
pueden tratarse en modelos de xenoinjerto demuestra que las estrategias de anticuerpos anti-S1P no se limitan a un
tipo de celula o tejido canceroso.

El LPA media en multiples respuestas celufares, que incluyen la proliferacién, la diferenciacion, la angiogénesis vy la
movilidad celular, Un gran conjunto de descubrimientos experimentales sugiere que el LPA extracelular desemperia
un papel clave en el avance de varios tipos de cancer humano mediante la estimulacién de la proliferacion, la
supervivencia y la invasion de células tumorales y mediante la induccidén de la angiogénesis y la metastasis.
Ademas, el LPA protege a una diversidad de tipos de células tumorales frente a la apoptosis. Desde hace tiempo, el
LPA se ha asociado con cancer de ovario y de mama (Fang, X., et &/, (2002), Biochim. Biophys. Acta, 1582:257-64);
se han descubierto unos niveles altos de LPA en sangre y liquido de ascitis de pacientes y se han correlacionado
con el avance, la angiogénesis y el potencial metastdsico del tumor. Ademéas, la autotoxina (ATX), enzima
principatimente responsable de la produccién de LPA, se ha correlacionado con las propiedades metastasicas e
invasivas de tumores humanos, incluyendo melanoma, cancer de pulmon, neuroblastoma, carcinoma hepatocelular
y glioblastoma multiforme. Asi, se reconoce que ILPA es una diana innovadora y prometedora para la terapia del
cancer (Mills, G.B. y W.H. Moolenaar (2003), Nat. Rev. Cancer, 3:582-91).

Se cree que la neutralizacion del ILPA con un anticuerpo anti-LPA (tal como el descrito en la presente) sera una
nueva estrategia terapéutica antiangiogénica y antimetastasica para el tratamiento del cancer. Se cree que los
anticuerpos monoclonales contra LPA actian como "esponja’ para unirse selectivamente a LPA y asi disminuir los
niveles extracelulares in vivo eficaces de LPA. Se cree que esto dara como resultado la reduccion de la
tumorigénesis y el crecimiento tumoral, asi como el blogueo simultdneo de la formacién de vasos sanguineos y del
potencial metastasico. Ademas, es probable que el LPA pierda su capacidad para proteger a las células frente a la
apoptosis como resuitado de la neutralizacidn por los anticuerpos, aumentando asi la eficacia de los farmacos
quimicterapéuticos proapoptoticos convencionales.

ii. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos
existentes. Ahora se cree que la angiogénesis asociada con tumores soélidos y en circulacion es un componente
crucial de la tumoerigénesis puesto que, en la actualidad, la opinion de que el crecimiento del tumor depende de iz

neovascularizacion esta cientificamente bien aceptada. Tanto S1P como LPA parecen ser importantes para el
proceso angiogenico.

El LPA es el principal regulador de GROa, un ocncogén que se cree que contribuye a la tumaorigénesis a través de su
efecto proangiogénico (Lee, et al (2008), Cancer Res., vol. 66:2740-8). El LPA también potencia la expresion de la
metaloproteinasa de matriz-2, un actor reconocido en ta migracién celular subyacente al proceso angiogénico (Wu,
et al. (2005), Endocrinology, vol. 146:3387-3400).

La S1P estimula la sintesis de UNA y la movilidad quimiotactica de las células endoteliales venosas humanas
(HUVEC), al mismo tiempo quev induce la diferenciacion de estructuras multicelular que es fundamental para la
formacion de vasos sanguineos tempranos. La S1P también estimula la migracién de precursores de células
endotelisles derivadas de la médula 6sea hacia sitios de neovascularizacion y las células que sobreexpresan
receptores de S1P son resistentes a los agentes antiangiogénicos talidomida y neovastato. Asi, S1P y en particular
los receptores de S1P, son necesarios para la angiogénesis y la neovascularizacion. Por Ultimo, se produce un
entrecruzamiento entre S1P y ofros factores del crecimiento proangiogénicos, tales como VEGF, EGF, PDGF, bFGF,
e IL-8. Por gjemplo, S1P transactiva los receptores de EGF y VEGF2 y VEGF sobreexpresa la expresion del
receptor de S1P (Igarashi, et al. (2003), PNAS (EE.UU.), vol. 100;10664-10669).

Tal como se apreciara, €l contral clinico de la angiogénesis es un componente critico para el tratamiento del cancer
y otras enfermedades dependientes de la angiogénesis, tales como la degeneracién macular relacionada con el
envejecimiento (AMD) y la endometriosis. Los compuestos terapéuticos antiangiogénicos también son
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particufarmente atractivos porque las celulas endoteliales vasculares que estan implicadas en la angiogénesis
tumaral no mutan con tanta facilidad como las células cancerosas; por consiguiente, las células endoteliales
vasculares tienen una menor prababilidad, comparadas con las células cancerosas, de adquirir resistencia a una
terapia prolongada, lo cual les hace ser dianas terapéuticas Utiles.

Existen varios conjuntos de pruebas que sugieren que S1P es un factor del crecimiento proangiogénico
patenciaimente significativo que puede ser importante en la angiogénesis tumoral, que incluyen lo siguiente: los
anticuerpos anti-S1P pueden neutralizar la formacion de tubos inducida por S1P, la migracion de células endoteliales
vasculares y la proteccidn frente a la muerte celular en diversos ensayos in vitro que emplean HUVEC; la inyaccién
de células MCF-7 de adenocarcinoma de mama que expresan niveles elevados de $1P en almohadillas de grasa
mamaria de ratones atimicos produce un aumento en los tumores dependientes de la angiogénesis, que son mas
grandes y numerosos que cuando se emplean células control; los anticuerpos anti-S1P pueden reducir notablements
la angiogénesis asociada a tumores en un modelo de aloinjerto de melanoma murina artotdpice; la S1P aumenta el
crecimiento capilar nuevo hacia lechos cortos de Matrigel implantados en ratones, un efecto que puede ser
neutralizado mediante la administracién sistémica de anticuerpas anti-S1P; la administracion in vivo de anticuerpos
anti-S1P puede neutralizar completamente la angiogénasis inducida por factores del crecimiento proangiogénicos
{por ejemplo, por bFGF y VEGF) en ensayos de lechas cortos de Matrigel murinos; la S1P estimula la liberacion de
bFGF y VEGF desde células tumorales in vitra e in vivo, un efecto que puede ser revertido por anticuerpos anti-S1P;
la 51P potencia ia movilidad y la invasién in vitro de un gran nimero de diferentes tipos de células cancerasas, que
incluyen células muttiformes de glioblastoma, y los anticuerpos anti-S1P reducen significativamente la
neovascularizacién asociada con modelos animales de AMD.

La importancia de S1P en los tumores dependientes de la angiogénesis hace que S1P sea una diana excelente para
el tratamiento de! cancer. En efecto, la neutralizacién por anticuerpos de la S1P extracelular puede dar como
resultado una notable disminucion en el avance del cancer en mamiferos, incluyendo seres humanos, como
resuitado de la inhibicién de ta formacién de vasos sanguineos con la pérdida concomitante de los nutrientes y el
oxigeno necesarios para apoyar el crecimiento tumoral. Asi, los anticuerpos anti-S1P tienen varios mecanismos de
accion, que incluyen: (1) efectos direcios sobre el crecimiento de células tumorales; (2) efectos antiangiogénicos
indirectos sobre las células endoteliales vasculares; y (3) los efectos antiangiogénicos indirectos que evitan la
liberacion y la accién de otros factores del crecimiento proangiogénicos. Por consiguiente, los anticuerpos anti-S1P
también pueden actuar como compuestos terapelticos antimetastasicos, ademas de proporcionar una terapia
antiangiogénica.

Ef control de la angiogénesis es un componente critico para el tratamiento de otras enfermedades dependientes de
la angiogénesis ademas del cancer, tales como la degeneracién macular relacionada con el envejecimiento, la
retinopatia de prematuridad, la retinopatia diabética, la endometriosis y la artritis reumatoide (Carmeliet, P. (2005),
Nature, vol. 438(15):932-6).

Los compuestos terapéuticos antiangiogénicos también son particularmente atractivos porque las células
endoteliales vasculares que estan implicadas en la angiogénesis tumoral no mutan con tanta facifidad como las
células cancerosas; por consiguiente, es menos probable que las células endoteliales vasculares, comparadas con
las células cancerosas, adquieran resistencia a una terapia prolongada, lo cual les hace ser dianas terapéuticas
(tiles. Los anticuerpos S1P y sus derivados también serdn Gtiles para tratar otros frastornos hiperproliferativos
asociados con la actividad S1P, tales como los provocados por la proliferacion aberrante de células endoteliales que
aparece con {a angiogénesis asociada con AMD.

iii. Fibrogénesis v cicatrizacion
(a) S1P fibrobiastos y el proceso de remodelacién

Resulta evidente que los fibroblastos cardiacos, en particular los miofibroblastos, son elementos celulares clave en
la formacion de cicatnices en respuesta a fa muerte celular y la inflamacion en un infarto de miocardio (M!), La
expresion de genes de cotageno de miofibroblastos es una caracteristica de la remodelacién y es necesaria para la
formacion de cicatrices. Ademas de sus otras actividades, la S1P también es un mediador inflamatorio que
contribuye en gran medida a fa curacién de heridas mediante la activacion de la migracién y !a proliferacién de
fibroblastos, ademas de la activacion de plaquetas, la estimulacion de la angiogénesis y fa estimulacién de la funcién
del musculo liso. Asi, S1P, quizas producida de forma local por el miocardio lesionado, puede ser responsable, en
parte, de la curacién de heridas desadaptativa asociada con la remodelacion y la insuficiencia cardiaca, en particular
mediante la activacién de miofibroblastos en el corazén.

Existen tres respuestas generales de las células a S1P: la proteccion frente a fa muerte celutar; fa estimulacion de la
proliferacion; y la estimufacion de las respuestas migratorias. Por consiguiente, |a actividad de S1P o su implicacién
en una enfermedad, linea celular, etc. concretas puede evaluarse adaptando fos ensayos de este tipo para este fin.
Existen pruebas de que los fibroblastos responden a S1P en estas tres formas para estimular la curacién de heridas.
Por ejemplo, en varios de los ejemplos de la seccion de ejemplos que aparece a continuacién, se presentan pruebas
que demuestran gue S1P contribuye a la remodelacion mediante [a estimulacién de la actividad de los
miofibroblastos cardiacos {proliferacién, migracién y expresion de genes de colageno).
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Los anticuerpos anti-S1P o los derivados de anticuerpos también evitan el exceso de cicatrizacién asociado con
procedimientos quirdrgicos. El exceso de cicatrizacion después de una lesién o una cirugia, un problema en adultos
pero no en tejido dérmico fetal (Adzick y Lorenz {1994), Ann. Surg., vol. 220:10-18) se atribuye a un exceso de
TGF-} en el tejido dérmice adulto después de una lesién. La S1P se ha implicado como activador potente del
sistema de sefializacion del TGF-p. Por consiguiente, se podria esperar que un anticuerpo anti-S1P limite el exceso
de cicatrizacion después de una lesion ¢ cirugia.

{b} Proteccion frente a la muerte celular por LAP vy S1P

E! LPA es un agente que protege a las células cancerosas frente a la apoptosis. Asi, tal como se analizo en detalle
anteriormente, un anticuerpa contra LPA, por ejemplo, hara que las células cancerosas sean mas susceptibles a la
quimioterapia. De hecho, esto ha sido demaostrado en los ejemplos que aparecen a continuacién en la presente,
empleando los recién desarrollados anticuerpos monoclonales anti-LPA.

Como es el caso para muchos tipos celulares, los fibroblastos se protegen directamente frente a la apoptosis
mediante la adicion de S$1P y la apoptosis es potenciada per inhibidores de SPHK y S1P bloguea la liberacidn de
citocromo C y la activacion de caspasa resultante. Ademas, los fibroblastos transfectados con SPHK1 muestran
proteccién frente a la apoptosis, un efecto que puede depender de 1a translocacién de SPHK1 hacia la membrana
plasmatica. Se sabe que SPHK1 sobrerregula a Akt, regulando con elto a los miembros de la familia de Bcl-2 y
protegiéndolos frente a la apoptosis. Ademas, la 31P; es necesaria para la fosforilacién de Akt en fibroblastos
embrionarios de ratén (MEF). Ademas, la sobrerregulacién de SPHK y los aumentos resultantes en los niveles de
S1P protegen a los cardiofibroblastos frente a la apoptosis.

La ceramida, un metabolito corriente arriba de la S1P, disminuye el potencial de membrana mitocondrial que
coincide con un aumento de la transcripcién de proteinas mitocondriales que inducen la muerte. Debido al
mecanismo reostatico, la S1P puede tener el efecto opuesto y proteger a los miofibroblastos cardiacos {es decir, los
fibroblastos totalmente diferenciados en el corazon) frente a la apoptosis. En efecto, la $1P incluso puede activar la
autofagia como mecanismo de proteccion, Estos efectos pueden ser revertidos por los anticuerpes anti-S1P
neutralizantes (U otras moléculas que se unan y actien para secuestrar a la S1P).

B. Dolor

Se cree que los lipidos bioactives desempefian papeles importantes en la patogénesis del dolor, incluyendao el dolor
neuropatico y el dolor asociado a la quimioterapia.

El papel significativo de la sefializacién de LPA en el desarrallo de! dolor neuropético ha sido establecido utifizando
diversas estrategias farmacolégicas y genéticas, que incluyen el usa de ratones que carecen del receptor LPA1
{véase, por ejemplo, Ueda, et al (2008), Pharmacol. Ther., vol. 109:57-77; Inoue, et al (2004), Nat. Med., vol.
10:712-8). Los animales de tipo salvaje con lesiones nerviosas desarrolian hiperalgesia y alodinia conductual parejas
a una desmielinacion en la raiz dorsal y un aumento en la expresion de la isoforma C de la proteina guinasa dentro
det cuerno dorsal de la médula espinal y de la subunidad de! canal de calcio 21 en los ganglios de la raiz dorsal. Una
inyeccién intratecal de LPA induce cambios conductuales, morfolégicos y bioguimicos similares a los observados
después de la ligadura nerviosa. Por contraste, los ratones que carecen de un Unico receptor de LPA (LPA-1,
también conocido como EDG-2) que activa la via de Rho-Rho quinasa, no desarrollan sefiales de dolor neuropéaticos
después de una lesidn en nervios periféricos. Los inhibidores de Rho y Rho quinasa también evitan que aparezcan
estas sefales de dolor neuropatico. Estos resultados implican que la sefializacion de LPA mediada por receptores es
fundamental para que aparezca el dolor neurapéatico y que un anticuerpo contra LPA probablemente aliviaria el dolor
neuropatico en individuos que padecen este trastorno (Moulin, D.E. (2006), Pain Res. Manag., vol. 11, supl, A; 30A-
BA).

En el contexto de otro tipo de dolor, el dolor asociado con quimioterapia es Iz principal toxicidad limitante de la dosis
de muchos agentes quimioterapéuticos de molécula pequefa. En efecto, se han indicado muchas clases de dolor
inducido por quimioterapia. Por ejemplo, el padiitaxel {taxal), un agente antineaplasico derivado del tejo del Pacifico
Taxus brevifolia, se emplea para tratar una diversidad de canceres, incluyendo cancer de ovario, de mama y de
pulmon no microcitico. Sin embargo, la eficacia del paclitaxel esta limitada par & desarrollo altamente incidental de
graves neuropatias periféricas dolorosas, tales como entumecimiento y dolor quemante. Se podria administrar un
anticuerpo monaoclonal contra un lipido bioactivo que se correlacione con este dolor, por ejempio, LPA (o un derivado
de dicho anticuerpo que contenga una porcién de unién al lipido de este) en combinacién con padlitaxel para reducir
el dolor asociado con el agente quimioterapéutico. Como resultado de mejorar esta toxicidad limitante de la dosis, la
cantidad de paclitaxel que se va a administrar podria ser incluso mayor (y asi incluso mas eficaz) cuando se emplea
en combinacion con dicho anticuepo monoclonal o derivado de anticuerpo. En algunas realizaciones, el agente
quimioterapéutico (u ofro farmaco) puede conjugarse o asaciarse de otra forma con el anticuerpo o e! derivado de
anticuerpo, por ejemplo, mediante la union covalente del agente quimioterapéutico de molécula pequefia con el
anticuerpo, mediante la unién del agente quimioterapéutico de molécula pequefia a un andamiaje multivalente al
cual también esta unido un anticuerpo manaclonal o al menos un dominio de unidn at lipido bioactivo derivade de un
anticuerpo monoclonal especificamente reactivo contra &l lipido bioactivo diana, etc.
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C. Enfermedades y trastornos cardiovasculares

La enfermedad cardiaca isquémica es la principal causa de muerte en EEUU. Cada afio, aproximadamente 1,5
millones de personas sufren ataques al corazon (infarto de miocardio), de los cuales aproximadamente una tercera
parte (es decir, aproximadamente 500.000) son mortales. Ademas, aproximadamente 6,75 millones de
estadounidenses sufren de angina de pecho, la manifestacion mas comun de isquemia cardiaca. En total, existen
mas de 13 millones de pacientes que viven con ia enfermedad cardiaca isquémica sblo en EEUU. La “isquemia” es
un trastomo asociado con un flujo inadecuade de sangre oxigenada a una parte de! cuerpo, generaimente
provocado por la constriccion o el bloqueo de los vasos sanguineos que la suministran. La isquemia aparece cuando
el flujo sanguineo a un tejido se reduce por debajo de un nivel critico. Esta reduccidn en el flujo sanguineo puede ser
el resuitado de: (i) €l bloqueo de un vaso por un émbolo (coaguio sanguineo); (i) el biogqueo de un vasc debido a
aterosclerosis; (iii) la rotura de un vaso sanguineo (un ictus hemorragico); (iv) &l bloqueo de un vaso sanguineo
debido a una vasoconstriccién aguda; (v) un infarto de miocardio (cuando el corazdn se detiene, el flujo de sangre a
los Grganos se reduce y se produce la isquemia); (vi) traumatismos; {vii) cirugia, durante la cual el flujo sanguineo a
un tejido u érgano debe reducirse o detenerse para lograr los objetivos de ta cirugia (por ejemplo, angioplastia,
transplantes de corazén y pulmon/corazdn), (viil) la exposicién a ciertos agentes, por ejemplo, dobutamina o
adenosina (Lagerqvist, et al. (1992), Br. Heart J., vol. 68:282-285); o (ix) agentes antineoplasicos u otros agentes
quimioterapéuticos, tales como doxorrubicina, que son cardiotoxicos.

Aunque el caudal (volumenftiempo) de la sangre sea adecuado, la isquemia aun asi puede producirse debido a una
hipoxia, es decir, una condicidn en el que el contenido en oxigeno de la sangre es insuficiente para satisfacer las
necesidades normales de oxigeno celulares del drea o areas afectadas. La sangre hipbxica, por definicion, es
distinta de la sangre normoxica, es decir, la sangre en la que el contenido en oxigeno es suficiente para satisfacer
las necesidades celulares de oxigeno normales. Las condiciones hiptxicas pueden ser el resultado, aunque no se
limitan a formas de insuficiencia cardiaca que afectan de forma adversa al bombeo cardiaco, tales como
hipertension, arritmias, chogque séptico, traumatismo, cardiomiopatias y enfermedad cardiaca congestiva.

Los trastornos isquémicos del miocardio aparecen cuando €l flujo sanguineo cardiaco esta restringido (isquemia) y/o
cuando el suministro de oxigeno al muisculo cardiaco estd comprometido (hipoxia), de modo que fa demanda de
oxigeno del corazon no es satisfecha por el suministro. La enfermedad de la arteria coronaria (CAD), que surge de la
arteriosclerosis, en particutar fa aterosclerosis, es la causa mas habitual de isquemia y tiene sintomas tales como
angina de pecho estable 0 inestable. La CAD puede conducir a infartos agudos de miocardio (AMI) y muerte
cardlaca subita. El espectro de condiciones isquémicas que producen una insuficiencia cardiaca se denomina
sindrome coronario agudo (ACS). Una lesion por reperfusién es a menudo una consecuencia de la isquemia, en
particular cuando se emplean anticoagulantes, agentes tromboliticos, o medicaciones anti-angina, o cuando la
vasculatura cardiaca se abre quirdrgicamente por angioplastias o por injertos de arteria coronaria.

