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DESCRIPCION 

Reactivos de diagn6stico y metodos para su uso 

La presente invenciOn describe anticuerpos monodonales y metodos pare generar anticuerpos contra inmunagenos 

que comprenden una molecule lipIdica bioactiva que desemperia un papel en enfermedades humanas y/o animales 

5 como molecule de senalizacion. Una dase concrete de lipidos bioactivos de senafizacian a la que se puede apficar 

la invencion son los lisolipidos. Los lisolipidos de senahzaciOn particularmente preferidos son la esfingosina-1-fosfato 

(S1P) y los diversos acidos lisofosfatidicos (LPA). Los anticuerpos descritos en la presente pueden modificarse aim 

mas para que sean adecuados para su uso en especies animales concretas, que incluyen al ser humano, sin 

provocar una respuesta inmunolOgica neutralizante. Estos anticuerpos y sus derivados y variantes, pueden utilizarse 

10 para el tratamiento y/o la prevenciOn de diversas enfermedades o trastornos par medio de la administracian de 

composiciones farmaceuticas que contienen dichos anticuerpos, solos o en combinacian con otros agentes 

terapeuticos y/o tratamientos. Ademas, los anticuerpas tambien pueden ufilizarse para detectar lipidos de 

senalizacian bioactivos en muestras biolOgicos, proporcionando con ello informacion Ofil para muchos fines que 

incluyen, pero no se limitan al diagnastico y/o la prognosis de enfermedades y el descubrimiento y el desarrollo de 

15 nuevas modalidades de tratamientos que modifiquen la producciOn y/o las acciones del lipido diana concreto. Las 

enfermedades o los trastornos que se veran afectados por las composiciones de la invenciOn incluyen, pero no se 
limitan a enfermedades que presentan hiperproliferaciOn, angiogenesis, inflamacion, fibrosis y/o apoptosis como 

parte de su patologia subyacente. 

Antecedentes de la invencion 

20 1. Antecedentes  

A. Lipidos de serializacion bioactivos  

Los lipidos y sus derivados se reconocen ahora coma importantes dianas para la investigacien mediae, no solo 
como simples elementos estructurales en las membranas celulares, agentes solubilizantes, materia prima para 

vitaminas u hormonas, o coma fuente de energia para la p-oxidaci6n, la glicalisis u otros procesos metabOlicos. En 

25 concreto, ciertos lipidos bioactivos actaan como mediadores de la senalizaciOn importantes en enfermedades de 

animales y seres humanos. Aunque la mayorla de los lipidos en la membrana plasmatica desempenan un papel 

exclusivamente estructural, una pequefla proporciOn este impficada en transmitir estimulos extracelulares hacia el 

interior de las °Mules. La "senalizaciOn de lipidos" se refiere a cualquiera de una serie de vies de transducci6n de 

senales celulares que emplean lipidos bioacfivos coma primer o segundo mensajero, incluyendo la interacciOn 
30 directa de una molecule de senalizaciOn lipidica con su propio receptor especifico. Las vias de serializacien lipidicas 

son activadas por una diversidad de estImulos extracelulares, que varian desde factores del crecimiento a citoquinas 

inflamatorias y regulan las decisiones del destino de la celula, tales coma la apoptosis, la diferenciacian y la 
proliferaciOn. La investigacidon de la senalizacian de lipidos bioactivos es un area de intensa investigaciOn cientifica a 

medida que se van identificando cada vez mas I ipidos bioactivos y se caracterizan sus acciones. 

35 Los ejemplos de lipidos bioactivos incluyen los eicosanoides derivados del acid° araquidanica (que incluyen los 

metabolitos de eicosanoides, tales como los HETE, cannabinoides, leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, addos 

epoxieicosatrienoicos, e isoeicasanoides), mediadores de cannabinoides no eicasanoides, fosfolipidos y sus 

derivados, tales coma acido fosfatidico (PA) y fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipinas, asi como lisofosfolipidos, tales 

como lisofosfafidilcolina (LPC) y diversos acidos lisofosfatidicos (LPA). Los mediadores lipidicos de serializaciOn 
40 bioactivos tambien incluyen los esfingolipidos, tales como ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina, esfinganina, 

esfingosilfosforilcolina (SPC) y esfingosina-1-fosfato (SIP). Los esfingolipidos y sus derivados representan un grupo 

de molecules de serializacian extracelular e intracelular con efectos pleiotrOpicos sobre importantes procesos 
celulares. Otros ejemplos de lipidos de sefializacion bioactivos incluyen fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina 

(PEA), diacilglicerido (DG), sulfatidas, gangliesidos y cerebresidos. 