En la actualidad, los tratamientos del infarto agudo de miocardio y otras enfermedades cardiacas incluyen, pero no
se limitan a dispositivos mecanicos y procedimientos asociados con ellos, por ejemplo, angioplastia coronaria,
agentes tromboliticos, tales como estreptoquinasa, tPA y sus derivados. Los adyuvantes para estas terapias
incluyen beta-bloqueantes, aspirina y heparina, e inhibidores de glicoproteina (GP) lib/lila. Los inhibidores de GP
llb/fla disminuyen la agregacién de plaquetas y la formacion de trombos. Los ejemplos incluyen anticuerpos
monocionales (por ejemplo abciximab), péptidos ciclicos (por ejemplo, eptifibatida) y peptidomiméticos no peptidicos
(por ejemplo, tirofibiano, lamifibanc, xemilofibano, sibrafibano y lefradafibiano).

Los tratamientos preventivos incluyen los tratamientos que reducen los niveles de colesterol de un paciente, por
ejemplo, mediante la gestion de la dieta y la intervencion farmacoldgica. Las estatinas son un tipo de agente que se
emplea para reducir los niveles de colesterol. Se cree que las estatinas actuan inhibiendo Ia actividad de la HMG-
CoA reductasa, que a su vez aumenta la produccién hepética de receptores de colesterol. Los receptores de
colesterol hepéticos se unen al colesterol y Io retiran de la sangre. Estos agentes incluyen lovastatina, simvastatina,
pravastatina y fluvastatina. Estas y otras estatinas frenan el avance de la enfermedad de la arteria coronaria y
pueden inducir la regresién de lesiones ateroscleréticas en pacientes, aungue ia gama de efectos secundarios como
consecuencia del uso de dichos farmacos no se entiende totaimente.

Tal como se apreciara, pueden utilizarse anticuerpos monoclonales y derivados y otros fragmentos y variantes
reactivos contra un lipido bioactivo, para realizar una terapia cardiaca, solos o en combinacion con ofras estrategias
terapéuticas, que incluyen un tratamiento con farmacos y/o cirugia. En este caso, |a “terapia cardiaca’ se refiere 2 la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades, trastornos o traumatismos fisicos miocardicos, que incluyen
isquemia miocardica, AMi, CAD y ACS, asi como traumatismos o dafios en celulas y tejidos cardiacos que pueden
aparecer durante o como consecuencia de una cardiologia de intervencidon u otras terapias o procedimientos
quirdrgicos o médicos que pueden provocar dafios isquémicos o isquémicosipor reperfusion en mamiferos, en
particular seres humanos.

Ademds dei corazon y del cerebro, también puede aplicarse una estrategia ant-S1P a otros trastornos similares al
ictus de base vascular, tales como diversas patologias del oido interno (Scherer, et al. (2006), Cardiovascular
Research, vol. 70:79-87).
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D. Enfermedades y trastornos cerebrovasculares

Los pacientes que sufren isquemia cerebral a menudo padecen discapacidades que varian de un déficit neurolégico
transitorio a daros irreversibles (ictus) o muerte. La isquemia cerebral, es decir, la reduccién o cese del fujo
sanguineo hacia el sistema nervioso central, puede clasificarse como focai o global. La isquemia cerebral focal se
refiere al cese o a la reduccidn del flujo sanguineo dentro de la vasculatura cerebral que resulta de una oclusion
parcial o completa de las arterias cerebrales intracraneales o extracraneales. Esta oclusién generalmente produce
un ictus, un sindrome caracterizado por la aparicion aguda de un déficit neuroldgico que persiste durante al menos
24 hoas, que refleja la implicacion focal del sistema nervioso central y es el resultado de una alteracion de |a
cricutacion cerebral. Otras causas de la isquemia cerebral focal incluyen vasoespasmos debidos a una hemorragia
subaracnoide 0 una intervencidn iatrogénica.

La isquemia cerebral global se refiere a la reduccion del flujo sanguineo dentro de la vasculatura cerebral gue resulta
de una insuficiencia circulatoria sistémica, que rapidamente conduce a una reduccién en &l transporte de oxigeno y
nutrientes a los tejidos. Asi, la isquemia cerebral global resulta de una disminucién grave de la actuacién cardiaca y
con mucha frecuencia es provocada por un AMI, aunque otras causas incluyen insuficiencia de bombeo que resuita
de una miocarditis aguda o una disminucion de {a contractifidad miocardica tras una parada cardiaca o un bypass
cardiopulmonar prolongado; anomalias mecéanicas, tales como estenosis valvular grave, regurgitacién adrtica o
mitral masiva y defeclos septales ventriculares agudamente adquiridos; asi como de arritmia cardiaca, tal como
fibritacion ventricular, o de procedimientos intervencionistas, tales como angioplastia de cardtida, colocacion de
stents, endarterectomia, cateterizacidn cardiaca, estudios electrofisioldgicos y angioplastia.

Las lesiones isquémicas después de un ictus y/o Ml generalmente conducen a la muerte celular por despolarizacion
de células criticas con un aumento resultante en Na' y Ca™" intracelular, seguido de muerte celular, Un canal para
controlar este proceso es la proteina del receptor de potencial transitorio, un canal no dependiente del voltaje;
recientemente, se ha identificado a la S1P como activador de este canal a través de un mecanismo dependiente de
GPCR. Ademas, la proteina de! receptor de potencial transitorio, la esfingosina quinasa 1 y la esfingoquinasa 2
comparten regiones de promotores con Egr-1, un importante interruptor general que se cree gque regula la
patobiologia cardiovascular (Khachigian, L.M. (20086), Circ. Res., vol. 98:186-191) y Sp1, un factor de la transcripcion
que desempefia un papet fundamental en la muerte de las células neurales (Simard, et al. (2008), Nat. Med., vol.
12:433-40). Baséndose en estos descubrimientos, se esperaria que un anticuerpo contra S1P mitigue la muerte
celular provocada por una isquemia tras hipoxia.

Los expertos en la técnica pueden identificar con facilidad a los pacientes que tienen ictus o que estan en riesgo de
padecer un ictus, isquemia cerebral, traumatismo cefdlico, o epilepsia. Por gjemplo, los pacientes que estdn en
riesgo de padecer un ictus incluyen ios que tienen hipertensidn 0 se van a someter a cirugia mayor.
Tradicionalmente, la gestion emergente del ictus isquémico agudo ha consistido principalmente en cuidados de
apoyo generales, por gjemplo, hidratacion, control del estado neurolégico, control de la presion sanguinea y/o
terapia ant-plaquetas o anti-coagulacidn. Se ha administrado heparina a pacientes con ictus con una eficacia
limitada y no constante. En algunas circunstancias, la isquemia se resuelve a lo largo de un periodo de tiempo
debido al hecho de que algunos trombos se absorben hacia la circulacion, o se fragmentan y viajan a puntos distales
a lo largo de un periodo de unos pocos dias. El activador de plasmindgeno tisular (+-PA) ha sido aprobado para tratar
el ictus agudo, aunque este tratamiento sistemico ha sido asociado con un aumento del riesgo de hemorragia
intracerebral y otras complicaciones hemorragicas. Aparte de la administracion de agentes tromboliticos y heparina,
en la actuaiidad no existen opciones terapéuticas en el mercado para los pacientes que padecen una isquemia
cerebral focal de oclusién. Los vasoespasmos pueden responder parciaimente a los agentes vasodilatadores. El
reciente campo en desarrollo de la cirugia neurovascular, que implica colocar dispositivos minimamente invasivos
dentro de las arerias cardtidas para eliminar fisicamente la lesidn ofensiva, puede proporcionar una opcion
terapéutica para estos pacientes en el futuro, aunque este tipo de manipulacién puede conducir al propio
vasoespasmo.

Tal como se apreciara, pueden utilizarse anticuerpos, derivados de anticuerpos y ofros restos inmunoderivados
reactivos contra un lipido bioactivo para realizar una terapia cerebrovascular, por s/ solos o en combinacién con
otras estrategias terapéuticas, que incluyen un tratamiento con farmacos y/o cirugia. En este caso, la "terapia
cerebrovascular® se refiere a la terapia dirigida a la prevencidn y/o el tratamiento de enfermedades y trastornos
asociados con la isquemnia cerebral y/o la hipoxia. De interés particular resulta la isquemia cerebral y/o la hipoxia que
surgen de una isquemia globai que se reanuda después de una enfermedad cardiaca, asi como traumatismos o
terapias 0 procedimientos quirdrgicos o médicos que pueden provocar dafios cerebrovasculares isquémicos o
isquémicos/por reperfusion en mamiferos, en particular seres humanos.

E. Aplicaciones de diagndstico y terandstico para los anticuerpos gue se unen a lipidos bioactivos

Puesto que se ha aclarado el papei de diversos iipidos bioactivos en enfermedades, pueden imaginarse nuevos
usos para los anticuerpos que se unen a lipidos bioactivos en el diagndstico y el terandstico. Segun la presente
descripcién, s& proporcionan métodos para potenciar la deteccion de lipidos bioactivos utilizando lipidos
derivatizados unidos a un soporte séiido. Ademas del uso de estos métodos de deteccién para la produccion ¥ la
caracterizacion de anficuerpos y en investigacion, la deteccién potenciada de lipidos bioactivos también puede
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proporcionar una estrategia de diagnostico valiosa para enfermedades asociadas con lipidos bioactives. Cuando se
combina con otras técnicas, se proporciona una estrategia teranéstica para disefiar un tratamiento Optimo para el
paciente. Un ejemplo no limitante es el uso de anticuerpos anti-S1P para métodos de diagnostico y terandstico
relacionados con el papel de S1P como biomarcader para el céncer. También se contemplan métodos de
diagnéstico y teranostico que emplean anticuerpos dirigidos a LPA u otros lipidos bioactivos y para oftras
indicaciones de enfermedad.

Recientemente, la bibliografia cientifica ha sugerido que la S1P es un potente factor del crecimiento tumorigénico
que probablemente es liberado por las células tumorales y que la S1P puede ser un nuevo biomarcador para la
deteccion del cancer en una etapa temprana, SPHK, la enzima que es responsable para la produccion de S1P, ests
significativamente sobrerregulada en una diversidad de tipos de cancer (French, Schrecengost et al (2003)). La
actividad SPHK esta sobrerregulada en 2-3 veces en cancer maligno de mama, colon, pulmén, ovario, estémago,
Gtero, rifidn y recto, cuando se compara con tejido normal adyacente. Estos investigadores también han demostrade
que la expresién de SPHK varia de un paciente a otro, lo cual sugiere que los tumores de algunos pacientes pueden
ser mas dependientes de S1P que los de otros pacientes con el mismo tipo de tumor. Una blsqueda en las bases
de datos genémicas disponibles en el mercado (ASCENTA, Genelogic Inc., Gaithersburg, MD) confirma que la
expresion relativa de SPHK, en general, es significativamente alta en una amplia variedad de tumores malignos.

Recientes publicaciones también han sugerido que S1P puede ser un nuevo biomarcador para el cancer (Xuy. et al.
{1998), JAMA, 280:719-723; Shen, Z. ef al (2001), Gynecol. Oncol., 83:25-30; Xiao y.J. et al (2001), Anal.
Biochem., 290(2): 302-313; Sutphen (2004), Cancer Epidemiology, 13(7) 1185-1181). Por ejemplo, Sutphen et al
han demostrado que los niveles séricos de S1P son aitos en pacientes con cancer de ovario en una etapa temprana
(Sutphen, 2004). A partir de los datos, se podria predecir que los pacientes con cancer de mama también podrian
mostrar alguna variabilidad en su dependencia de 51P. Tomadas conjuntamente, estas observaciones preliminares
sugieren que podria predecirse el éxito de un compuesto terapéutico ant-S1P, por ejemplo, un compuesto
terapéutico de mAb anti-S1P, para un paciente individual si una biopsia de tejido, sangre, orina u otra muestra de
tejido o fluide del paciente muestra unos niveles altos de S1P.

Se ha descrito el uso potencial de S1P en fluidos biolégicos en las siguientes patentes, todas {as cuales estan
cadidas junto con 1a presente solicitud; US 6.534.323; US 6.534.322; US 6.210.976; US 6.858.383, US 6.881.546;
US 7.169.390; y US 6.500.633.

Aungue los anticuerpos humanizados tiene baja toxicidad y grandes indices terapéuticos, son muy costosos para el
paciente y para los cuidadores sanitarios. Asi, dirigir fa utilidad del compuesto terapéutico de mAb anti-S51P a
aquelios que responderian con mas probabilidad a este tratamiento disminuiria los riesgos y minimizaria el coste, a
la vez que proporcionaria un beneficio dptimo para el paciente.

A continuacion se esbozan unas cuantas aplicaciones propuestas de diagndstico y terandstico de biolipidos para
una mejor gestion de enfermedades.

1. La S1P puede utilizarse como biomarcador para predecir la eficacia terapéutica para pacientes individuales en
especial cuando se combina con la gendmica basada en esfingolipidos. Baséndose en descubrimientos recientes,
los inventores puede predecir que los tumares dependientes de S1P pueden producir su propia S1P ademas de la
abundante fuente sérica de S1P. Los tumores muy agresivos ufilizan la estategia de producir sus propios factores
del crecimiento y los inventores sugieren que S1P es uno de los factores del crecimiento. Por tanto, las mediciones
en suerc, plasma u orina de la S1P total de pacientes individuales seria una prediccion del resultado final del
paciente. Ademas, la produccion de S1P se concentraria en el propio tumor y en el microentorno del tumor (por
ejemplo, el fluido intersticial). El ejemplo 11 que aparece a continuacion describe el uso de un mAb anti-S1P en un
método inmunohistoquimice de una seccion de tumor para evaluar la produccion de S1P por el propio tumor. La
sobrerregulacion de SPHK puede demostrar ser Util, pero puesto que fa quinasa es una enzima, se cree que fa
sefial, sequin se mide mediante la produccion de $1P, seria mucho mayor que si estuviera basada en el ARN o la
expresion proteica de la propia quinasa. Ademas, se presenta la hipdtesis de que |os pacientes cuyos tumores
presentan una sobrerregulacion de los receptores de $1P y la expresion de SPHK presentan mayor probabilidad de
que tengan tumores que dependen de S1P como factor del crecimiento. Se cree que estos pacientes serian los mas
beneficiados por la terapia de mAb anti-S1P putativa de los inventores. Por tanto, unos bioensayos con tejido de
bicpsia analizado mediante PCR cuantitativa para la expresidn relativa de los receptores de S1P y SPHK
proporcionarian una potente plataforma de terandstico, Esta plataforma de terandstico consistiria en un analisis del
marcador S1P sérico en combinacion con la cuantificacién gendmica o protedmica de marcadores proteicos
relacionados con S1P como marcadores sustitutos de enfermedad. Este nuevo andlisis de multiples marcadores
proporcionaria una plataforma muy potente para la prediccion de fa respuesta individual a una terapia basada en
mAb anti-S1P (SPHINGOMAB™),

2. La S1P puede utilizarse como marcador sustituto para titular un régimen terapéutico. La concentracion de S1P
sérica de los pacientes que se estan tratando con el mAb anti-S1P tiene el potencial de ser utilizada como marcador
sustituto para evaluar el desarrollo del tratamiento. Una plataforma basada en ELISA que emplee muestras de
suero, plasma u orina del paciente permitiria la medicion precisa de los niveles de biomarcadores de S1P para
determinar con mas precision el régimen de dosificacion de mAb anti-S1P para cada individuo. Los niveles de los
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marcadores sustitutos podrian utilizarse en combinacién con criterios de valoracién clinicos convencionales para
determinar la eficacia del régimen médico.

3. La S1P puede utilizarse como herramienta de seleccion para la deteccidn temprana del cancer. La deteccidn
temprana del cancer es un problema debido a la fuerte correspondencia entre |a etapa del avance y el éxito de la
terapia. E! cancer de ovario de etapa | es muy dificil de detectar debido al hecho de que la mayoria de las pacientes
son asintomaticas. Para cuando se diagnostica el cancer de ovario, la maycria de las pacientes estan en las etapas
tardias de la enfermeadd. La deteccién a una etapa mas temprana presenta beneficios obvios para el resuttado final
del paciente. Tal como se describié anteriormente, el suero de las pacientes con cancer de ovario contiene un
aumento en 2 veces en S1P y este aumento puede detectarse con facilidad con la presente plataforma de ELISA.
Puesto que muchos tipos de tumores sdlidos, incluyendo ef cancer de ovario, muestran una alta expresion de SPHK,
se supohe gue muchos de las pacientes con estos canceres mostrardn un alto corntenido ent S1P en la sangre y/u
arina que permitirian al médico intervenir en una fase mas temprarnia del avance de la enfermedad.

Los lipidos bicactivas derivatizados descritos en la presente también pueden utilizarse para detectar el riivel de
anticuerpos en una muestra de fluido o tejido de un paciente. Aungue no se pretenda limitacién alguna por lo
expuesto a continuacion, estos inmunoensayos detectan la presencia de anticuerpos antiesfingolipidos en la sangre
y pueden utilizarse para ensayar indirectamente el aumento en esfingolipidos en pacientes con trastornos
isquémicos cronicos, cancer o trastornos autoinmunolégicos, tales como la esclerosis multiple. Este ensayo se basa
en la suposicién de que los pacientes producen anticuerpos antiesfingolipidos como consecuencia de unos riveles
en sarigre eievados de esfingolipidos por analogia con los anticuerpos antilactosilesfingosina observados en
pacientes con cancer colorrectal (Jozwiak W. y J. Koscielak, Eur. J. Carncer Clin. Oncol., 18:617-621, 1982) y los
anticuerpos antigalactocerebrésido detectados en el suero de pacientes con lepra (Vemuri N. ef al, Leprosy Rev.,
67:95-103, 1996).

F. Investigacién

Las dianas de lipidos de sefializacion bioactivos descritas en la presente pueden adaptarse con facilidad para su uso
en ensayos de seleccién de alta capacidad de procesamiento para seleccionar compuestos candidatos para
identificar a los que tienen una actividad deseada, por ejemplo, inhibir una enzima que cataliza la reaccion que
produce un lipido de sefializacién bioactivo no deseado, o bloquear {a unién de un lipide de sefializacién bioactivo a
un receptor para este. Los compuestos asi identificados pueden actuar como “compuestos guia™ convencionales o
en sl mismos pueden utilizarse coma agentes terapéuticos. Los métodos de seleccidn de fa invenicion comprenden
la utilizacién de ensayos de seleccidn para identificar, a partir de un banco de moléculas diversas, uno 0 mas
compuestos que tengan la actividad deseada. Un “ensayo de seleccién” es un ensayo selectivo disefiado para
identificar, aislar y/o determinar la estructura de compuestos dentro de una coleccidn que tienen una actividad
preseleccionada. La coleccion puede ser un bance combinaterio tradicional que se prepara segin métodos
conocidos en la técnica, 0 puede ser adquirida en el mercado y tener una amplia gama de estructuras organicas o
estructuras preseleccionadas para una actividad de sefalizacién bicactiva potencial. “Identificar” significa que se
aisla un compuesto que tiene una actividad deseada, se determina su estructura quimica (que incluye, sin limitacion,
determinar las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de los &cidos nucleicos y los polipéptidos,
respectivamente) y ademas, o como alternativa, se purifican los compuestos que tienen la actividad seleccionada.
Se disefian ensayos bioquimicos y bioldgicos para ensayar la actividad en una amplia gama de sistemas que varian
de interacciones de proteina-proteina, catilisis enzimatica, unién de proteinas-moléculas pequefias, hasta funciones
celulares. Estos ensayos incluyen ensayos automaticos, semiautomaticos y ensayos de seleccién de alta capacidad
de procesamiento.

Ejemplos

La invencidn se describira a continuacién haciendo referencia a los siguientes ejemplos detallados. No debe
considerarse de ninguna manera que estos gjemplos limiten el alcance de la invenicion.

Ejemplo 1: Esquema sintético para preparar un anélogo ticlado de S1P representativo

La estrategia sintética descrita en este ejJemplo da como resultado la preparacién de un antigenc mediante la adicion
en setie de elementos estructurales utifizando principalmente la quimica organica convencicnal. Un esquema para la
estrategia descrita en este ejemplo se properciona en la figura 1 y los numeros de los compuestos en la siguiente
descripcién sintética se refieren a las estructuras numeradas en la figura 1.

Esta estrategia sintética comienza con el 15-hidroxipentadecino disponible en el mercado, 1 y la activacion por
cloruro de metilsulfonilo del grupo 15-hidroxi para lograr la sustitucién del hidroxilo para producir et sulfonato, 2. La
sustitucion del sulfonato con t-butiltiol praduce €! tioéter protegido, 3, que se condensa con aldehido de Garner para
producir 4, Una reduccidn suave del resto alquino para producir un alguena (5), seguido de una apertura catalizada
con acido del anillo de oxazolideno produce esfingosina sustituida con tiol S-protegida y N-protegida, 6. Durante esta
Ultima etapa, se emplea una rederivatizacién con dicarbonato de di-t-butilo para mitigar la pérdida de! grupo N-BOC
durante la apertura del anillo catalizada por acido.

Tal como se apreciard, el propio compuesto 8 puede utilizarse como antigeno para preparar los haptenos para
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generar anticuerpos contra la esfingosina o, como alternativa, como material de partida para dos estrategias
sintéticas diferentes para preparar un analogo de S1P tiolado. En una estrategia, la fosforitacién del compuesto 6
con trimetilfosfato produce & compuesto 7. El tratamiento dei compuesto 7 con bromuro de trimetilsililo elimina
ambos grupos metilo del fosfato y el grupo t-butitoxicarbonilo de la amina primaria, dejando €l compuesto 8 con &l
grupo t-butilo sobre el azufre como nico grupo protector. Para retirar este grupo, €l grupo t-butilo es desplazado por
NBS para formar el disulfuro 9, que entonces se reduce para formar & analego de S1P tiolado, 10.

Otra estrategia implica tratar &l compuesto 6 directamente con NBSC1 para formar el disulfuro, 11, que entonces se
reduce para formar gl analogo de S1P tiolado N-protegido, 12. Ei tratamiento de este compuesto con un acido suave
produce el andlogo de esfingosina tiolado, 13, que puede fosforilarse de modo enzimatico, por ejempio con
esfingosina quinasa, para producir €l anélogo de S1P tiolado, 10.

Son posibles modificaciones de la esfrategia sintética presentada, en particular con respecto a la seleccion de
reactivos protectores y desprotectores, por ejemplo, el uso de triflato de disulfuro de trimetilo descrite en el gjemplo 3
para desproteger el tiol.

Compuesto 2: Se afadid DCM {400 mL) a un matraz RB de 500 mL cargado con 1 (10,3 g, 45,83 mmol) y la
disolucion resultante se enfrid hasta 0 °C. Después se afiadid TEA (8,34 g, 82,60 mmol, 9,5 mL) en una porcidn,
seguido de MsCl (7,88 g, 68,84 mmol, 5,3 mL) afadido gota a gota a lo largo de 10 min. La reaccion se dejd en
agitacion a temperatura ambiente durante 0.5 h o hasta la desaparicion del material de partida (Ry = 0,85,
hexanos EtOAc 5:1). La reaccion se extinguid con NH4Cl {300 mL) y se extrajo {2 x 200 mL) con DCM. Las capas
organicas se secaron sobre MgS0,, se filtraron y &l filtrado se evaporé para producir un sdlido (13,86 g, rendimiento
del 99,8%).

RMN de *H (CDCla) & 4,20 {t, J = 8,5 Hz, 2H), 2,98 (s, 3H), 2,59 (td, J= 7 Hz, 3 Hz, 2H), 1,917 (t, J = 3 Hz, 1H), 1,72
(quintete, J = 7,5 Hz, 2H), 1,505 (quintete, J = 7,5 Hz, 2H), 1,37 (s a, 4H), 1,27 (s a, 14H); RMN de *C{*H} (CDCl,) &
85,45, 70,90, 68,72, 46,69, 38,04, 30,22, 30,15, 30,14, 30,07, 29,81, 20,76, 29,69, 29,42, 29,17, 26,09, 19,06, 9,31.
El ion principal observado en un anéiisis de HRMS {ES-TOF) de! compuasto 2 fue m/z = 325,1804 (calculado para
C1eH300:S: M+Na* 325,1808).

Compuesto 3. Un matraz RB de 1 | con tres bocas se cargd con Hbutiltiol (4,54 g, 50,40 mmol) y THF (200 mL) y
después se coloco en un bafo de hielo. Se afadié n-Buli (31,5 mL de 1,6 M en hexanos) a lo largo de 30 min.
Después se afadié e compuesto 2 (13,86 g, 45,82 mmol), disuglto en THF {100 mL), a lo largo de 2 min. La
reaccién se dejd en agitacidn durante 1 hora o hasta la desaparicidén del material de partida (Ry = 0,7,
hexanos:EtOAc 1:1). La reaccion se extinguié con NHiCl saturado (500 mL) y se extrajo con EtO2 (2 x 250 mL), se
seco MgSO0y, se filtrd y se evapord para producir un aceite amarilio (11,67 g, rendimiento del 86%).

RMN de *H (CDCls) 6 2,52 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,18 (td, J = 7 Hz, 2,5 Hz, 2H), 1,83 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 1,55 (quintete,
J=75Hz 2H), 1,51 (quintete, J = 7 Hz, 2H), 1,38 (s a, 4H), 1,33 (s, 9H), 1,26 (s, 14H), RMN de "°C(*H) (CDCl3) &
85,42, 68,71, 68,67, 54,07, 42,37, 31,68, 30,58, 30,28, 30,26, 30,19, 30,17, 29,98, 29,78, 29,44, 29,19, 29,02, 19,08.

Compuesto 4. Un matraz de Schlenk de 250 mL cargado con el compuesto 3 {5,0 g, 16,85 mmol) se sometié a vacio
y se rellend con nitrégeno tres veces antes de afiadir THF seco (150 mL). La disolucidn resultante se enfrid hasta -
78 °C. Después se afiadié n-Buli (10,5 mL de 1,6 M en hexanos) a lo largo de 2 min y fa mezcla de reaccion se agitd
durante 18 min a -78 °C antes de retirar el bafio de hielo durante 20 min. Se volvié a aplicar el bafio de higlo.
Después de 15 min se afiadid aldehido de Garner (3,26 g, 14,65 mmol) en THF seco (10 mL) a fo largo de 5 min.
Después de 20 min se retird el bafio de hielo. Una cromatografia en capa fina (TLC) después de 2,7 h mostro que el
aldehido de Garner habla desaparecido. La reaccidn se extinguié con NH4Cl acuoso saturado (300 mL) y se extrajo
con Et:O {2 x 250 mL). Las fases de Et-O reunidas se secaron sobre Na,SQOs, se filtraron y el filtrado se evapord
para producir el compuesto bruto 4 y su diasteredmero syn (no se muestra en la figura 1) como un aceite amarilio
(9,06 g). Este material después se utilizd en la siguiente etapa sin mas purificacién.

Compuesto 5. Para reducir el triple enlace en el compuesto 4, &l aceite se disolvié en Et;0 seco {100 mL) bajo una
atmésfera de nitrogeno. Se afadié lentamente RED-A1 {20 mL, al 65% en tolueno) a la disclucidon resultante a
temperatura ambiante para controlar la produccidén de hidrégeno gaseoso {H:). La reaccion se dejd en agitacion a
temperatura ambiente durante la noche o hasta que una TLC mostrd la desaparicidn dei material de partida (R; = 0,6
en EtOAchexanos 1:1) y se extinguid lentamente con MeQH frio o NH,Cl acuoso para controlar la produccién de Ha.
La suspensién blanca resultante se filtrd a través de un lecho corto de Celite v el filtrado se extrajo con EHOAG (2 x
400 mlL). Los extractos de EtOAc reunidos se secaron sobre MgSO., se filtraron y el filtrado se evaporé para
producir €l compuesto bruto 5 y su diastereémero syn (no se muestra en la figura 1) coma un aceite amarilio
(7,59 q).

Compuesto 6. El aceite que contenia el compuesto 5 se disolvié en MeOH {200 mL). Se afiadié hidrato de PTSA
(0,63 g) vy la disolucion se agité a temperatura ambienta durante 1 dia y después a 50 *C durante 2 dias, tras lo cual
una TLC sugiere que todo el material de partida (5) habla desaparecido. Sin embargo, estaba presente aigo del
material polar, lo cual sugiere que el acido habia escindido parcialmente el grupo BOC. La reaccidon se trato
afiadiendo NH.C| acuoso saturado (400 ml) y se extrajo con éter (3 x 300 mL). Las fases etéreas reunidas se
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secaron sobre Na;S0,4, se filtraron y el filtrado se evapord hasta |la sequedad, dejando 5,14 g de un aceite. Para
volver a proteger {a amina que se hubiese formado, el producto bruto se disolvié en CH,Cl, (150 mL), al cual se le
afadié BOC,0 (2,44 g) y TEA {1,7 g). Cuando una TLC (hexanos:EtOAc 1:1) mostré que ya no existia mas material
en la linea de base se afiadié NH.Cl acuoso saturado {200 mL) y, después de separar la fase organica, la mezcla se
extrajo con CH:Clz (3 x 200 mL). Los extractos reunidos se secaron sgbre Na,SQ,, se filtraron y el filtrado se
concentré hasta la sequedad para producir un aceite amarillo (7,7 g) que se cromatografié sobre una columna de
silice utilizando un gradiente de hexanos/EtOAc (hasta 1:1) para separar los diasterémeros. Mediante una TLC
utilizando PE/EtOAC 1:1, el Ry para el antiisémero, compuesto 6, se determina que es 0,45. Para ¢l isémero syn (no
se muestra en la figura 1), el Ry fue de 0,40. El rendimiento del compuesto 6 fue de 2,45 g {39% global basado en el
aldehido de Garner).

RMN de "H del antiisémero (CDCl) & 1,26 (s a, 20H), 1,32 (s, 9H), 1,45 (s, OH), 1,56 (quintete, 2H, J = 8 Hz), 2,06
(q,2H, J =7 Hz), 252 {t, 2H, J = 7 Hz), 2,55 (s a, 2H), 3.60 (s a, 1H), 3,72 (ddd, 1H, J = 11,5 Hz, 7,0 Hz, 3,5 Hz),
3,94 (dt, 1H, J= 11,5 Hz, 3,5 Hz), 4,32 (d, 1H, J = 4,5 Hz), 5,28 (s a, 1H), 5,54 (dd, 1H. J = 155 Hz, 6,5 Hz), 5,78 (dt.
1H, J = 15,5 Hz, 6.5 Hz); RMN de °C('H) {CDCl5) & 156,95, 134,80, 129,66, 80,47, 75,46, 63,33, 56,17, 42,44,
32,98, 31,70, 30,58, 30,32, 30,31, 30,28, 30,20, 30,16, 30,00, 29,89, 29,80, 29,08, 29,03.

Anal. calculado para CarHsaNQO4S: C, 66,48 H, 10,95; N, 2,87; Encontrado; C, 65,98 H, 10,46: N, 2. 48.

Compuesto 7. A una disolucion del compuesto de alcohol & (609,5 mg, 1,25 mmol) disuelto en piridina seca (2 mL)
se le afiadio CBry (647,2 mg. 1,25 mmol, 1,86 equiv.). El matraz se enfrid en un bafio de hielo y se anadio gota a
gota P(OMe)a (284,7 mg, 2,29 mmol, 1,84 equiv.) a lo largo de 2 min. Después de 4 min, el bario de hielo se retir6 y
después de 12 h la mezcla se diluyd con éter (20 mL). La mezcla resultante se lavé con HC! acuoso (10 mL, 2 N)
para formar una emulsion que se separé tras una dilucién can agua (20 mL). La fase acuosa se extrajo con éter {2 x
10 mL), después con EtOAC (2 x 10 mL). Los extractos etéreos y el primer extracto con EtQAC se reunieron y se
lavaron con HCI acuoso (10 mL, 2 N), agua (10 mL) y NaHCQ3 acuoso saturado {10 mL). El dltimo extracto con
EtOAC se utilizé para retroextraer los lavados acuosos. Las fases organicas reunidas se secaron sobre MgSQ., se
filtraron y el filtrado se concentrd para producir un producto bruto (1,16 g), que se purificd mediante una
cromatografia de resolucion rapida sobre silice (columna de 3 x 22 cm) utilizando CH;Cl; y después CHoCl-EtOAC
(1:20, 1.8, 1.3 y 1:1, &l producto comienza a eluir, 6:4, 7:3). Las fracciones tempranas contenian 56,9 mg de aceite.
Las fracciohes mas tardias proporcionan el producto {compuesto 7, 476,6 mg, 64%) como un aceite transparentg
incoloro.

Anal. calculado para CaoHseNO7PS (595,82): C, 58,46; H, 9,81; N, 2,35; Encontrado; C, 58,09; H, 2.69: N, 2,41,

Compuesto 8. Un matraz que contenla el compuesto 7 (333,0 mg, 0,559 mmol) y una barra de agitacién se sometid
al vacio y se rellend con nitrégeno. Se inyectd acetonitrito (4 mL, destilado de CaH,) mediante una jeringa y &
matraz, que ahora contiene una disolucién, se enfrié en un bafio de hielo. Utlizando una jeringa se anadid
{CH:)3SiBr (438,7 mg, 2,87 mmol, 5,13 equiv.) a lo largo de 1 min. Después de 35 min, la parte superior del matraz
se enjuagd con una porcién mas de acetonitrilo {1 mL) y se retird el bafio de hielo. Después de 80 min mas, se retiré
una par"te alicuota, la disolucién se secd soplando nitrégeno gaseoso sobre ella y €l residuo se analizé mediante
RMN de 'H en CDCls;, que mostré solo trazas de picos atribuibles a restos P-OCHs. Después de 20 min se afiadid
agua (0,2 mL) a la mezcla de reaccién, seguido de la disolucion de CDCls empleada para analizar la parte alicuota y
la mezcla se concentré hasta un volumen de aproximadamente 0,5 mL en un evaporador rotatorio. Utilizando
acetona {3 mL) en porciones, el residuo se trasladé a un tubo de ensayo tarado, formando una disolucién de color
marrén pélido. Se afadié agua (3 mL) en porciones. Después de la adicion de 0,3 mL se observd una turbidez.
Después de un total de 1 mL se habia formado un precipitado gomoso. A medida que se afiadian 0,6 mL mas de
agua aparecié mas twbidez y se separé mas goma, pero la porcién final de agua no parecid cambiar el aspecto de
la mezcla. En total, este proceso se realizd a lo largo de varias horas. El tubo se centrifugd y el sobrenadante se
retiré con una pipeta. El sdlido, que ya no era gomoso, se sect sobre P4Oqo al vacio, dejando el compuesto 8 (258,2
mg, 95%) como un monohidrato.

Anal. calculado para CzHsNOsPS+H,0 (485,66): C, 54,40; H, 9.96; N, 2,88; Encontrado: C, 54,59; H, 9,84; N, 2,95

Compuesto 9. El compuesto 8 (202,6 mg, 0,417 mmol) se afiadié en una caja enguantada a un tubo de ensayo que
cantenia una barra de agitacion, THF seco (3 mL) y HOAc glacial {3 mL). Se anadic NBSCI (20 mg, 0,475 mma),
1,14 equiv.) y después de 0,5 h se obtuvo una disolucidn transparente. Después de un total de @ h se evaporo una
parte alicupta hasta la sequedad y el residuo se anaiizd mediante RMN de 'H en CDCls. Los picos que
correspondian a CHxS5tBu y CHSSAr sugieren que la reaccién se habia completado hasta aproximadamente 75% vy
la comparacién del espectro cor & espectro de NBSC! puro en CDC!: sugiere que ya no habia reactivos presentes
€n la reaccién. Por tanto, se afadié otra porcidn (24,7 gm, 0,130 mmol, 0,31 equiv.), seguida 3 horas después por
otra porcién (19,5 mg, 0,103 mmol, 0,25 equiv.). Después de otra hora, la mezcla se trasladé a un nuevo tubo de
ensayo utilizando THF (2 mL} para enjuagar y se afiadid agua (1 mL).

Compuesto 10. Se afiadi6 PMe; (82,4 mg, 1,08 mmol, 1,52 veces la cantidad total de cloruro de 2-
nitrobencensulfonilo afiadida) a la disolucidn transparerite del compuesto 9 descrita anteriormente. La mezcla se
volvio caliente y turbia, formandose un precipitado a lo largo del iempo. Después de 4,5 h se afiadio metanol y &
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tubo se centrifugo. El precipitado se sedimentd con dificultad, ocupando 1 cm del fondo del tubo. El scbrenadante de
color amarillo claro se retird utilizando una pipeta. Se arfiadié metanol (5 mL, desoxigenado con nitrégeno}, el tubo se
centrifugd y el sobrenadante se retird con una pipeta. Este ciclo se repitid tres veces. Cuando se concentrd, el
lavado con metanol! final sélo dejo 4,4 mg de un residuo. La masa del residuo solido se secéd sobre P04 al vacio,
dejando el compuesto 10 (118,2 mg, 68%) como un monoclorhidrato.

Anal. calculado para C1gHasNOsS+HCI (417,03): C, 51,84; H, 9.43; N, 3,38; Encontrado: C, 52,11; H, 9,12; N, 3,30.

Compuesto 11. El compuesto 6 (1,45 g, 2,97 mmol) se disolvié en AcOH (20 mL) y se afiadid NBSCI (0,56 g, 2,97
mmol) de una vez. La reaccion se dejd en agitacion durante 3 h o hasta que desaparecié el material de partida y se
observd la aparicién del productd mediante TLC (R del producto = 0,65, Rr del material de partida = 0,45,
EtOAc/hexanos 1:1). La reaccidn se concentro hasta la sequedad en una linea de alto vacio y el residuo se disolvid
en THF/Hz0 (100 mL de 10:1).

Compuesto 12. Se afiadid PhsP (0,233 g, 8,91 mmol) en una porcidn a la anterior disolucién que contenia el
compuesto 11 y la reaccién se dejd en agitacion durante 3 horas o hasta que el material de partida hubo
desaparecido. La mezcla de reaccion bruta se concentrd hasta la sequedad en una linea de alto vacio, dejando un
residuo que contenia el compuesto 12.

Compuesto 13. El anterior residuo que contenia el compuesto 12 se disolvié en DCM (50 mL) y TFA (10 mL). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 horas y se concentré hasta la sequedad. E| residuo se cargd
sobre una columna con gel de silice y se cromatografio con DCM puro, seguido de DCM que contenia MeOH al 5%,
después MeOH al 10%, para producir el producto final, el compuesto 13, como un sélido blanco pegajoso (0,45 g,
48% de rendimiento de 5).