45 Tal coma se esperaria, los lipidos biolagicos (es decir, los lipidos que aparecen en la naturaleza, en particular en 

organismos vivos) generalmente son no inmunogenicos o son muy debilmente inmunogenicos. Coma tales, los 

lipidos se han considerado tradicionalmente coma dianas inapropiadas pare las estrategias terapeuficas y de 

diagnOstico/prognosis basadas en anticuerpos. La bibfiografia contiene un informe acerca de un anticuerpo 

monoclonal que se dirige a una forma derivatizada de fosfatidilserina (PS), conjugado con una proteina portadora. La 

50 fosfatidilserina es un aminofosfolipido de la membrana plasmatica. La perdida de la orientaci6n hacia el interior o el 
exterior del lipid° de membrana, en particular la emergencia de la fosfatidilserina a la superfide celular, da coma 

resulted° la expresion de propiedades alteradas de la superficie que modulan la funcion celular e influyen en la 

interacciOn de las celulas con su entorno (Zwaal y Schroit (1997), Blood, 89:1121-1132). Por ejemplo, la PS se 

redistribuye desde la cara interne de la membrana celular (su emplazamiento normal) hacia la cara externa durante 

55 la apoptosis. 

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

que provocan respuestas inmunolOgicas especificas contra la PS. El acoplamiento covalente de la PS a un portador 
proteico (BSA) a traves de la cadena lateral de acilo graso del lipido conserve 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)/polipeptido o de 
PS/polipeptido, que se forman administrando un conjugado de PS/polipeptido o un conjugado de PC/polipeptido a un 

animal. Tambien se describen metodos para detectar PS, un conjugado de PC/polipeptido o de PS/polipeptido.  
5 Iambi& se describen motodos para fabricar un anticuerpo que se une de modo especifico a PS mediante la 

administracion a un animal de una composiciOn farmaceutica que comprende una composicien de conjugado de 
PS/polipeptido, asi como metodos para tratar el cancer en el animal al cual se administra el conjugado, es decir, 
como una vacuna del cancer. Tambien se describe la inducciOn de autoinmunidad para la terapia del cancer 

mediante la inmunizaci6n de animales con complejos de 02-glicoproteina I/lipido (es decir, lipido y glicoproteina con 
10 asociacien no covalente). Los autores afirman que se dirigen varies respuestas autoinmunolOgicas contra los 

complejos de 132-gficoproteina I/lipido (citando a Schousboe (1979), Biochim. Biophys. Acta, 579:396-408) y asi la 

generaci6n de una respuesta anti-complejo puede representar un avance muy importante en el tratamiento de 
canceres. 

Thorpe, Schroit et al. describen un anticuerpo monoclonal (3G4) que se une a fosfolipidos ani6nicos en presencia de 

15 suero o de la prateina serica 62-glicoproteina I (62-GPI) (Luster et al. , J. Biol. Chem., 281:29863-29871). Descrito en 

un primer momento como un anticuerpo que se dirige especificamente a fosfolipidos aniOnicos este anticuerpo se 
dirige a celulas endoteliales en tumores de ratones (Ran et al. (2005), Clin. Cancer Res., 11:1551-1562). 

Posteriormente se demostrt que el anticuerpo se une a complejos de fosfolipidos ani6nicos y 62-GPI sobre vasos de 

tumores, de modo que la uni6n del anticuerpo a PS depende de 132-GPI (Huang et al. (2005), Cancer Res., 65:4408- 

20 4416). El anticuerpo potencia la uni6n de 62-GPI a las celulas endoteliales a traves de la dimerizacion de 132-GPI. De 

hecho, los dimeros de 132-GPI artificiales pueden unirse a las membranas de las celulas endoteliales incluso en 

ausencia del anticuerpo (Luster et al. , J. Biol. Chem., 281:29863-29871). Una versiOn 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 fragmentos o inmunoconjugados que se unen 
25 a PS y compiten con el anficuerpo 3G4 por la uniOn a la PS. Thorpe et at (documentos US 6.818.213, US 6.312.294 

y US 6.783.760) describen conjugados terapeuticos que se unen a aminofosfolipidos y tienen un agente terapeutico 
unido. 

Baldo et at (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 

30 PAF es un plasmaltgeno de colina en el que la posici6n C-2 (sn2) del glicerol este esterificada con un grupo acetilo 
en lugar de un acid° graso de cadena large. 