RMN de "H (CDCls) & 1,27 (s), 1,33 (m a), 1.61 (p, 2H, J=7,5Hz), 2,03(d a, 2H, J = 7 Hz), 2,53 (q, 2H, J = 7,5 Hz),
334 (sa, 1H), 3,87 (d a, 2H, J=12Hz), 4,48 gs a, 2H), 4.58 (s a, 2H), 5,42 (dd, 1H, J= 15 Hz, 5,5 Hz}), 5,82 (dt, 1H,
J =15 Hz, 5,5 Hz), 7.91 (s a, 4H); RMN de C('H) (CDCl3) & 136,85, 126,26, 57,08, 34,76, 32,95, 30,40, 30,35,
30,34, 30,25, 30,19, 30,05, 29,80, 29,62, 29,09, 25,34,

Ejemplo 2: Esquemas sintéticos para preparar acidos grasos tiolados

La estrategia sintética descrita en este ejemplo detalla la preparacién de un acido graso tiolado para ser incorporado
en una estructura lipidica mas compleja que después puede complejarse con una proteina u otro portador y
administrarse a un animal para provocar una respuesta inmunologica. La estrategia utiliza la quimica organica
convencional. Un esquema gue muestra la estrategia de este ejemplo se proporciona en la figura 2 y los niimeros de
los compuestos en la siguiente descripcion sintética se refieren a las estructuras numeradas en la figura 2,

Se describen dos sintesis. La primera sintesis, para un acido graso tiolado C-12, comienza con el acido 12-
docecanoico disponible en el mercado, 14. Después el bromo es desplazado por t-butilticl para producir el acido
graso tiolado C-12 protegido, compuesto 15. La segunda sintesis, para un acido graso tiolado C-18, comienza con el
8-bromononanol dispenible en el mercado (compuesto 16). El grupo hidroxilo en el compuesto 16 se protege
mediante la adicion de un grupo dihidropirano y el compuesto resultante, 17, se dimeriza mediante la activacion de la
mitad del material bromado mediante una reaccién de Grignard, seguido de la adicion de la otra mitad. El 18-
hidroxioctadecancl (compuesto 18) producido después de la retirada catalizada por acido del grupo protector de
dihidropirano se monobroma selectivamente para formar el compuesto 19. Durante esta reaccién, aproximadamente
la mitad de los grupos alcohol se activa para la sustitucién nuclesfila mediante la formacion de un éster de &cido
metansulfonico. El alcohol entonces se oxida para formar el acido 18-bromocarboxilico, compuesto 20, que después
se trata con t-butiltio! para desplazar el bromo y formar el acido graso C-18 tiolado protegido, compuesto 21.

Los acidos grasos tiolados protegidos, cada uno un t-butil tioéter, pueden incorporarse a un lipido complejo y el
grupo protector puede retirarse utilizando, por ejemplo, una de las estrategias de desproteccion descritas en los
ejemplos 1y 3. El tiol libre resultante puede utilizarse para complejarse con una proteina u otro portador antes de
inocular al animal con el hapteno,

A. Sintesis de un acido graso tiolado C-12

Compuesto 15. Se afiadié t-butiltiol (12,93 g, 143 mmol) a un matraz de Schlenk seco y se utilizaron métodos de
Schienk para colocar al sistema en una atmésfera de nitrogenoc, Se afiadid THF seco desgasificado (250 mL) y el
matraz se enfrid en un bafic de hielo. Se afadio lentamente n-Buli (55 mL de 2,5 M en hexanos, 137,5 mmot) a lo
largo de 10 min mediante una jeringa. La mezcla se dejd en agitacion a ¢ °C durante una hora. El bromoacido,
compuesto 14 (10 g, 36 mmol) se afiadié como un sdlido y la reaccion se calentd y se agitd a 60 °C durante 24
horas. La reaccién se extinguid con HCE 2 M (250 mL) y se extrajo con éter (2 x 300 mL). Las capas etéreas reunidas
se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y el filtrado se concentré mediante una evaporacion rotatoria para
producir el acido de tioéter, compuesto 15 (10 g, rendimiento del 88%) como un polvo de color beige.

RMN de "H (CDCls, 500 MHz) 3 1,25-1,35 (s a,12H), 1,32 (s, H), 1,35-1,40 (m, 2H), 1,50-1,60 {(m, 2H), 1,60-1,65
{m, 2H), 2,35 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 2,52 (t, 2H, J = 7,5 Hz); Se observa el ion principal en HRMS (ES-TOF) a m/z
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311,2020, calculado para M+Na' 311,2015.

B. Sintesis de un acido graso tiolado C-12

Compuesto 17. Un matraz de Schlenk seco se carg6 con el compuesto 16 (50 g, 224,2 mmol) y se disolvié en THF
seco desgasificado (250 mL) destilado de sodio/benzofenona. El matraz se enfrig en un bafo de hielo y después se
afadié PTSA (0,5 g, 2,6 mmol). Después se afadio DHP seco desgasificado (36 g, 42,8 mmol) lentamente a lo largo
de 5 min. Se dejo que la mezcla se calentase hasta la temperatura ambiente y se dejo en agitacion durante la noche
y se controld mediante TLC (PE:EtOAc 10:1) hasta que se consideré que la reaccion se habia completado por la
desaparicién completa de la mancha para el bromoalcohol. Entonces se anadié TEA (1 g, 10 mmol) para extinguir !
PTSA. La mezcla despuérs se lavé con una disolucion de bicarbonato de sodio fria y se extrajo con EtOAC (3 x 250
mL). Las capas organicas después se secaron con sulfato de magnesio y se concentraron para producir 88,2 g del
praducto bruto que se purificd mediante una cromatografia en columna (PE:EtQAc 10:1) para producir 80 g (99% de
rendimiento) de un aceite incoloro.

RMN de "H (CDCls, 500 MHz) & 1,31 (s a, 6H), 1,
{m, 1H), 1,855 (quintete, J=7,6 Hz, 2H), 3,41 {t, J
3,90 (m, 2H), 4,57 {t, 2H, J=3 Hz).

41-1,44 {(m, 2H), 1,51-1,62 (multipletes poco claros, 8H), 1,68-1,74
= 7 Hz, 2H), 3,48-3,52 (m, 2H), 3,73 (dt, 2H, J = 8,5 Hz), 3,85-

Compuesto 18. Se afadieron virutas de magnesio {2,98 g, 125 mmol) a un matraz de Schlenk secado a la llama
junto con un cristal de yodo. Entonces se afiadié THF seco (200 mL) destilado de sodio y el sistema se desgasifico
utilizando técnicas de Schlenk. Entonces se afadié lentamente &l compuesto 17 (30 g, 97 mmo!) al magnesio a lo
largo de 10 min y la disolucion se coloco en un bafio de aceite a 65 °C y se dejé en agitacion durante la noche. Se
considerd que la reaccion se habia completado por TLC mediante la extincion de una parte alicuota con acetona y
observando el cambio en el Ry en una mezcla PE:EtQAc 10:1. Después la disclucion de Grignard se traslado
mediante una canula a un matraz de tres bocas bajo una atmésfera de nitrégeno que contenia mas compuesto 17
{30 g, 97 mmol). El matraz que contenia la mezcla resultante después se enfrid hasta 0 °C en un bafio de hielo y
entonces se afiadié una disolucion de Li>CuCly (3 mL de 1 M) mediante una jeringa. La mezcla de reaccién se volvio
de un color azul muy oscuro después de unos pocos minutos. La mezcla se dejd en agitacion durante la noche. Ala
mafiana siguiente se considerd que la reaccién se habia completado mediante TLC (PE:EtOAc 10:1), se extingui6
con una disolucion de NH4C) saturada y después se extrajo en éter (3 x 250 mL). Las capas etéreas se secaron con
sulfato de magnesio y se concentraron para producir el producto bruto {40 g), que se disolvié en MeOH. Entonces se
afiadid HCE concentrado (0,5 mL), lo cual produjo la formacion de una emulsién blanca, que se dejo en agitacion
durante 3 h. La emulsién blanca entonces se filtré para producir 16 g (58% de rendimiento) del dio! puro, compuesto
18. RMN de "H (CDCls, 200 MHz) 5 1,26 (s a, 24H), 1,41-1,42 (m, 4H), 1,51-1,68 (m, 4H), 3,65 (t, 4H, /=65 Hz).

Compuesto 19. El diol simétrico, compuesto 18 (11 g, 38,5 mmal), se ariadié a un matraz de Schlenk seco bajo una
atmoésfera de nitrégeno y después se afiadio THF seco (700 mL) destitado de sodio. El sistema se desgasifico y e
matraz se colocd en un bafio de hielo. Se afadio diisopropitetilamina (6,82 mL, 42,3 mmof) mediante una jeringa,
seguido de MsCl (3.96 g, 34,4 mmol) anadido lentamente y la mezcla se dejé en agitacion durante 1 hora. La
reaccion se extinguié con una disolucién de NaHPQ4 saturada (300 mL) v después se extrajo con EtOAc (3 x 300
mL). Las capas organicas después se reunieron, se secaron con MgS0, y se concentraron para producir 14 g de
una mezcla del diol, monomesilato y dimesilato. Una RMN muestra una mezcla 1.0,8 de protones CH,OH:CH,OMs.
La mezcla después se disolvio en THF seco (500 mL), se desoxigend y se le afadié LiBr (3,5 g, 40,23 mmol). La
mezcla se dejo a reflujo durante la noche, tras fo cual fa reaccion se extinguié con agua (150 mL) y se extrajo con
EtOAc (3 x 250 mL). La capa organica después se secd con MgSQ, y se concentrd para producir una mezcla de
productos bromados que después se purificd mediante una cromatografia de resolucién répida (DCM) para producir
el compuesto 19 (3,1 g, 25% de rendimiento) como un polvo blanco.

RMN de "H (CDCls, 500 MHz) & 1,28 (s a, 26H), 1,38-1,46 (m, 2H), 1,55 (quintete, 2H, J = 7,5 Hz). 1,85 (quintete,
2H, J=75Hz), 3,403 (t 2H, /=68 Hz), 3,66 (t, 2H, /=68 Hz).

Compuesto 20. Un matraz de fondo redondo se cargd con el compueste 19 (2,01 g, 573 mmol) y el solido se
disolvia en acetona de calidad de reactivo {150 mL). De modo simultdneo se preparé reactivo de Jones disolviendo
CrO; (2,25 g, 22 mmal) en HS04 (4 mL) y después afiadiendo lentamente 10 mL de agua fria y dejando la
disolucién en agitacién durante 10 min. Entonces se afiadio el reactivo de Jones frio al matraz de fondo redondo
lentamente a lo largo de 5 min, tras lo cual Ja disolucisn se agité durante 1 h. La disolucién naranja resultante se
volvié verde tras varios minutos. La mezcla después se extinguio con agua {150 mL) y se extrajo dos veces en éter
(3 x 150 mL). Las capas etéreas después se secaron con sulfato de magnesio y se concentraron para producir el
compuesto 20 (2,08 g, 98% de rendimiento) como un polvo blanco.

RMN de "H (CDCls, 200 MHz) & 1,27 (s a, 26H), 1,58-1,71 (m, 2H), 1,77-1,97 (m, 2H), 2,36 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 3,42
(t, 2H, J= 7 Hz).

Compuesto 21. Se afadi6 t-butiltiol (11,32 g, 125 mmol) a un matraz de Schlenk seco y se disolvid en THF seco

(450 mL) destilado de sodio. La disolucién se desoxigend burbujeando nitrégeno a través de ella antes de colocar el
matraz en un bafio de hielo. Entonces se afiadié una disolucién de n-BuLi en hexanos (70 mL de 1,6 M) lentamente
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mediante una jeringa a lo largo de 10 min. Esta mezcla se dejé en agitacién durante 1 hora, después se afiadi6 el
compuesto 20 (5,5 g, 16,2 mmol) y la disolucién se mantuvo a reflujo a 60 °C durante {a noche. A la mafiana
siguiente una parte alicuota se tratd, se analizé mediante RMN y se considerd que la reaccidn se habia completado.
La reaccion se extinguio con HCI (200 mL de 2 M) y se extrajo con éter (3 x 250 mL). Las capas etéreas después se
secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y el filtrado se concentré para producir el producto, compuesto 21,
come un sélido blanca (5 g, 0% de rendimiento).

RMN de 'H (CDCis, 200 MHz) § 1,26 (s a, 26H), 1,32 (s a, 9H), 1,48-1,70 (m, 4H), 2,35 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 2,52 (t,
2H, J = 7,3 Hz); RMN de °C (CDCls, 200 MHz) 3 24,69, 28,35, 29,05, 29,21, 28,28, 29,39, 29,55, 29,89, 31,02(3C),
33,98, 41,75, 179.60.

Ejemplo 3. Esquema sintético para preparar un analogo tiolado de LPA

La estrategia sintética descrita en este ejemplo da camo resultade la preparacién de LPA tiolado. El analogo de LPA
después puede complejarse con un portador, por ejemplo un portador de preteina, que entonces puede
administrarse a un animal para provocar una respuesta inmunogénica contra LPA. Esta estrategia utiliza reacciones
de quimica organica y enzimaticas, cuyo esquema se properciona en la figura 3. Los nimeros de los compuestos en
{a siguiente descripcidn sintética se refieren a las estructuras numeradas en la figura 3.

Los materiales de partida fueron el compuesto 15 en el ejemplo 2 y glicerofosfocolina enantioméricamente pura
(compuesto 22). Estos dos compuestos quimicos se combinaron para producir el producto diacetilade, compuesto
23, utilizando DCC para facilitar la esterificacién. En una variante del proceso sintético, la glicerofosfocolina diacilada
resultante se tratd primero con fosfolipasa-A2 para retirar el acido graso en la posicion sn-2 del esqueleto de glicerol
para producir el compuesto 24, Esta sustancia después se tratd con otra enzima, fosfolipasa-D, para eliminar la
celina y formar el compuesto 26. En otra variante del proceso sintético, el tratamiento con fosfolipasa-D precede a un
tratamiento con fosfolipasa-A2 para producir el compuesto 25 y el tratamiento del compuesto 25 con fosfolipasa-D
después produce &l compuesto 26. Ambas variantes conducen al mismo producto, el derivado de &cido fosfatidico,
compuesto 26. Entonces se retira el grupo protector de t-butilo en el compuesto 26, primero utilizando triflato de
disulfuro de trimetilo para producir el compuesto 27, seguido de una reduccién del disulfuro para producir el derivado
de LPA deseado, compuesto 28. Tal como apreciaran los experios en la técnica, también puede utilizarse la
secuencia de reaccion de nitrobencilsulfenilo descrita en el gjemplo 1 para producir el compuesto 28.

Compuesto 23. A un matraz de Schienk secado a la llama se le afadi6 el acido de tioéter, compuesto 15 (10 g, 35,8
mmol), compuesto 22 {complejo de glicerofosfocolina-CdClz, 4,25 g, 8,9 mmol), DCC (7,32 g, 35,8 mmaol) y DMAP
(2,18 g, 17,8 mmol), tras lo cual &l matraz se sometié al vacio y se rellend con nitrdgeno. Se afadié una cantidad
minima de DCM seco desgasificado (100 mL), dando como resultado una mezcla turbia. El matraz se cubrio con una
lamina de aluminio y se dejo en agitacion hasta gue la reaccidn se completd, segin se muestra mediante TLC
(silice, DCM:MeOH:NH.OH concentrado 10:5:1). La insolubilidad del compuesto 16 imposibilitd el control de su
desaparicion mediante TLC, pero la reaccion se detuvo cuando se considerd gue fa intensidad de la mancha del
producto de Ry 0,1 dejd de aumentar. Esto generaimente requiere de 3 a 4 dias y en algunos casos la adicién de
mas DCC y DMAP. Tras completarse, la mezcla de reaccion se fiitrd y el filtrado se concentrd para producir un aceite
amarillo, que se purificd utifizando una cromatografia de resofucion rapida utilizando el sistema disolvente descrito
anteriormente para producir 3,6 g (rendimiento del 50%) de una cera transparente que contenia una mezcla del
compuesto 23 y productos monecacetilados en una proporcion de 5 a 1, segln se calcula comparando las integrales
para los picos de los restos (CHs)sN-, CH2StBu y -CHCOQOQ-. El analisis del aceite mediante HRMS (ESI-TOF)
produjo un ion prominente a m/z 820,4972, calculado para M+Na' = C4HsoNNaQsPS; * 820,4960.

A. Variante de sintesis 1: tratamiento con fosfolipasa-A2

Compuesto 24. Una mezcla del compuesto 23 y los productos monoacetilados segin se describié anteriormente (3,1
9. 3.9 mmol) se disolvio en ELO (400 mL) y metancl (30 mL). Se afiadié tampén borato (100 mL, pH 7.4, 0,1 M,
0,072 mM en CaClz), seguido de fosfolipasa-A2 (procedente de veneno de abeja, 130 unidades, Sigma). La mezcla
resultante se dej¢ en agitacion durante 10 h, tras lo cual una TLC (silice, MeOH:agua 4:1; el sistema disolvente
previo, DCM:MeOH:NH4OH concentrade 10:5:1, demostrd ser ineficaz) demostré la ausencia de material de partida
(Rf = 0,7) y la aparicidn de una nueva mancha (Rs = 0,2). Las capas organica y acuosa se separaron y la capa
acuosa se lavd con éter (2 x 250 mL). Ef producto se extrajo de la capa acuosa con una mezcla de DCM:MeOH (2:1,
2 x 50 mL). Las capas organicas después se concentraron mediante una evaporacion rotatoria para producir un
producto en forma de una cera blanca (1,9 g, 86% de rendimiento), que una RMN demostrd que era un producto
puro (compuesto 24).

RMN de 'H (CDCl5, 500 MHz) 5 1,25-1,27 (s a, 12H), 1,31 (s, §H), 1,35-1,45 (m, 2H), 1,52-1,60 (m, 4H), 2,31 {t, 2H,
J=75Hz), 2,51 2H, J=7,5Hz), 3,28 (s a, 9H) 3,25-3,33 (s a, 2H), 3,78-3,86 (m, 1H), 3,88-3,96 (m, 2H), 4,04-
4,10 {m, 2H), 4,26-4,34 (m, 2H). El analisis de la cera mediante HRMS (ESI-TOF) produje un ion prominente a mfz
550,2936, calculado para M+Na* 550,2943 (C24HscNNaO7PS;") y un m/z a 528,3115, calculado para MH* 528,3124
(CasHs1NO7PS;Y).

Anal. calculado para CaHsoNO/PS + 2 H20O (563,73): C, 51,13; H, 9,66; N, 2,48, Encontrado: C, 50,90; H, 9,37; N,
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2,78,

Compuesto 26. El liso-compuesto 24 (1,5 g, 2,7 mmal) se disolvié en una mezcla de sec-butanal (5 mL) y Et20 (200
mL) y la mezcla turbia resultante se sonicd hasta que se disipd la turbidez. Se afiadié tampén (200 mL, pH 5,8,
NaOAc 0,2 M, CaCl, 0,08 M), seguide de extracto de col (80 mL de extracto de col de Savoy (que contiene
fosfolipasa-D), que contiene 9 mg de protelna/mL). La reaccion se agité durante 1 dia y se contralé mediante TLC
{C1a RP SiOz, ACN:agua 5:1), Ry del material de partida y del producto = 0,3 y 0,5, respectivamente. Para estimuiar a
la reaccién para que se completase se afiadid otra porcion de extracto de col (580 mL) segin fue necesario y la
reaccion se agitd un dia mas. Este proceso se repitid dos veces mas, segun fue necesario para completar la
conversion. Cuando ia reaccidn se complets, ia mezcla se concentré en un evaporador rotatorio para eliminar el éter
y después se afiadié una disolucion de EDTA (0,5 M, 25 mL) y el producto se extrajo en una mezcla 5:4 de
MeOH:DCM (300 mL). La concentracién de la capa orgénica, seguido de una recristalizacion del residuo en DCM y
acetona, produjo el producto puro (0,9 g, 75% de rendimiento).

RMN de "H (CDCls, 200 MHz) & 1,25-1,27 (s a, 12H), 1,33 (s, 9H), 1,52-1,60 (m, 4H), 2,34 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 2,52 {t,
2H,J = 7,5 Hz), 3,6-3,8 (s a, 1H), 3,85-3,97 (s a, 2H), 4,02- 4,18 {m, 2H).

Compuesta 27. La muestra de LPA protegido, compuesto 28 (0,150 g, 0,34 mmol) se lava con metanol y se afiadié a
un vial en la caja enguantada. Esto después se suspendio en una mezcia de AcOH:THF (1:1, 10 mL) pero nunca se
disolvid completamente incluso después de 1 h de sonicacion. Entonces se afadio [Me;SSMe]OTf sdlido (0,114 g,
0,44 mmol), Esto se dejd en agitacién durante 18 h. La reaccidn se controld retirando una parte alicuota,
concenirandola hasta la sequedad al vacio y redisolviendo o suspendiendo el residuo en CD,0D para abservar el
desplazamiento de RMN de "H del pico de CH. mas cercado al azufre. El material de partida tenfa un pico a 2,562
ppm, mientras que el disulfuro asimétrico formado en esta unidn tenia un pico a aproximadamente 2,7 ppm. Este
material (compuesto 27) no se aisld mas ni se caracterizd.

Compuesto 28. La mezcla que contenia el compuesto 27 se tratd con agua (100 mL), seguido inmediatamente por
PMes (0,11 g, 1.4 mmal). Después de agitar durante 3 h, el disolvente se eliminé al vacio para producir un solido
blanco insoluble. Se afiadié metanal (5 mL), la mezcla se centrifugd y el licor madre se decantd. Una concentracion
al vacio pradujo 120 mg (91% de rendimiento) del compuesto 28, un sélido de color beige. El compuesto 28 es un
hapteno de LPA tiolado que puede conjugarse con un portadar, por ejemplo albumina o KLH, a través de la
formacién de enlaces disulfuro. Caracterizacion del compuesto 28:

RMN de "H (CD:0D:CD:CO:2D 1:1, 500 MHz) 8 1,25-1,35 (s a, 12H), 1,32-1,4 (m, 2H), 1,55-1,6 (m, 4H), 2,34 (1, 2H,
J=7), 247 (1 2H, J = 8,5), 3,89-3,97 (s a, 2H), 3,98-4,15 (m, 2H), 4,21 {(m, 1H). El ion negativo ES de la muestra
disuelta en metanol produjo un ion predominante a m/z = 385,1.

Ejemplo 4; Anticuerpos contra S1P

Un tipo de anticuerpo terapéutico se une especificamente a esfingolipidos no deseados para lograr efectos
beneficiosos tales como, por ejemplo: (1) disminuir la concentracién eficaz de esfingolipidos toxicos indeseables (y/o
la concentracion de sus precursores metabdlicos) que pueden estimular un efecto indeseable, tal como un efecto
cardiotaxico, tumorigénico o angiogénico; (2) inhibir la union de esfingolipidos toxicos, indeseables, tumarigénicos o
angiogénicos a un receptor celular para estos y/o disminuir la concentracion de un esfingolipide que esté disponible
para la unidn a dicho receptor. Los ejemplos de dichas efectos terapéuticos incluyen, pero no se limitan al uso de
anticuerpos anti-S1P para disminuir la concentracion sérica in vivo de $1P disponible, bloqueando con ello o al
menos limitar los efectos tumorigénicos y angiogénicos de S1P y su papel en la insuficiencia cardiaca tras MI, el
cancer, o enfermedades fibrogénicas.

La S1P tiolada (compuesto 10 de la figura 1) se ha sintetizado para que contenga un grupo reactiva (es decir, un
grupo sulfhidrilo) capaz de entrecruzar las caracteristicas estructurales fundamentales de S1P a un resto portador,
tal como KLH. Antes de la inmunizacién, el analogo de tio-S1P se conjuga, a través de un entrecruzamienta con |OA
o SMCC, con portadores proteicos (por ejemplo, KLH) utllizando protocolos convencionales. El SMCC es un
entrecruzador heterobifuncional que reacciona con aminas primarias y grupos sulfhidrlo y representa un
entrecruzadar preferido.

Ratones Swiss Webster 0 BALB-C se inmunizaron cuatro veces a lo largo de un periodo de dos meses con 50 mg
de inmunégeno (conjugado producido con SMCC de S1P-ticlada y KLH) por inyeccidn. Se recogieron muestras de
suero dos semanas después de la segunda, tercera y cuarta inmunizacién y se seleccionaron mediante una ELISA
directa para la presencia de anticuerpos anti-S1P. Después se utilizaron los bazos de los animales que mostraron
altas titulaciones del anticuerpo, para generar hibridomas mediante procedimientos de fusion convencionales. Los
hibridomas resultantes se cultivaron hasta la confluencia, tras lo cual el sobrenadante celular se recogid para un
analisis ELISA. De los 55 ratones que se inmunizaron, 8 fueron buenos respondedores y muestran unas
significativas titulaciones séricas de anticuerpos reactivos contra S1P. Después se realizaron las fusiones utilizando
los bazos de estos ratones y células de mieloma segun procedimientos establecidos. Los 1.500 hibridomas
resultantes después se seleccionaron mediante ELISA directo, produciendo 287 hibridomas positivos. De estos 287
hibridomas seleccionados mediante ELISA directo, 159 mostraron titulaciones significativas. Cada unc de los 159
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hibridomas después se expandio en placas de 24 pocillos. El medio condicionado para las células de los hibridomas
expandidos después se reselecciond para identificar los hibridomas estables capaz de segregar los anticuerpos de
interés. Se realizaron ELISA competitivos con los 80 hidromas estables con mayor titulacion.

De los 55 ratones y casi 1.500 hibridomas seleccionados, se descrubriéd un hibridoma que mostraba caracteristicas
de actuacidn que justificaban una clonacién de dilucidn limitada, tal como se requiere para generar en ltimo término
un verdadero anticuerpo monoclonal. Este proceso produce 47 clones, la mayoria de los cuales se consideraron
positivos para la produccion de anticuerpos S1P. De estos 47 clones, 6 fueron expandidos en piacas de 24 pocillos y
después se seleccionaron mediante ELISA competitivo. De los 4 clones que siguieron siendo positivos se eligid uno
para iniciar la produccidn a gran escala del anticuerpo monoclonal S1P. Ratones SCID fueron inyectados con estas
célutas y el liquido de ascitis resuitante se purificd de la proteina A (rendimiento del 50%) y se analizd para los
niveles de endotoxinas (<3 EU/mg). En una ronda de produccion de liquido de ascitis se inyectaron 50 ratones, que
produjeron un total de 125 mL de liquido de ascitis. Se determing que el isotipo de los anticuerpos era IgG1 kappa y
se considerd que eran >95% puros mediante HPL.C. El anticuerpo se prepard en fosfato de sodio 20 mM con cloruro
de sodio 150 mM (pH 7,2) y se conservé a -70 °C.

E! clon de hibridoma positivo {denominado clon 306D326.26) se deposité en el ATCC (n° de almacenaje en la caja
de seguridad SD-5362) y representa el primer mAb murino dirigido contra S1P. El clon también contiene las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que pueden utilizarse para la generacién de un variante de
anticuerpo “humanizado”, asi como la informacién de secuencia necesaria para construir un anticuerpo quimérico.

La seleccién del suero y del sobrenadante celular para anticuerpos especificos de S1P se redlizd mediante un
ELISA directo empleando el analogo de S1P tiolado descrito en el ejemplo 1 {es decir, el compuesto 10) como
antigeno. Se realizdo un ELISA convencional, segun se describe a continuacion, excepto que se diluyeron 50 ul de
muestra (suero o sobrenadante celular) con un volumen igual de PBS/Tween-20 al 0,1% (PBST) durante la
incubacion primaria. Se realizaron ELISA en placas de ELISA de elevada unidn de 96 pocillos (Costar) revestidas
con 0,1 mg de compuesto 10 quimicamente sintetizado conjugado con BSA en tampén de ensayo (Na;CO3z 33,6
mM, NaHCO; 100 mM, pH 9,5). La $1P-tiolada-BSA se incubd a 37 °C durante 1 h a 4 °C durante la noche en
pocillos de placas ELISA. Las placas después se lavaron cuatro veces con PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,68 mM,
NaHPC4 10,14 mM, KH:PO, 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBST durante 1 h a temperatura ambiente.
Para la etapa de incubacién primaria se incubaron 75 ul de la muestra (que contiene la S1P que se va a medir) con
25 ul de mAb anti-S1P 0,1 ug/mL diluido en PBST y se afiadieron a un pocillo de la placa ELISA. Cada muestra se
introdujo en pocillos por triplicado. Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente, las placas ELISA se
lavaron cuatro veces con PBS y se incubaron con 100 ul por pocillo de anticuerpo secundario anti-raton de cabra
HRP 0,1 ug/mL (Jackon Immunoresearch) durante 1 h a temperatura ambiente. Las placas después se lavaron
cuatro veces con PBS y se expusieron a tetrametilbenzidina (Sigma) durante 1-10 minutos. La reaccién de deteccion
se detuvo mediante la adicién de un volumen igual de HS04 1 M. Se determind la densidad dptica de las muestras
mediante la medicién a 450 nm utilizando un lector de placas de ELISA EL-X800 (Bio-Tech).

Para la reactividad cruzada se realizé un ELISA competitivo segun se describid anteriormente, excepto por las
siguientes alteraciones (figura 4). La incubacién primaria consistié en &l compefidor (S1P, SPH, LPA, etc.) y un mAb
anti-S1P conjugado con biotina. La biotinilacidn del anticuerpo monoclonal purirficado se realizé ufilizando el kit EZ-
Link Sulfo-NHS-Biotinylation {Pierce). Se determingd la incorporacion de biotina segun el protocolo del kit y esta varia
de 7 a 11 moléculas de biotina por anticuerpo. El competidor se prepara como sigue: disoluciones madre de lipidos
se sonicaron y se secaron bajo una atmésfera de argén antes de su reconstitucion en DPBS/BSA (BSA sin acidos
grasos 1 mg/mL (Calbiochem) en DPBS (Invitrogen 14040-133)). E} mAb anti-S1P purificado se diluyé segin fue
necesario en PBS/Triton X-10 al 0,5%. Las disoluciones de los competidores y del anticuerpo se mezclaron para
generar 3 partes de competidor por 1 parte de anticuerpo. Se empld un anticuerpo secundario de estreptavidina
conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch) para generar la sefal.

Oftro aspecto de los datos del ELISA competitivo mostrados en la figura 4 es que se demuestra que &l mAb anti-S1P
fue incapaz de distinguir e! anélogo de S1P tiolado (compuesto 10) de la S1P natural que se afadié en el
experimento de competicion. También se demuestra que el anticuerpo no reconoce ninguno de los productos de la
oxidacion, porque el analogo se construyd sin dobles enlaces (también es cierto para el analogo de LPA descrito en
el gjemplo 3). El mAb anti-S1P también se ensayd contra el producto natural que contiene el doble enlace, que se
dejé en reposo a temperatura ambiente durante 48 horas. Se realizé una HPLC en fase inversa de la S1P natural
segun los métodos indicados previamente (Deutschman, et a/. (julio 2003), Am. Heart J., vol. 146(1):62-68) y los
resultados demuestran que no hay diferencia en los tiempos de retencidén. Ademads, una comparacién de las
caracteristicas de union del anticuerpo monoclonal con los diversos lipidos mostrados en 1a figura 4 indica que el
epitopo reconocido por el anticuerpo no implica a la cadena hidrocarbonada en la region del doble enlace de la S1P
natural. Por otra parte, el epitopo recenocido por el anticuerpo monoclonal es la regién que contiene el aminoalcohol
sobre el esqueleto de base de la esfingosina mas el fosfato libre. Si el fosfato libre esta unido a una colina {como es
el caso de SPC), entonces la unidn es algo reducida. Si el grupo amino se esterifica para producir un acido graso
{como es el caso de C1P), no se observa unién del anticuerpo. Si el esqueleto de aminoalcohol de la esfingosina se
sustituye por un esqueleto de glicerol {como es el caso de LPA), el anticuerpo monoclonal especifico de $1P no
muestra union, Estos datos de cartografiado de epitopos indican que sélo existe un epitopo sobre S1P que es
reconocido por el anticuerpo monoclonal y que este epitopo esta definido por el grupo de cabeza polar exclusivo de
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S1P.

En un experimento similar utilizando mediciones de ELISA, se evaluaron materiales control adecuados para
asegurarse de que este anticuerpo monaclonal anti-S1P no reconoce el portador proteico ni €l agente entrecruzador.
Poar ejemplo, el entrecruzador norma! SMCC fue cambiado por 10A para la conjugacién de la S1P-ticlada a BSA
como material de depdsito en el ELISA. Cuando se emplea IOA, las caracteristicas de unién del anticuerpo fueron
casi idénticas a cuando se emplea BSA-SMCC-S1P-tiolada. De modo similar, KLH fue cambiado por BSA como
proteina que forma un complejo con S1P-tiolada para material de depédsito. En este experimento no se observaron
diferentes significativas en las caracteristicas de unién del anticuerpo.

Cinética de unién: La cinética de unién de S1P a su receptor u otros restes ha sido siempre problemética debido a la
naturaleza de los lipidos. Se han asociado muchos problemas a la insolubilidad de los lipidos. Para las mediciones
BlAcore, este problema se soluciona inmovilizando directamente S1P a un chip de BlAcore. Entonces se hace fluir el
anticuerpo sobre la superficie del chip y se miden las alteraciones en la densidad dptica para determinar las
caracteristicas de unién del anticuerpo a $1P. Para evitar la naturaleza de unién bivalente de los anticuerpos, la S1P
se reviste sobre el chip a bajas densidades. Ademas, e chip se revistid con diversas densidades de S1P (7, 20 y
1000 RU) vy los datos de unién del anticuerpo se ajustaron globalmente a un modelo de interaccién 1:1. La figura 5
muestra los cambios en la densidad éptica debidos a la unién del anticuerpe monoclonal a S1P a tres densidades
diferentes de S1P. En conjunto, se determing que la afinidad del anticuerpo monoctonal por S1P era muy alta, en el
intervalo de aproximadamente 88 picomolar (pM) a 99 nM, dependiendo de si se utilizé un modelo de unidn
manovalente o bivalente para analizar los datos de unidn.

Ejemplo 5: Clonacién y caracterizacién de los dominios variables de un anticuerpo monoclonal S1P
A. Introduccién

La fabricacién de productos biologicos es compleja, en parte debido a la complejidad asociada con la variabilidad de
la propia proteina. Para los anticuerpos monoclonales (mAb), la variabilidad puede localizarse en el esqueleto
proteico o en los restos carbohidrato unidos a estas proteinas glicosiladas. Por ejemplo, la heterogeneidad puede
atribuirse a la formacién de parejas de disulfuros alternativas, a la desamidacion y formacién de restos isoaspartilo, a
la oxidacion de la metionina y cisteina, a la ciclacidn de restos glutamina N-terminales para formar piroglutamato y a
la ruptura enziméatica parcial de lisinas C-terminales por carboxipeptidasas de mamifero. Por otra pare, la
heterogeneidad de los carbohidratos introducida durante el cultivo celular incluye la adicién diferencial de fucosa,
otros enlaces de ramificacién de manosa y la presencia diferencial de sialilacién terminal. Ademas, puede realizarse
una mutagénesis para alterar los patrones de glicosilacion. La oxidacion también es una fuente de problemas. Por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal humanizado recombinante HER2 sufre una oxidacion en formulaciones liquidas
cuando se expone a una luz intensa y elevadas temperaturas. De modo interesante, se ha indicado que dicha
oxidacion depende de la formulacion (Lam, et al (1997), Pharm. Sci., vol. 86:1250-1255) y se ha indicado que la
presencia de NaCl en la formulacién provoca un aumento en fa oxidacion a temperaturas mas altas después del
contacto con recipientes de acero inoxidable o componentes de acero inoxidable en el proceso de rellenado. Se ha
determinado que el resto metionina en la posicién 255 de la cadena pesada de la regién Fc es &l principal sitio de
oxidacion. La oxidacion se elimina suplementando el medio con metionina y tiosulfato provecado por los radicales
libres generados por la presencia de iones metdlicos e impurezas de perdxido en la formulacién. Por razones como
estas, habitualmente se aplican modificaciones del proceso a las moléculas de anticuerpos para mejorar sUs
propiedades, tales como una expresién potenciada en sistemas heterdlogos, resistencia a proteasas, agregacion
reducida y estabilidad potenciada.

Este ejemplo indica {a clonacion de mAb murino contra S1P. Este anticuerpo, denominado Sphingomab™, es un
anticuerpe monoclonal 1gG1. La estrategia global consiste en clonar los dominios variables murinos de la cadena
ligera (VL) y la cadena pesada (VH). La secuencia consenso de 306D VH demuestra que el fragmento de la region
constante es coherente con un isotipo gamma-2b. Los dominios variables murinos se clonaron junto con el dominio
constante de la cadena ligera (CL) y con el dominio constante de la cadena pesada (CH1, CH2 y CH3), dando como
resultado una construccién de anticuerpo quimérico. Ademas, Sphingomab™ es exclusivo debido a la presencia de
un resto cisteina libre en la region Fab en la posicidn 50 de la cadena pesada en la regién CDR2. El
reemplazamiento de este resto podria facilitar en gran medida los procesos de formulacion y de fabricacion, asi
como mejorar los rendimientos. En efecto, en un esfuerzo para mejorar las propiedades biofisicas de la molécula de
anticuerpo, se realizé la sustitucién del resto cisteina en la posicién 50 por un panel de restos aminoacidos creando
una serie de construcciones que contenfan la sustitucién deseada. Estas construcciones después se expresaron en
células de mamifero y los diferentes variantes de anticuerpos se compararon en un ensayo ELISA para la union a
S1P. Comparado con €l anticuerpo quimérico, los mutantes resultantes que portan la sustitucion Cysb0Ser y
Cys50Arg muestran una ligera disminucion en la unién a S1P, mientras que la sustitucién de Cys por Phe 0 Ala no
altera la union a S1P.
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B. Materiales v metodos

1. Clonacién de genes de anticuerpos

Un clon de ta linea celular de hibridoma anti-S1P 306D326.1 (ATCC n® $D-5362) se cultivd en DMEM (medio de
Eagle modificado de Dulbecco con GlutaMAX™ |, D-glucosa 4500 mg/l, piruvato de sodio, Gibco/Invitrogen,
Carlsbad, CA, 111-035-003), FBS al 10% (clon fetal westénl |, Perbio Science) y 1x
glutamina/penicilina/estreptomicina (Gibco/Invitrogen). El RNA total se aislo de 107 células de hibridoma utilizando un
procedimiento basado en &l kit RNeasy Minikit (Qiagen, Hilden, Alemania). El ARN se utiliz6 para generar ADNc de
primera hebra siguiendo el protocolo del fabricante (kit de sintesis de primera hebra, Amersham Biosciences).

E! ADNc de la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) se amplificé mediante PCR utilizando un
cebador MHV7? (MHV?7: 5-ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT-3' (SEQ D NO:1)) en combinacion con una
mezcla de cebador de la region constante 1gG2b MHCG1/2a/2b/3 (MHCGI: 5 “CAGTGGATAGACAGATGGGGG-3
(SEQ 1D NO:2); MHCG2a: 5-CAGTGGATAGACCGATGGGGC-3 (SEQ ID NO:3);, MHCG2b: 5-
CAGTGGATAGACTGATGGGGG-3 (SEQ D NO:4), MHCG3; 5-CAAGGGATAGACAGATGGGGC-3' (SEQ D
NO:5)). El producto de esta reaccion se acoplo al vector pCR2.1®~TOPO® (Invitrogen) utilizando una secuencia y un
kit de clonacion TOPO-TA®. E| dominio varable de la cadena pesada después se amplificé mediante PCR de este
vactor y se insertd como un fragmento Hind ! y Apa | y se acopld al vector de expresion pG1D200 (véase patente
de EEUU n® 7.060.808) 0 pG4D200 {id.) que contiene &l promotor HCMVi, una secuencia conductora y la regién
constante gamma-1 para generar el piasmido pG1D200306DVH, La secuencia consenso de 306D Vy (figura 6; SEQ
ID NO:6) demuestra que el fragmento de la regién constante era coherente con un isotipo gamma-2b.