Vielhaber e t at indican la caracterizaci6n de dos reactivos de anticuerpos supuestamente especificos para 
ceramidas, uno es un suero de ratan policlonal enriquecido en IgM y el otro es un anticuerpo monoclonal IgM. Se 
descubrit que el anticuerpo monoclonal era especifico para la esfingomielina y que el antisuero reaccionaba con 

35 diversas especies de ceramidas en el intervalo nanomolar (Vielhaber G. et al. (2001), Glycobiology, 11:451-457). 

Tambien citan la falta de reactivos de anticuerpos contra ceramidas disponibles en el mercada Krishnamurthy e t at 

indicaron recientemente la generacian de IgG 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 Unica esqueleto 
40 hidrocarbonado, debido a la ausencia de un grupo acilo en una o ambas posiciones posibles de acilaciOn. Con 

relacion al grupo de cabeza polar en sn-3, la cadena hidrocarbonada puede estar en la posici6n sn-2 y/o sn-1 (el 
termino "liso", que originariamente se referia a la hemolisis, ha sido redefinido por la IUPAC para indicar la 
desacilaciOn) Vease "Nomenclature of Lipids", www.chem.qmul.ac.uk/iupac/lipid/lipinZhtml.  Estos lipidos son 

representativos de los lipidos de senafizacitn bioactivos y su importancia biolOgica y medica destaca lo que puede 
45 lograrse mediante el transporte dirigido de molecules de senalizacien fipidicas para fines terapeuticos, de 

diagn6stico/prognosis o de investigacien (Gardell et at (2006), Trends in Molecular Medicine, vol. 12:65-75). Dos 
ejemplos concretos de lisolipidos importantes desde el punto de vista medico 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 

50 N-acetilceramida-1-fosfato. Por contraste, los plasmaltgenos, que contienen un 0-alquil (-0-CH2-) u 0-alquenil eter 
en el C-1 (sn1) y un acilo en C-2, estan excluidos del °anew de lisolipidos. 
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A continuacian se presentan estructuras selecdonadas de LPA, S1P y dihidro-S1P. 

LIPA(314) "PAVIA IPA(1112) 'PA(1LI) 'PAUL* SIP  

El LPA y la El LPA no es una Unica entidad molecular sino una coleccien de variantes estructurales endegenas con 
acidos grasos de diversas longitudes y grados de saturacien (Fijiwara et at (2005), J. Biol. Chem., vol. 280:35038- 

5 35050). El esqueleto estructural de los LPA se derive de fosfolipidos con una base de glicerol, tales como 
fosfafidilcolina (PC) o acid° fosfatidico (PA). En el case de los hsoesfingolipidos, tales como SIP, el acid° graso del 
esqueleto de ceramida en sn-2 este ausente. El esqueleto estructural de SIP, dihidro-S1P (DHS1P) y 

esfingosilfosforilcolina (SPC) este basado en la esfingosina, que se derive de la esfingomielina. 

LPA y SIP regulan diversas vies de senalizacion celulares mediante su union a la misma clase de receptores 
10 acoplados a proteina G (GPCR) de mUltiples dominios transmembrana (Chun J., Rosen H. (2006), Current Pharm. 

Des., vol. 12:161-171; y Moolenaar, W.H. (1999), Experimental Cell Research, vol. 253:230-238). Los receptores de 
S1P se denominan S1R1, S1 P2, S1133, S1 P4 y S1 P5 (anteriormente EDG-1, EDG-5/AGR16, EDG-3, EDG-6 y EDG-8) 
y los receptores de LPA se denominan LPA1, LPA2 y LPA3 (anteriormente EDG-2, EDG-4 y EDG-7). Se ha 
identificado un cuarto receptor de LPA de esta familia para LPA (LPA4) y tambien se han indicado otros receptores 

15 putativos para estos hsofosfolipidos. 

C. Acidos lisofosfaticos (LPA)  

Los LPA se conocen desde hace tiempo come precursores de la biosintesis en celulas eucariotas y procariotas, pero 
solo ha sido en fechas recientes que los LPA han surgido como molecules de serializacien que son producidas y 
hberadas con rapidez por las celulas activadas, en particular plaquetas, para influir en las celulas diana actuando 

20 sobre un receptor de la superficie celular especifico (lease, por ejemplo, Moolenear et at (2004), BioEssays, vol. 
26:870-881; y van Leewan e t at (2003), Biochem. Soc. Trans., vol. 31:1209-1212). Ademas de ser sintetizado y 
procesado para producir fosfolipidos mas complejos en el reticule endoplasmico, el LPA puede generarse a traves 
de la hidrelisis de fosfolipidos preexistentes despues de la activacion celular; pot ejemplo, en la posicien sn-2 
habitualmente falta un resto acido graso debido a la desacilacien, dejando selo el hidroxilo sn-1 esterificado en un 