De modo similar, s& amplifico la regidon variable de la cadena kappa de inmunoglobulina (VK) utilizando el cebador
MKV 20 (5'-GTCTCTGATTCTAGGGCA-3' (SEQ ID NO:7)) en combinacion con el cebador de |a regidn constante
kappa MKC (5-ACTGGATGGTGGGAAGATGG-3' (SEQ 1D NO: 8)). E! producto de esta reaccidon se acopld con el
vector pCR2.1%-TOPO® utilizando una secuencia y un kit de clonacién TOPO-TA®. Bl dominio variable de la cadena
ligera después se amplificd mediante PCR de este vector y se insertd como un fragmento Bam HI y Hind Il en el
vector de expresion pKN 100 (véase la patente de EEUU n® 7.080.808) que contiene el promotor HCMV, una
secuencia conductora y el dominio constante kappa humano, generando el plasmido pKN100306DVK.

Los plasmidos de cadena pesada y ligera pG1D200306DVH mas pKN100306DVK se transformaron en bacterias
DH4a y se conservaron en glicerol. Se prepard un ADN plasmidico a gran escala segun es descrito por el fabricante
(Qiagen, kit MAXIPREP™ sin endotoxinas). Muestras de ADN, purificadas utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit
de Qiagen 0 el kit EndoFree Plasmid Mega/Maxi Kit, se secuenciaron utilizando un secuenciador automatico ABI
3730xi, que también traduce las sefhales fluorescentes en su correspondiente secuencia de nucleobases. Se
disefiaron cebadores en los extremos &' y 3' de modo que la secuencia obtenida se solapa. La longitud de los
cebadores era de 18-24 bases y preferiblemente contienen 50% de contenido en GC y ningin dimero predicho ni
estructura secundaria. Las secuencias de aminoacidos para los dominios de Vi y Vi de ratén de Sphingomab™ se
muestran en la figura 6 (SEQ 1D NO:8 y 9, respectivamente). En la figura 8, los restos de CDR (véase Kabat, E.A.
{1982), Pharmacol. Rev., vol. 34: 23-38) estan recuadrados, tal como se muestra a continuacién en la tabla 1.

Tabla 1: Secuencias COR de Sphingomab™ de raton de los dominios V4 y VL de ratdn

VL CDR CDR
(TTTDIDDDMN (SEQ ID NO: 10} CDR
EGNILRP (SEQ (D NO: 11) CDR2
LQSDNLPFT (SEQ 1D NO: 12) COR3
VH CDR

DHTIH {(SEQ ID NO; 13) CDR1
CISPRHDITKYNEMFRG (SEQ ID NO: 14) CDR2
GGFYGSTIWFDF (SEQ ID NO: 4 5} CDR3

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos completas de varios dominios Vi y Vi de anticuerpos quiméricos se
muestran en la figura 7. En la figura 7, las secuencias de aminoacidos estan numeradas y las CDR identificadas,
segun el método de Kabat {Kabat, et a/. (1991), NiH National Technical Information Service, pp. 1-3242).
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2. Expresion de COS7

Para la expresion de anticuerpos en un sistema de mamifero no humano se transfectaron plasmidos en la linea
celular de fibroblastos de rifion de mono verde africano COS7 mediante electroporacion (0,7 mL a 10 células/mL)
utilizando 10 ug de cada plasmido. Las células transfectadas se cultivaron en 8 mL de medio de cultivo durante 4
dias. E} anticuerpo quimérico 306SH1 x 306DVK-2 se exprest a 1,5 mg/mL en medio condicionado para células
COS cotransfectado de modo transitorio. La unidn de este anticuerpo a S1P se midid utilizando el ELISA de S1P.

Se determind el nivel de expresion del anticuerpo guimérico en un ELISA cuantitativo como sigue. Se revistieron
placas de microtitulacion (inmunoplaca Nunc MaxiSorp, Invitrogen) con 100 mL de partes alicuotas de anticuerpo
IgG anti-humano de cabra 0,4 mg/mL {Sigma, St. Louis, MO) diluido en PBS y se incubaron durante la noche a 4 °C.
Las placas después se lavaron tres veces con 200 mL/pocillo de tampén de lavado (1 x PBS, Tween al 0,1%). Se
trasladaron partes alicuotas de 200 mL de cada muestra de suero diluida o sobrenadante de fusion a placas
revestidas con toxina y se incubaron durante 37 °C durante 1 h. Después de 6 lavados con tampodn de lavado, el
conjugado de peroxidasa-cadena ligera kappa anti-humano de cabra (Jackson Immuno Research) se afiadié a cada
pocillo a una dilucién 1:5000 La reaccion se realizd durante 1 h a temperatura ambiente, |as placas se lavaron 6
veces con el tampon de lavado y se afiadieron 150 mL de sustrato K-BLUE (Sigma) a cada pocillo, incubando en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 10 min. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 50 mL de
disolucion RED STOP (SkyBio Ltd.) y se determiné la absorcidn a 655 nm utilizando un lector de microplacas 3550
(Bio-Rad Laboratories Ltd.). Los resultados de los ensayos de unién de anticuerpos se muestran en la figura 8.

3. Expresion de 283F

Para la expresion de anticuerpos en un sistema humano se transfectaron plasmidos en la linea celular de rifién
embrionario humano 293F (invitrogen) utilizando 293-fectina (Invitrogen) y utilizando medio 293F-FreeStyle Media
{Invitrogen) para el cultivo. Se transfectaron plasmidos de cadena figera y de cadena pesada a 0,5 g/mL. Las
transfecciones se realizaron a una densidad celutar de 10° células/mL. Los sobrenadantes se recogieron mediante
centrifugacién a 1100 rpm durante 5 minutos a 25 °C tres dias después de la transfeccién. Los niveles de expresion
se cuantificaron mediante ELISA cuantitativo (véase a continuacién) y varian de aproximadamente 0,25-0,5 g/mL
para el anticuerpo quimérico.

4. ELISA cuantitativo

Placas ELISA de microtitulacién (Costar) se revistieron con 1gG anti-ratén de conejo especifico para el fragmento
F(ab’): (Jackson Immuno Research) o IgG anti-humano de conejo especifico para el fragmento F(ab). (Jackson
Immuno Research) diluidos en tampdn carbenato 1 M (pH 8,5) a 37 *C durante 1 h. Las placas se lavaron con PBS y
se bloguearon con PBS/BSA/Tween-20 durante 1 h a 37 °C. Para la incubacion primaria, se afladieron a los pocillos
diluciones de IgG de ratén o lgG humano no especificos de molécula completa (utilizados para la curva de
calibracion) y las muestras que se van a medir. Las placas se lavaron y se incubaron con 100 ul por pocillo de anti-
raton (H+L) de cabra conjugado con HRP diluido 1:40.000 (Jackson Immuno Research) o anti-humano (H+L) de
cabra conjugado con HRP diluido 1:50.000 {Jackson Immuno Research) durante 1 h a 37 °C. Después de lavar, la
reaccion enzimatica se detectd con tetrametilbencidina (Sigma) y se detuvo mediante la adicion de HoS04 1 M. Se
midio la densidad optica (DO) a 450 nm utilizando un Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se trasladaron a un
programa informético GraphPad para el andlisis.

5. ELISA directo

Placas ELISA de microtitulacion (Costar) se revistieron durante la noche con S1P diluida en tampon carbonato 1 M
{pH 9,5) a 37 °C durante 1 h. Las placas se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, Na;HPO4 10,1 mM,
KHsPOa4 1,76 mM, pH 7.4) y se bloguearon con PBS/BSA/Tween-20 durante 1 h a temperatura ambiente o durante [a
noche a 4 °C. Para la incubacién primaria {1 h a temperatura ambiente) se construyé una curva patrén utilizando el
mAb anti-S1P vy las muestras que se van a ensayar para la unién, utilizando el siguiente conjunto de diluciones: 0,4
mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,0125 mg/mL y O mg/mL y se afiadieron 100 mL a cada pocillo. 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 Immuno Research) o anti-humano {(H+L) de cabra conjugado con HRP diluide 1:50.000 (Jackson
Immuno Research) durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar, la reaccién enzimética se detectd con
tetrametilbencidina (Sigma) y se detuvo mediante la adicién de H;504 1 M. Se midié la densidad éptica (DO) a 450
nm wutilizando un Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se trasladaron a un programa informatico GraphPad para el
analisis.

La siguiente tabla 2 muestra un andlisis comparativo de los mutantes con el anticuerpo quimérico. Para generar
estos resultados, el anticuerpo unido fue detectado por un segundo anticuerpo, especlfico para la 1gG de raton o
humana, conjugado con HRP. Se midid la reacddn cromogénica y se indica como densidad dptica (DO). La
concentracion del panel de anticuerpos era de 0,1 ug/mL. No se detectd interaccién del segundo anticuerpo con la
matriz revestida con S1P sola.
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Tabla 2
Dominio variable Mutacién Plasmidos Unidn
quimérico pATHS0 + pATH10 1,5
HC CysAla pATHS0 + pATH11C1 2
CysSer pATHS0 + pATH12C2 06
LC CysArg PATHS0 + pATH14C1 04
CysPhe PATHS0 + pATH18C 1 2
MetLeu pATH53C1 + pATH1Q 16

Ejempio 6: mAb quimérico contra S1P

Tal como se emplea en la presente, el término anticuerpo (o inmunoglobulina) “quimérico” se refiere a una molecula
que comprende una cadena pesada y/o ligera que es idéntica u homologa a las correspondientes secuencias en los
anticuerpos derivadas de una especie concreta o que pertenecen a una clase o subclase concreta de anticuerpos,
mientras que el resto de la cadena o cadenas son idénticas u homélogas a las correspondientes secuencias en
anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como a
fragmentos de dichos anticuerpos, con la condicion de que muestren la actividad biolégica deseada (Cabilly, ef al,
supra; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., vol. 81:6851 (1984)).

Se generd un anticuerpo quimérico contra S1P utilizando las regiones variables (Fv) que contienen las regiones de
unién a S1P activas del anticuerpo murino a partir de un hibridoma concreto (n® de almacenaje en la caja de
seguridad del ATCC $D-5362) con ia regidn F¢ de una inmunogiobulina IgG1 humana. Las regiones Fc contienen
ios dominios CL, ChL y Ch3 del anticuerpo humano. Sin estar limitados a ningun método, los anticuerpos quiméricos
también podrian haberse generado a partir de las regiones Fc de IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, o igM humanas. Tal
como apreciaran ios expertos en la técnica, pueden generarse anticuerpos “humanizados” injertando regiones
determinantes de la complementariedad (CPR, por ejempio, CDR1-4) del mAb anti-S1P murine en regiones de
marco de un anticuerpo humano (por ejemplo, Fr1, Fr4, etc.), tal como las regiones de marco de una IgF1. La figura
9 muestra la unién de los mAb quiméricos y totalmente murinos en una medicién de ELISA directo utilizando S1P-
tiolada como material de deposito.

Para los experimientos de ELISA directo mostrados en la figura 9, el anticuerpo quimérico contra S1P tiene unas
caracteristicas de unién simiiares al anficuerpo monocional totalmente murino. Se realizaron ELISA en placas ELISA
de elevada unién de 96 pocillos (Costar) revestidas con 0,1 ug de S1P tiolada quimicamente sintetizada conjugada
con BSA en tampén de ensayo (Na,COQs 33,6 mM, NaHCO3 100 mM, pH 9,5). La S1P-tiolada-BSA se incubd a 37 °C
durante 1 h o a 4 °C durante la noche en placas ELISA. Las placas después se iavaron cuatro veces con PBS (NaCl
137 mM, KCI 2,68 mM, Na;HPOQ, 10,14 mM, KH2PO,4 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBST durante 1 h a
temperatura ambiente. Para la etapa de incubacion primaria se incubaron 75 ul de la muestra (que contiene la S1P
que se va a medir) con 25 ul de anticuerpoe monaclonal anti-S1P 0,1 ug/mL diluido en PBST y se afiadieron a un
pocillo de la placa ELISA, Cada muestra se introdujo en pocillos por triplicado. Después de 1 hora de incubacién a
temperatura ambiente, las placas ELISA se lavaron cuatro veces con PBS y se incubaron con 100 ul por pocillo de
anticuerpo secundario anti-ratén de cabra HRP 0,1 ug/mL (Jackon Immunoresearch) durante 1 h a temperatura
ambiente. Las placas después se lavaron cuatro veces con PBS y se expusieron a tetrametilbenzidina (Sigma)
durante 1-10 minutos. La reaccidn de deteccion se detuvo mediante la adicion de un volumen igual de HS04 1 M.
Se determind la densidad dptica de las muestras mediante la medicion a 450 nm utilizando un lector de placas de
ELISA EL-X800 (Bio-Tech).

Tal como fue el caso con respecto a los experimentos descritos en el ejemplo 4, el método preferido para medir la
titulacidn de los anticuerpos en el suere de un animal inmunizado o en medio condicionado para células (es decir,
sobrenadante) de las células productoras de anticuerpos, tales comao un hibridoma, implica revestir la placa de
ELISA con un ligando diana (por ejemplo, un andlogo tiolado de S1P, LPA, etc.) que se ha unido covalentemente a
una proteina portadora, tal como BSA.

Sin estar limitados a ningln método o ejemplo concretos, los anticuerpos quiméricos podrian generarse contra otras
dianas lipidicas, tales como LPA, ceramidas, sulfatidas, cerebrosidos, cardiolipinas, fosfotidilserinas,
fosfotidilinositoles, acidos fosfatidicos, fosfotidilcolinas, fosfatidiletanclaminas, eicosinoides y otros leucotrienos, etc.
Ademas, muchos de estos lipidos también pueden glicosilarse y/o acetilarse, si se desea.
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Ejemplo 7: Ensayo basado en anticuerpas para la esfingosina guinasa (SPH quinasa)

La esfingosina quinasa {SPH quinasa o SPHK) cataliza ia conversion de SPH en S1P. Se ha descrito una secuencia
genética que codifica 1a SPH-quinasa humana (Meléndez et al, Gene, 251:19-26, 2000). Se han descrito tres
homédlogos humanos de la SPH quinasa (SKA, SKB y SKC) (solicitud de patente PCT publicada WO 00/52173).
También se ha descrito una SPH guinasa murina (Kohama et al, J. Biol. Chem., 273:23722-23728, 1998, y solicitud
de patente PCT publicada WO 99/61581). La sclicitud de patente PCT publicada WO 99/61581 describe acidos
nucleicos que codifican una esfingosina guinasa. La solicitud de patente PCT publicada WO 00/52173 describe
acidos nucleicos que codifican homélogoes de la esfingosina quinasa. También se han descrito otras SPH quinasas.
Véase, por ejemplo, Pitson ef al.,, Biochem. J., 350:426-441, 2000; sclicitud PCT publicada WO 00/70028; Liu ef al,
J. Biol, Chem,, 275:19513-19520, 2000; documento PCT/AUO 1/00539, publicado como WO 01/85953; documento
PCT/USO 1/04789, publicado como WO 01/60890; y documento PCT/EPOQ/09498, publicado como WO 01/31029.

Los inhibidores de SPH quinasa incluyen, pero no se limitan a N,N-dimetilesfingosina (Edsall et al, Biochem.,
57:12892-12898, 1998); D-treo-dihidroesfingasina (Olivera et al., Nature, 365:557-560, 1993); y bases esfingoides
{Jonghe et al, "Structure- Activity Relationship of Short-Chain Sphingoid Bases As Inhibitors of Sphingasine Kinase'",
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 9:3175-3180, 1999).

Los ensayos de SPH quinasa (tiles para evaluar estos y otros inhibidores de SPH quinasa conocidos o potenciales
incluyen los descritos por Olivera et al, Methods in Enzymology, 311:215-223, 1999; Caligan et al, Analytical
Biochemistry, 281 :36-44, 2000.

Se cree que la inhibicidn de SPH quinasa conduce a una acumulacion de su sustrato, SPH, que, al igual que S1P
puede ser un esfingolipido indeseable en ciertas condiciones. Para evitar o mitigar estos efectos indeseables puede
administrarse un agente gue (i) estimule una enzima que utiliza SPH como sustrato, con la condicidén de que la
enzima no debe ser una enzima que produzca S1P como producto de reaccién (tal como, por ejemplo, ceramida
sintasa, véase a continuacion); o (i) inhiba una enzima produce SPH como producto.

Sin estar limitados a ningun método concreto, los anticuerpos anti-S1P (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-
$1P) puede utilizarse como reactivo en un ensayo in vitro para la actividad SPH quinasa. Por ejemplo, puede
afiadirse SPHK purificada a los pocillos de una placa de microtituiacion en presencia de PBS y el sustrato para la
quinasa, SPH {complejado, por ejemplo, con BSA sin acidos grasos). El producto de la reaccion resultante, S1P,
después puede someterse a un ELISA utilizandc un anticuerpo anti-S1P (por ejempio, &l anticuerpo monoclonal anti-
S1P descrito anteriormente en el gjemplo 4). En este ensayo, la inhibicidn de SPHK por un compuesto de ensayo
produciria menores niveles de S1P que una reaccion control que no incluye un compuesto inhibidor de SPHK. Este
ensayo puede configurarse para una alta capacidad de procesamiento y asi puede actuar como base de un ensayo
de seleccion de alta capacidad de procesamiento para moduladores de la actividad SPHK.

Ejemplo 8: Ensayo basado en anticuerpos para las actividades S1P liasa o SPP

La estimulacion de enzimas gue catalizan reacciones que degradan la S1P (es decir, reacciones que utilizan fa S1P
como reactante) dara como resultadoe la estimulacion de la degradacion de moléculas de S1P. Estas enzimas
incluyen, perc no se limitan a:

S1P liasa: La S1P liasa cataliza la conversion de S1P a etanolamina-P (también denominada t-2-hexadecanal) y
palmitaldehido (Veldhoven et al., Adv. Lipid Res., 26:67-97, 1993; Van Veldhoven, Methads in Enzymology, 311:244-
254, 1899). Se han descrito genes de S1P liasa de levadura {Lanterman et al,, Biochem. J., 552:525-531, 1998),
murinos (Zhou ef al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 242:502-507, 1998) y humanos (solicitud de patente PCT
publicada WQ 99/38983), La solicitud de patente PCT publicada WO 99/16888 describe secuencias de proteina y de
ADN de S1P liasa. La patente de EEUU n® 6.187.562 y la solicitud de patente PCT publicada WO 99/38983 también
describen una S1P liasa.

Pueden desarrollarse ensayos de ganancia de funcidn para descubrir compuestos de molécula pequefia que activen
la liasa o0 que aumenten la expresion del gen que la codifica. Sin estar limitados a ningun método concreto, se
pueden utilizar anticuerpos anti-S1P en un formato de ELISA para medir la produccion de S1P a partir de SPH
afiadida en formatos basados en células o in vitro. Los compuestos identificados como estimuladores de la actividad
S1P liasa, directamente en la enzima o indirectamente aumentando el nivel de expresién del gen que codifica la
enzima (por ejemplo, mediante activacién de genes, potenciacion de la estabilidad del ARNm de la S1P liasa, etc.)
pueden investigarse mas a fondo, puesto que dichos compuestos pueden demostrar ser Utiles para disminuir la
concentracion extracelular de S1P en pacientes en los que los niveles de $S1P se correlacionan con toxicidad, tal
como en el tratamiento del cancer, enfermedades cardio- y cerebrovasculares, trastornos autoinmunolégicos,
trastornos inflamatorios, angiogénesis, enfermedades fibroticas y degeneracion macular rejacionada con el
envejecimiento.

S1P fosfatasa: La S1P fosfatasa (también conocida como SPP fosfohidrolasa) es una enzima de mamifero que
cataliza |a conversion de $1P en esfingosina (Mandala ef al, Proc. Nat. Acad. Sci., 95:150-155, 1998; Mandala et
al., Proc. Nat. Acad. Sci., 97:7859- 7864, 2000; Mandala, Prostaglandins & other Lipid Mediators, 64:143-156, 2001;
Brindley et al., Methods in Enzymology, 311 :233-244, 1999). Se han aislado, a partir de levaduras, dos S1P
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fosfatasas, LBP1 y LBP2 (Mandaia ef al., J. Biol. Chem., 272;32709- 32714, 1997); documento PCT/UWOI/Q3879,
publicado como WO(01/57057.

Al igual que la S1P liasa, pueden desarrollarse ensayos de ganancia de funcién para descubrir compuestos que
activen la S1P fosfatasa o que aumenten la expresién del gen que la codifica. Por gjemplo, se pueden utilizar
anticuerpos anti-S1P en un formato de ELISA para medir la produccién de S1P a partir de SPH afadida en formatos
basados en células o in vitro. Los compuestos identificados como estimuladores de la actividad S1P fosfatasa,
directamente en la enzima o indirectamente aumentando el nivel de expresion del gen que codifica la enzima {por
ejemplo, mediante activacién de genes, potenciacién de la estabilidad del ARNm de la S1P fosfatasa, etc.) pueden
investigarse méas a fondo, puesto que dichos compuestos pueden demostrar ser utiles para disminuir fa
concentracion extracelular de S1P en pacientes en los que los niveles de S1P se correlacionan con toxicidad, tal
como en el tratamiento del cancer, enfermedades cardio- y cerebrovasculares, trastornos autoinmunoldgicos,
trastornos inflamatorios, angiogénesis, enfermedades fibréticas y degeneracién macular relacionada con el
ehvejecimiento.

Ejemplo 9: Produccion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales contra LPA

Produccidn de anticuerpos

Aungue se han descrito anticuerpos policlonales contra LPA natural en {a bibliografia (Chen J.H., ef al., Bicorg. Med.
Chem. Lett., 7 de agosto 2000, 10(15):1691-3), no se han descrito anticuerpos monoclonales. Utilizando una
estrategia similar a ia descrita en el ejemplo 4, se generaron anticuerpos monaclonales anti-LPA utilizando un
andlogo de tio-LPA C-12 {compuesto 28 en el ejemplo 3) como componente clave de un hapteno formado por el
entrecruzamiento de! analogo a través del grupo SH reactivo con una proteina portadora (KLH) a traves de un
ehtrecruzamiento quimico convencional utiizando {OA o SMCC como agente entrecruzador. Para iograr esto, se
inmunizaron ratones con el haptenc de tio-LPA-KLH (en este caso, LPA-tiolada:SMCC:KLH) utilizando los métodos
descritos en el ejemplo 4 para [a generacion de anticuerpos monoclonales anti-S1P. De los 80 ratones inmunizados
contra el andlogo de LPA, se eligieron los cinco animales que mostraron las mayores titulaciones contra LPA
{determinadas utilizando un ELISA en el que el mismo analogo de LPA {compuesto 28) utilizado en el hapteno se
conjuga con BSA utilizande SMCC y se deposita sobre las placas ELISA) para proseguir hacia la fase de desarrolio
del hibridoma.

Se recolectaron los bazos de estos cinco ratones y se generaron hibridomas mediante técnicas convencionales.
Brevemente, un ratén produjo lineas celulares de hibridoma (denominadas 504A). De todos los hibridomas
cultivados de la serie 504A, 66 mostraron produccidn positiva de anticuerpos segun se mide mediante el ELISA de
seleccidn previamente descrito.

La siguiente tabla 3 muestra las titulaciones de anticuerpos en los sobrenadantes celulares de hibridomas creados a
partir de los bazos de dos de los ratones que respondieron a un hapteno de analogo de LPA en el que el anélogo de
LPA tiolado estaba entrecruzade con KLH utilizando agentes entrecruzadores heterobifuncionales. Estos datos
demuestran que los anticuerpos anti-LPA no reaccionan con el entrecruzador ni con la proteina portadora. De forma
mas importante, los datos demuestran que ios hibridomas producen anticuerpos contra LPA y no contra S1P.

Tabla 3: Hibridomas de LPA

ratén n® DO de la titulacién del Sobrenadantes | DO de la unién | DO de fa unién Reactividad
3er sangrado a de los 24 deLPAa 120 | de 81Pa1:20 | cruzada con S1P*
1:312.500 pocillos
1 1,242 1.A63 1,197 0,231 baja
1.AB5 1,545 0,176 ninguna
2 0,709 2.B.7 2,357 0,302 baja
2.B863 2,302 0,229 baja
2.B.83 2,712 0,175 ninguna
2.B.104 2,57 0,164 ninguna
2.B.IB7 2,387 0,163 ninguna
2.B.3A8 2,227 0,134 ninguna

*Reactividad cruzada con $1P de sobrenadantes de 24 pocillos:
alta=DO > 1,0-2,0a[1:20]

media = DO 0,4-1,0 a [1:20]

baja = DO 0,4-0,2 a [1:20]

hinguna = DO < 0,2 a [1:20]
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Et desarrollo de mAb anti-LPA en ratones se controld mediante un ELISA (unidn directa a LPA 12:0y 18:1 y ELISA
competitivo). Se observd una significativa respuesta inmunolégica en al menos la mitad de los ratones inmunizados
y se seleccionaron cinco ratones con las titulaciones de anticuerpos mas altas para iniciar el desarrollo de la linea
celular de hibridoma después de la fusion de los bazos.

Después de la seleccién inicial de mas de 2000 lineas celulares de hibridoma generados a partir de estas 5 fusiones,
un total de 29 lineas celulares de hibridoma que segregan anti-LPA mostraron una alta unién a LPA 18:1. De estas
lineas celulares de hibridoma, 24 después se subclonaron y se caracterizaron en un pane! de ensayos ELISA. De los
24 clones que seguian siendo positivos se seleccionaron seis clones de hibridomas para una mayor caracterizacion.
Su seleccidn se basd en su mejores propiedades biogquimicas y biologicas.

Cinética de union directa

Se midid la unién de 6 mAb anti-LPA (B3, B7, B58, A63, B3A6, D22) y LPA 12:0 y 18:1 (0,1 uM) mediante ELISA. Se
calcularon los valores de CEso a partir de las curvas de titulacion utilizando 6 concentraciones crecientes de mAb
purificades (de 0 a 0,4 ug/mL). La CEsp representa la concentracién de anticuerpo eficaz con 50% de ia unién
maxima. Max indica la unién maxima (expresada como DQ450). Los resultados se muestran en |a tabla 4.

Tabla 4: Cinética de unién directa de mAb anti-LPA

B3 B7 B58§ D22 AB3 B3A6
CEsp (nM) 1.420 0,413 0,554 1,307 0,280 0,344

LPA 12:0
Max {DO450) 1,809 1,385 1,352 0,449 1,269 1,326
CEsp (nM) 1,067 0,274 0,245 0,176 0,298 0,459

LPA 18:1
Max (DO450) 1,264 0,973 0.847 0,353 1,302 1,027

Se determinaren los parémetros cinéticos k. (constante de velocidad de asociacion), ks (constante de velocidad de
disociacion) y Kp (constante de equilibrio de asociacién) para los 6 candidatos principales utilizando una maquina
BlAcore 3000 Biosensor. En este estudio, el LPA se inmovilizé sobre la superficie del detector y los mAb anti-LPA se
hicieron fluir en disolucién sobre la superficie. Tal como se muestra, los seis mAb se unen a LPA con unos valores
de Kp similares que varian de 0,34 a 3,8 pM y tienen pardmetros cinéticos similares.

Los mAb murincs anti-LPA muestran alta afinidad por LPA

ElI'LPA se inmoviliz al chip detector a unas densidades que recorren 150 unidades de resonancia. Se hicieron pasar
diluciones de cada mAb sobre el LPA inmovilizado y se obtuvieron las constantes cinéticas mediante una regresion
no lineal de fases de asociacién/disociacidn. Los errores se muestran como la desviacién estandar utilizando al
menos tres determinaciones en ensayos por duplicado. Se determinaron las afinidades aparentes mediante Kp =
ka'ka. ka = constante de velocidad de asociacion en M™'s™. ks = constante de velocidad de disociacion en s

Tabla 5: Afinidad del mAb anti-LPA por LPA

mAb ka (Ms™) kq (™) Ka (pM)
AB3 44610x10° 1x10° 23605
B3 70615x10° 1x 107 14603
B7 6,260,1x10” 1x 10° 1660,1
D22 30609x 107 1x 107 33610
B3A6 1,2609x10° 19604x10° 16612

Perfil de especificidad de seis mAb anti-LPA

Se han identificado muchas isoformas de LPA que son bioldgicamente activas vy resulta preferible que el mAb las
reconozca todas en algin grado para que tenga importancia terapéutica. La especificidad de los mAb anti-LPA se
evalué utilizando un ensayo de competicién en ef que se afadié el lipido competidor a la mezcla de anticuerpo-lipido
inmovilizado. Se realizaron ensayos de ELISA competitivos con 6 mAb para evaluar su especificidad. El LPA 18:1 se
captur6 sobre placas de ELISA. Cada lipido competidor (hasta 10 um) se diluyd en serie en BSA (1 mg/mL)-PBS y
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después se incubd con los mAb (3 nM). Las mezclas después se trasladaron a pocillos revestidos con LPA y se
midié la cantidad de anticuerpo unido con un anticuerpo secundario. Los datos se normalizaron para una sefial
méxima (A4} ¥ Se expresan como porcentaje de inhibicidn. Los ensayos se realizaron por triplicado. Clsg
concentraciéon de inhibicién semiméxima; M. inhibicidn méaxima (% de unién en ausencia de inhibidor); -: no se
calcula debido a una inhibicion débil. Un resultado de inhibicién alto indica el reconocimiento del lipido competidor
por el anticuerpo. Tal como se muestra en la tabla 6, todos los mAb anti-LPA reconocer |as diferentes isoformas de
LPA.

Tabla 6: Perfil de especificidad de seis mAb anti-LPA

LPA 14:0 LPA 16:0 LPA 18:1 LPA 18:2 LPA 20:4
Clso M| Clso M Clso MI Clso Mi Ciso Mi
uM % uM % uM % uM % uM %
504B3 0,02 723 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

504B58-3F8 0,26 63,9 5,698 =100 1,5 79,3 1,240 92,6 0,304 79,8

5048104 0,32 231 1,857 26,5 28,648 >100 1,591 36 0,32 20,1
504D22-1 0,164 349 0,543 31 1,489 47,7 0,331 314 0.164 29,5
504A63-1 1,147 319 5,994 45,7 - - - - 0,118 14,5
50483A86-1 0,108 59,9 1,151 81.1 1,897 87,6 - - 0.131 449

De modo interesante, los mAb anti-LPA fueron capaces de discriminar entre LPA 12:0 (lauroilo), 14:0 (miristoilo},
16:0 {palmitollo), 18:1 {oleoilo}, 18:2 (linoleoilo} y 20:4 (araquidonollo}. El orden de clasficacion para CEsq fue para
los lipidos insaturados 18:2 > 18:1 > 20:4 y para los lipidos saturados 14:0 > 16:0 > 18:0. Son deseables mAb con
una alta especificidad para su utilizacién en Ultimo témino para el desamollo de farmacos. La especificidad de los
mAD anti-LPA se evalud para su unon a biolipidos relacioniados con LPA, tales como acido diestearoilfosfatidico,
lisofosfatidilcolina, S1P, ceramida y ceramida-1-fosfato. Ninguno de los seis anticuerpos mostro reactividad cruzada
con diestearofl-PA y LPC, el precursor metabolico inmediato de LPA.

Ejemplo 10: Actividades anticancer de anticuerpos monoclonales anti-LPA
Proliferacion de células cancerosas

E! LPA es un potente factor del crecimiento que apoya la supervivencia y la proliferacion celular mediante la
estimulacion de G, Gq y Gqzns a través de receptores de GPCR vy la activacion de acontecimientos de sefializacian
corriente ahajo. Se ensayaron lineas celulares para su respuesta proliferativa a LPA (de 0,01 mM a 10 mM}. La
proliferacién celular se ensayd utilizando el kit de ensayo de proliferacién celular de Chemicon (Temecula, CA)
{Panc-1) v la titulacién Cell-Blue de Pierce {Caki-1). Cada valor de los datos es la media de tres experimentos
independientes. E|l LPA aumenta la proliferacion de 7 lineas de células tumorales derivadas de ser humano de una
manera dependiente de la dosis, que incluyen células SKOV3 y OVCAR3 (cancer de ovario), Panc-1 (cancer
paricredtico), Caki-1 (células de carcinoma renal), DU-145 {cancer de prdstata), A549 {carcinoma de pulmén) y HCT-
116 (adenocarcinoma colorrectal) y una linea de células tumorales derivada de rata, RBL-2H3 (células de leucemia
de rata}. Aunque las células derivadas de tumores normalmente tienen unos altos niveles basales de proliferacion, el
LPA parece aumentar ain mas la proliferacién en la mayoria de ias lineas de células tumorales. Se evaluaron mAb
anti-LPA {B7 y B58) para la capacidad para inhibir la proliferacién inducida por LPA en lineas celulares de cancer
humanas seleccionadas. Se demostré que el aumento en la proliferacion inducido por el LPA es mitigado por la
adicion de mAb anti-LPA.

El mAb anti-LPA sensibiliza a las células tumorales frente a agentes guimioterapéuticos

Se investigd la capacidad del LPA para proteger a las células de un tumor ovérico frente a la apoptosis cuando se
exponen a niveles clinicamente pertinentes del agente quimioterapéutico padlitaxel (taxol). Células SKV0O3 se
trataron con FBS al 1% (S), taxol (0,5 mM) +/- mAb anti-LPA durante 24 h. El LPA protegio a las células SKVO3
frente a la apoptosis inducida por taxol. La apoptosis se ensayd midiendo la actividad caspasa segun recomienda el
fabricante (Promega). Tal como se anticipd, el LPA protegid a la mayoria de las linies celulares de cancer ensayadas
frente a la muerte celular inducida por taxol. Cuando se afiade anticuerpo anti-LPA a unia seleccion de células que
responden a LPA, el anticuerpo anti-LPA bloquea la capacidad de! LPA para proteger a las células de la muerte
inducida por el agente quimioterapéutico citotdxico. Ademas, el anticuerpo anti-LPA es capaz de eliminar la

38




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2411979 T3

proteccién proporcionada por el suero. Se calcula que el suero contiene LPA aproximadamente 5-20 mM. La
activacion de caspasa-3,7 inducida por taxol en células SKOV3 y la adicién de suero a las céluias protege a las
células frente a la apoptosis. La activacion de la caspasa inducida por taxol fue potenciada por la adicion de los 3
mAb anti-LPA al medio de cultivo. Esto sugiere que los efectos protectores y antiapoptoticos del LPA fueron
eliminados mediante la neutralizacion mediada por anticuerpos selectivos del LPA presente en el suero.

El mAb anti-LPA inhibe {a migracifin mediada por LPA de células tumorales

Una caracteristica importante de los canceres metastasicos es que las células tumorales escapan a la inhibicién por
contacto y migran a sitios lejanos de su tejido de origen. Se ha demostrado gque el LPA estimula el potencial
metastasico en varios tipos de céiulas cancerosas. Por consiguiente, os inventores ensayaron la capacidad de mAb
anti-LPA para bioquear |a migracidn celular dependiente de LPA en varias lineas celuiares de cancer humanas
utilizando el ensayo del cierre de herida en una monocapa celular. Las células se siembran en placas de 96 pocillos
y se cuitivan hasta la confluencia. Después de 24 h de ayuno, en el centro de los pocillos se realiza una herida en la
monocapa con ia punta de una pipeta. En este ensayo aceptado por la técnica (‘scratch assay”), las céluias
responden a la herida en la monocapa celular de un modo estereotipado migrando hacia la herida y cerrando la
herida. Ef avance de ia migracidn y el cierre de 1a herida se controla mediante fotografia digital con un aumento 10x
en momentos deseados. Las células no se trataron (NT), se trataron con LPA (2,5 mM) con o sin mAb B7 (10
mg/mL) o un isotipe que se corresponde con un anticuerpo no especifico (NS) (10 mg/mL). En ias células no
tratadas, una gran brecha permanece entre ios margenes de la monocapa después de haber realizado la herida. Por
contraste, las céluias tratadas con LPA sélo presentan una pequefia brecha en ese mismo moento y unas pocas
células estan estableciendo contacto a través de ia brecha. En células tratadas con LPA y el anticuepo anti-LPA B7,
la brecha en este momento es varias veces mayor que en el tratamiento sélo con LPA, aungue no es tan grande
comao en las células control sin tratar. Esto demuestra que el anticuerpo anti-LPA tiene un efecto inhibidor sobre la
migracién estimulada por LPA de células de carcinoma de células renales (Caki-1). Se obtuvieron datos similares
con los mAb B3 y B58. Esto indica que el mAb anti-LPA puede reducir la migraciéon mediada por LPA de lineas
celulares producidas originariamente a partir de carcinomas metastasicos.

Los mAb anti-LPA inhiben la liberacién de citoquinas protumorigénicas desde células tumorales

El LPA ests implicado en el establecimiento y ef avance del cancer proporcionando un microentorno que favorece el
crecimiento de} tumar y estimulando la angiogénesis. En particular, se han observado un aumento en los factores
que favorecen &! crecimiento, tales como IL-8 y VEGF, en células cancerosas. La iL-8 estd muy implicada en el
avance y la prognosis del cancer. La IL-8 puede ejercer su efecto en el cancer a través de la estimulacion de la
neovascularizacén y la induccion de la quimiotaxis de neutréfilos y células endoteliales. Ademas, la sobreexpresidn
de IL-8 se ha correlacionado con el desarrollo de un fenotipo resistente a farmacos en muchos tipos de canceres
humanos.

Se ensayaron tres mAb anti-LPA (B3, B7 y B58) para sus capacidades para reducir la produccion de -8 in vitro
comparado con un anticuerpo no especifico (NS). Se sembraron células Caki-1 en placas de 96 pocillos y se
cultivaron hasta la confluencia. Después de un ayuno de suero durante la noche, las células se trataron con LPA
18:1 (0,2 mM), con o sin [os mAb anti-LPA B3, B7, B58 o NS (no especifico). Después de 24 h, los sobrenadantes
cultivados de células de cancer renal (Caki-1), tratadas con o sin LPA y en presencia de concentraciones crecientes
de los mADb anti-LPA B3, B7 y B58 se recolectaron y se analizaron para los niveles de IL-8 utilizando un kit ELISA
disponible en el mercado (Human Quantikine Kit, R&D Systems, Minneapaolis, MN). En las células pretratadas con
los mAD anti-LPA, 1a expresidn de IL-8 se redujo significativamente de una manera dependiente de la dosis (de 0,1-
30 mg/mL de mAb), mientras que LPA aumenta la expresion de IL-8 en una media del 100% en células no tratadas.
Se obtuvieron resultados similares con otro factor proangiogénico muy conocido, VEGF. También se observd la
inhibicién de 1a liberacién de IL-8 por los mAb anti-LPA en otras lineas de células cancerosas, tales como la linea
celular pancreatica Panc-1. Estos datos sugieren que el bloqueo de la liberacién de factores proangiogénicos es un
efecto adicional y potencialmente importante de estos mAb anti-LPA.

Los mAb anti-LPA inhiben la inhiben la angiogénesis in vivo

Uno de los mAb anti-LPA (B7) se ensay0 para su capacidad para mitigar la angiogénesis in vivo utilizando ef ensayo
de lecho corto de Matrigel. Este ensayo utiliza Matrigel, una mezcla patentada de remanentes tumorales que
incluyen membranas basales derivadas de tumores murinos. Cuando Matrigel, o su derivado con menos factores del
crecimiento (Matrigel GFR), se inyecta por via subcutanea en un animal, se solidifica y forma un “lecho corto™. Si se
mezclan factores proangiogénicos con la matriz antes de su colocacion, el lecho corto serd invadido por células
endoteliales vasculares que acaban formando vasos sangufneos. El Matrigel puede prepararse solo 0 mezclado con
factores del crecimiento recombinantes (bFGF, VEGF) o células tumorales y después inyectarse por via subcutanea
en los flancos de ratones hembra atimicos (NCr Nu/Nu) de 6 semanas. En este ejemplo, se introdujeron céfulas
Caki-1 (carcinoma renal) dentro del Matrigel y que producen suficientes niveles de VEGF y/o IL-8 y LPA. Se
preparan lechos cortos de Matrigel que contienen 5 x 10° c&lulas Caki-1 de ratones tratados con disolucién salina o
con 10 mg/kg de mAb anti-LPA B7, cada 3 dias comenzando ¢! dia 1 antes de la implantacion del Matrigel. Los
lechos cortos se tifien para CD31 endotelial, seguido de la cuantificacién de la microvasculatura formada en los
lechos cortos. Los datos de cuantificacion son la media +/- MEE de al menos 16 campos/seccién de 3 lechos cortos.
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Los lechos cortos de ratones tratados con el mAb anti-LPA B7 muestran una reduccién destacada en la formacion
de vasos sanguineos, seglin se ensaya mediante tincion endotelial para CD31, comparado con los lechos cortos de
ratones tratados con disolucion salina. La cuantificacién de los vasos tefiidos demuestra una reduccidon mayor que
50% en la angiogénesis en lechos cortos que contienen Caki-1 procedentes de animales tratados con mAb B7,
comparado con ios animales tratados con disolucién salina. Esto resuitd una reduccién estadisticamente significativa
(p<0,05 para mAb B7 frente a disolucion salina, segln se determina mediante el ensayo de la t de Student) en la
angiogénesis de células tumorales como resultado del tratamiento con mAb anti-LPA,

Los mAb anti-L PA reducen el avance del tumor en xenoinjertos renales y pancreaticos

Los anticuerpos anti-LPA han demostrado (ver anteriormente) ser eficaces para reducir la proliferacion de céiulas
tumorales inducida por LPA, la migracion, la proteccién frente a la muerte celular y la liberacion de citoquinas en
mltiples lineas celulares tumorales. Los mAb B58 y B7 después se ensayaron en un modelo de xenoinjerto de
cancer renal y pancreatico. A continuacion se exponen los resultados preliminares que demuestran 10s potenciales
efectos antitumorigénicos de la estrategia de anticuerpos anti-LPA.

Se desarrollaron tumores mediante la inyeccion subcutanea de células de tumores humanos Caki-1 y Panc-1 en el
flanco izquierdo de ratones atimicos (NCr Nu/Nu) hembra de 4 semanas utilizando protocolos convencionales.
Después de 10 dias para Caki-1 y 30 dias para Panc-1, cuando se habian formado tumores solidos
(aproximadamente 200 mm’)‘ los animales se clasificaron aleatoriamente en grupos de tratamiento. Ef tratamiento
se inicié mediante la administracién infraperitoneal de 25 mg/kg de los mAb anti-LPA o de portador (disolucidn
salina). Los anticuerpos se administraron cada tres dias durante la duracién del estudio. Los tratamientos
consistieron en 25 mg/kg de mAb anti-LPA BS58 para los fumores Caki-1 y de mAb B7 para Panc-1 o disolucidon
salina. Los datos son la media +/- MEE de 7 ratones tratados con disolucidn salina y 6 ratones tratados con B58 para
el estudio de Caki-1 y 4 ratones tratados con disolucién salina y 5 tratados con B7 para el estuido de Panc-1. Se
midieron los volumenes tumorales en dias alternos utilizando calibradores electrénicos y se deteiminé el volumen
tumoral mediante ta farmula P? x L/2. Después los animales se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron 1500
mm® en el grupo de disolucidn salina. Se registraron los pesos y los volumenes tumorales finales.

En este experimento preliminar, la capacidad de los mAb anti-LPA para reducir el volumen tumoral fue evidente
después de que los tumores alcanzasen aproximadamente 400-500 mm’. En este momento, los tumores de los
animales control continuaron creciendo, mientras gue los tumores de los animales tratados con mAb anti-LPA
mostraron una velocidad de crecimiento mas lenta en ambos modelos de xenoinjerto. Los datos demuestran que el
mAb anti-LPA también reduce el peso final de los tumores de Caki-1 y Panc-1 cuando se compara con los pesos de
los tumores de los animales tratados con disolucién salina.

Los mAb anti-L PA modulan los niveles de citoquinas proangiogénicas en la circulacion en animales con tumores

Los mAb anti-LPA (B58 y B7) también influyen en los niveles de citoguinas proangiogénicas en la circulacion. En
animales tratados con ef mAb7 anti-LPA (Panc-1), &l nivel sérico de interleuquina-8 (IL-8) no fue detectable en
ninguno de los animales tratados con anticuerpos, mientras que si fueron detectables los niveles séricos de IL-8 en
los xenoinjertos de Panc-1 y Caki-1 depsués de 85 y 35 dias, respectivamente. De forma mas importante, existe una
fuerte correlacién (r = 0,98) entre el tamano del tumor y los niveles de IL-8. En los animales que portan tumores
Caki-1, los niveles séricos de IL-8 humana también se redujeron por el tratamiento con mAbS58 anti-LPA (r = 0,34),
cuando se compara con el tratamiento con disolucidn salina (r = 0,55). Tal como s& mencionoé anteriormente, se cree
que la reduccién de los niveles de citoquinas en la circulacién es debida a una inhibicién directa de la liberacién de
citoquinas desde las propias células tumorales. Los datos demuestran la capacidad del mAb anti-LPA para reducir el
avance del tumor, mientras que también reducen ios niveles de compuestos proangiogénicos en la circulacion,

Los mAb anti-L.PA reducen el avance del tumor en un modelo muring de metastasis

Una caracteristica importante del avance del tumor es la capacidad de un tumor para metastatizar y formar ndduios
tumoraies secundarios en sitios remotos. Los estudios in vitro descritos en la presente anteriormente han
demostrado la capacidad de LPA para inducir a las células tumorales para evitar la inhibicién por contacto y
estimular la migracidén en un ensayo de cierre de herida para la movilidad celular. En estos estudios, los mAb anti-
LPA también inhiben a ios efectores estimuiantes del crecimiento tumoral de LPA. Se ensay6 la eficacia del mAb
anti-LPA para inhibir la metastasis tumoral in viva, El fendmeno de la metastasis tumorai ha sido dificil de imitar en
modelos animales. Muchos investigadores utifizan un modelo de metastasis “experimental” en e que las células
tumorales se inyectan directamente en ia cormiente sanguinea.

La formacidn de vasos sanguineos es un proceso integral de metastasis, porgue un aumento en el nimero de vasos
sanguineos significa que ias células tienen que recorrer una distancia mas corta para alcanzar la circulacién. Se cree
que el mAb anti-LLPA inhibiria la metéstasis de células tumorales in vivo, basandose en el descubrimiento de que el
mAb anti-LPA puede bloquear varias etapas integrales en el proceso metastasico.

El estudio fue el siguiente, Se empled un melanoma murino altamente metastasico {B16-F10) para estudiar el efecto
terapéutico de tres mAb anti-LPA scbre la metastasis in vivo. Este modelo ha demostrado ser muy sensible a los

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

&0

ES2411979 T3

inhibidores de cPA de autotaxina. Ratones hembra de 4 semanas (C57BL/G) recibieron una inyeccion de células
tumorales de melanoma murino B16-F10 {100 ut de 5 x 10* células/animales) a través de la vena de la cola. A los
ratones {10 por grupo) se les administraron 25 mg/kg del mAb anti-LPA (B3 o B7) o disolucion salina cada tres dias
mediante una inyeccién intraperitoneal. Después de 18 dias, los pulmones se recolectaron y se analizaren. Los
organos pulmonares son el sitic metastasico preferido de las células de melanoma y por tanto se evaluaron
cuidadosamente para la observacion de nédulos metastasicos. Los pulmones se inflaron con formaldehido
tamponado al 10% a través de la traquea, para inflar y fijar simultdneamente, de modo que pudiesen detectarse
incluso los focos pequenios tras un examen histoldgico. Los pulmones se separaroh en cinco [dbulos y los tumores
se clasificaron segun su dimension (grandes = 5 mm; medianos 1-4 mm; pequefios < 1 mm) y se contaron bajo un
microscopio de diseccion. Tras estudiar los pulmones, el nimero de tumores era claramente menor en los animales
tratados con anticuerpos. Para los animales tratados con el mAb B3, los tumores grandes se redujeron en 21%, los
tumores medios en 17% vy, los tumores pequenos en 22%. Un andlisis estadistico mediante un ensayo t de Student
produjo un p<0,05 para el nimero de tumores pequefios en animales tratados con mAb B3 frente a la disolucion
salina.

Tal como se muestra en los anteriores ejemplos, se ha demostrado que los efectos tumorigénicos de LPA se
extienden a lineas celulares de carcinoma renal {por ejemplo, Caki-1) y de carcinoma pancreatico (Panc-1). El LPA
induce la proliferacién de células tumorales, la migracidn y la liberacidn de agentes proangiogéticos y/o
prometastasicos, tales como VEGF e IL-8, en ambas lineas celulares. Se ha demostrado que tres anticuerpos anti-
LPA monoclonales especificos de alta afinidad muestran eficacia en un pane! de ensayos celulares in vitro y
modelos de tumores in vivo de angiogénesis y metastasis.

Ejemplo 11: Inmunchistoquimica de material de biopsia tumoral

El objetivo de este ejempio es demaostrar que los mAb desarroflados contra S1P pueden utilizarse para detectar 1P
en material de biopsia. Este método inmunohistoquimico (IHC) evalda e nivel de fa S1P en el tumor (que se cree
que es producida por €l propio tumor) y puede ser mas sensible y especifico que medir la expresion de proteinas o
ARN de esfingosina quinasa. Ademas, el método IHC no sufre disminucién de la sefal de S1P, puesto que la S1P
segregada del tumor es diluida en el espacio extracelular (por ejemplo, compartimento plasmatico). Los inventores
analizaron el contenido en $1P en secciones de tumor humano U937 (congeladas, espesor de 10 mm) procedentes
de un modelo de Matrigel/xenoinjerto de ratdn. Las células U937 (inea celular de linfoma humano; ATCC n° de
catalogo CRL-1593.2) se mezclaron con la matriz de Matrigel a una concentraciéon de 10,5 mg/mL. Se implantaron
600 mL de mezcla de Matrigel que contenia U937 (30 x 10° célulasflecho corto en un volumen de 600 mL) en el
flanco derecho de ratones hembra nu/nu de 4-6 semanas y se dejaron crecer durante 30 dias. Los animales se
sacrificaron y se extirparon los lechos cortos de Matrigel y se infrodujeron en OTC y se congelaron de forma
instantanea en hielo seco & isopentano. Después se cortaron utilizando un criostato en secciones de 5 um. Las
seccionas después se fijaron en formaldehido tamponado neutro al 10% (Sigma, St. Louis, MO, n® de catalogo HT
50-1-1, n® de lote 025K4353) durante 20 min a temperatura ambiente y después se seccionaron. Las secciones se
lavaron con glicina 100 mM (pH 7,4) en PBS durante 5 min a temperatura ambiente, se lavaron 2x con PBS/Tween
20 al 0,1%. Las secciones se bloquearon en BSA al 1%/PBS/Tween al 0,05% durante 20 min a temperatura
ambiente. Se diluyeron los anticuerpos primarios (por ¢jemplo, mAb anti-S1P murinos) (1:25 o 1:50, segun se indica)
en BSA al 1%/PBS/Tween al 0,05% y se incubaron con secciones de tumor durante 3 h a temperatura ambiente.
Después las secciones se lavaron 3x con PBS/Tween al 0,1% con agitacion suave. Se incubaron anticuerpos
secundarios diluidos (Ab anti-ratén conjugado con FITC (1:250) y Ab anti-rata conjugado con RRx (1:2500 o 1:500)
en BSA al 1%/PBS/Tween al 0,05% con secciones de tumores durante 1 h a temperatura ambiente. Las secciones
entonces se lavaron 6x a intervalos de 5 min con PBS/Tween al 0,05%. Las secciones sé contratifieron con DAPI
(dilactato de 4',6-diamidina-2-fenilindol (DAP), 10 mg, Sigma, St Louis, MO, n° de catdlago D3571, lote 22775))
mediante incubacién con DAPI (1:5000) diluido en PBS durante 20 min a temperatura ambiente. Después las
secciones se lavaron 2x a intervalos de 5 min con PBS y 1x con H20 DI y se montaron en medio de montaje Gelvito!
y se dejaron secar. Los anticuerpos primarios utilizados fueron mAb anti-S1P LT1002 (LH-2, 15 mgimL) diluidos
hasta 1,0 mg/mL y se afadieron a una concentracién de trabajo de 1:25 en BSA al 1%/PBS/Tween al 0,05%. Los
anticuerpos secundarios utifizados fueron Ab de IgG anti-ratén (H+L) de conejo conjugade con fiuoresceina (FITC)
{Jackson ImmunoResarch, West Grove, PA n® catdlogo 315-095-003, n° de lote 67031) diluido 1:250 en BSA al
1%/PBS/Tween al 0,05%. Se capturaron imagenes con un sistema de microscopio de deconvolucion DeltaVision
{Applied Precision Inc., Issaguah, WA). E! sistema incluye un CCD Photometrics montado sobre un microscopio de
epifluorescencia invertido Nikon TE-200. En general, se tomaron 8-10 secciones oOpticas separadas por
aproximadamente 0,2 um. Los tiempos de exposicién se ajustaron de modo que la respuesta de la camara se
encontrase en el intervalo lineal para cada fluordforo. Las lentes incluian 20x y 10x. Los conjuntos de datos se
decornvolucionaron y se analizaron utilizando el programa informatico SoftWork (Applied Precision, inc.) en una
estacién de trabajo Silicon Graphics Qctane.

La $1P puede observarse con facilidad en las imagenes de biopsia tumoral utilizando este método IHC, empleando
el mAb anti-S1P como anticuerpo primario. Por contraste, no aparecio tincign de S1P en las muestras control de las
cuales se omitié el anticuerpo primario.

Aunque no se pretenda limitacion alguna por la teoria ni a estos ejemplos, se cree que la medicion del biomarcador
S1P puede utilizarse junto con mediciones de la expresién génica de receptores de S1P y de esfingosina quinasa,
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pudiendo ambos actuar como marcadores sustitutos del cancer. Los ejemplos de métodos de analisis de expresion
génica conocidos en la téenica incluyen matrices de ADN o micromatrices (Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480,
17-24, Celis, of al,, FEBS Lett., 2000, 480, 2-16), SAGE (andlisis en serie de la expresion génica) {(Madden, ef al,,
Drug Discov. Today, 2000, 5, 415-425), READS (amplificacion con enzimas de restriccién de ADNc digeridos)
{Prashar y Weissman, Methods Enzymol., 1989, 303, 258-272), TOGA (analisis de la expresion génica total)
{Sutcliffe, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 87, 1976-1981), matrices de proteinas y proteémica (Celis, ef al,,
FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, ef al., Electrophoresis, 1999, 20, 2100-2110), secuenciacién de marcadores
de secuencia expresados (EST) (Celis, of al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, ef al, J. BiotechnolL, 2000, 80,
143-157), huella genética de sustraccién de ARN (SuRF) (Fuchs, ef al., Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98; Larson, ef
al., Cytometry, 2000, 41, 203-208), clonacién de sustraccion de presentacion diferencial (DD) {Jurecic y Bejmont,
Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-321), hibridacién gendmica comparativa (Carulli, et al, J. Cell Biochem. Suppl.,
1998, 31, 286-296), técnicas de FISH (hibridacién in situ fluorescente) (Going y Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35,
1895-1804) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. Chem. High Throughput Screen, 2000, 3, 235-241).
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REIVINDICACIONES

1.- Un reactivo de diagnéstico, que comprende un soporte sdlido y un lipido bioactivo derivatizado asociado a él, en
el que &l lipido bicactivo derivatizado comprende un grupo de cabeza polar y al menos una cadena hidrocarbonada,
en el que un atomo de carbon dentro de la al menos una cadena hidrocarbonada estéd derivatizado con un grupo
sulfhidrilo colgante y en el que el lipido bicactivo se selecciona det grupo que consiste en un esfingolipido, un
metabolito de esfingolipido, un acido lisofosfatidico y un precursor del acido liscfosfatidico, en el que el esfingolipido
y el metabolito de esfingolipido se seleccionan del grupo que consiste en ceramida, ceramida-1-fosfato,
N-acetilceramida-1-fosfato, esfinganina, esfingosilfosforilcdiina (SPC), dihidroesfingosina, dihidroesfingosina-1-
fosfato, y esfingosina-1-fosfato (S1P), en el que &l lipido bicactivo esta asociado con el soporte sélido a través del
grupo sulfhidrilo.

2.- El reactivo de diagnéstico segun la reivindicacion 1, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta unido directa o
indirectamente al soporte sélido.

3.- B reactivo de diagndstico segin la reivindicacién 1, en el que el lipido bicactivo derivatizado esta unido
covalentemente directamente &l soporte sélido.

4 .- El reactivo de diagndstico segln [a reivindicacion 1, en el que el lipido bioactivo derivatizado estéd conjugado con
un resto portador, en el que dicho resto portador esté unido al soporte sélido.

5.- El reactivo de diagndstico segun la reivindicacion 1, en el que el esfingolipido es esfingosina-1-fosfato.

6.- El reactivo de diagndstico segun la reivindicacion 4, en el que el resto portador se selecciona del grupo que
consiste en una proteina, polietilenglicol, oro coloidal, adyuvantes y esferas de silicona.

7.- Bl reactivo de diagndstico segln la reivindicacion 4, en el que el resto portador es una proteina, en el que a
proteina se selecciona del grupo que consiste en hemocianina de lapa (KLH), albimina, hemaglutining, toxoide del
tétanos y toxoide de la difteria.

8.- El reactivo de diagndstico segln la reivindicacion 5, en el que el reactivo de diagndstico es un derivado de
sulfhidrilo de esfingosina-1-fosfato unido covalentemente a hemocianina de lapa (KLH) o albimina.

9.- Ei reactivo de diagnostico segun la reivindicacion 1, en el que el reactivo de diagndstico es un derivado de
sulfhidrilo del &cido lisofosfatidico unido covalentemente a hemocianina de lapa (KLH) o albimina.

10.- Un método para detectar en una muestra un resto inmunoderivado que se une & un lipido bioactivo
seleccionado, que comprende poner en contacto una muestra con un dispositivo de diagnadstico que porta un
reactivo de diagnostico segun la reivindicacién 1, bajo condiciones que permiten que &l resto inmunoderivado, si esta
presente, se una al lipido bioactivo derivatizado del reactivo de diagndstico, en el que e! ilpido bioactivo que esta
derivatizado en el reactivo de diagnéstico y el lipido bioactivo seleccionado son el mismo lipido bioactivo.

11.- El método segun ia reivindicacion 10, en el que el resto inmunoderivado se selecciona del grupo que consiste
en un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal; un anticuerpo quimérico; un fragmento de un anticuerpo
policlenal, monoclonal o quimérico; un variante de un anticuerpo policlonal, monoclonal o guimérico; un derivado de
un anticuerpoe policlonal, monaclonal o quimérico; y un sutoanticuerpa.

12.- El método segun la reivindicacion 10, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta unido al soporte sélido.

13.- El método segun ia reivindicacion 10, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta conjugado con un resto
partador,

14.- El método segun |a reivindicacién 13, en el que el resto partador esta unido al soporte sdlido.
15.- El método segun la reivindicacion 10, en el que la muestra se deriva de un animal.
16.- El método segun la reivindicacian 15, en el que el animal &s un ser humano.

17.- El métoda segun la reivindicacion 15, en el que la muestra es un fluido corparal 0 una muestra de tejido.
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Figura 1a. Sintesis de un antigeno relacionado con S1P tiolada tipico
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Figura 1b. Sintesis de un antigeno relacionado con $1P fiolada tipico (continuacion)
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Figura 1¢. Sintesis de un antigeno relacionado con S$1P tiolada tipico (continuacién)
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Figura 2a. Sintesis de un acido graso tiolado protegido tipico
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Figura 2b. Sintesis de un acido graso tiolado tipico
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Figura 3a. Sintesis de un hapteno de LPA tiolado tipico
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Figura 3b. Sintesis de un hapteno de LPA fiolado tipico {continuacién)
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Ensayo de unidn del anticuerpo S1P
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Figura 8

«a— mAb murino

e mAb quimérico
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Unién de S1P por anticuerpos 306D quiméricos y murinos
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Figura 9
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