25 acid° graso. Ademas, una enzima dave para la produccion de LPA, la autotoxina (lisoPLD/NPP2), puede ser el 
producto de un oncogen, puesto que muchos tipos de tumores sobrerregulan a 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 ufilizando un procedimiento de LC/MS sensible y especifico (Baker et at 
(2001), Anal. Biochem., vol. 292:287-295). Por ejemplo, en suero humano red& preparado dejado en reposo a 25 

30 °C durante una hora, se ha calculado que las concentraciones de LPA serail de aproximadamente 1,2 mM, siendo 
las especies predominantes los analogos de LPA 16:0, 18:1, 18:2 y 20:4. De modo similar, en plasma humano recien 
prepared° dejado en reposo a 25 °C durante 1 hora, se ha calculado que las concentraciones de LPA serail de 

aproximadamente 0,7 mM, siendo las especies predominantes LPA 18:1 y 18:2. 
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El LPA influye en una amplia gama de respuestas biologicas, que varian de la induction de la proliferaciOn celular, la 

estimulaciOn de la migraci6n celular y la retraction de neuritas, el cierre de huecos entre uniones, e induso la 

quimiotaxis de mohos del limo (Goetzl et at (2002), Scientific World Journal, vol. 2:324-338). El conjunto del 

conocimiento acerca de la biolog la del LPA sigue creciendo a medida que se van ensayando cada vez mas sistemas 

5 celulares para la respuesta a LPA. Por ejemplo, ahora se sabe que, adernas de estimular el crecimiento y la 
proliferacion celular, el LPA estimula la tension celular y la union de fibronectina a la superficie celular, que son 

acontecimientos importantes en la regeneraci6n y la reparaci6n de heridas (Moolenaar et at (2004), BioEssays, vol. 

26:870-881). En fechas recientes, tambien se ha atribuido una actividad antiapoptotica a LPA y recientemente se ha 

indicado que el receptor gamma de proliferaciOn de peroxisomas es un receptor/diana para LPA (Simon at at (2005), 
10 J. Biol. Chem., vol. 280:14656-14662). 

El LPA ha demostrado ser una diana dificil para la producciOn de anticuerpos, aunque existe un informe en la 
bibilografia cientifica acerca de la produccion de anticuerpos policlonales murinos contra LPA (Chen et al. (2000), 

Med. Chem. Lett., vol. 10:1691-3). 

D. Esfingosina-1-fosfato 

15 La S1P es un mediador de la proliferacien celular y protege frente a la apoptosis mediante la activacian de vlas de 

supervivencia (Maceyka et al. (2002), BBA, vol. 1585:192-201; y Spiegel at at (2003), Nature Reviews Molecular 
Cell Biology, vol. 4:397-407). Se ha propuesto que un equilibrio entre los niveles de CER/SPH y SIP proporciona un 

mecanismo reostatico que decide si una celula debe dirigirse hacia la via de la muerte o si debe protegerse frente a 
la apoptosis. La enzima reguladora cave del mecanismo reostatico es la esfingosina quinasa (SPHK), cuyo papel 

20 consiste en convertir los lipidos de serializacion bioactivos que estimulan la muerte (CER/SPH) en SIP, que estimula 
el crecimiento. La S1P tiene dos destinos: la S1P puede ser degradada por SIP liasa, una enzima que rompe la S1P 

en fosfoetanolamina y hexadecanal o, de modo menos habitual, es hidrolizada por la SIP fosfatasa para producir 

SPH. 

La S1P se genera en abundancia y se almacena en las plaquetas, que contienen altos niveles de SPHK y carecen 
25 de las enzimas para la degradaci6n de Si P. Cuando las plaquetas se activan se segrega SIP. Adernas tambien se 

cree que otros tipos celulares, par ejemplo, calulas cebadas, son capaces de segregar SIP. Tras haber sido 

segregada, se cree que SIP se une en altas concentraciones a proteinas portadoras, tales como lipoproteinas y 

albOrnina del suero. La SIP se encuentra en altas concentraciones en el plasma, habiendose indicado unas 

concentraciones en el intervalo de 0,5-5 uM. Tambien se han sugerido acciones intracelulares de la SIP (vease, par 

30 ejemplo, Spiegel S., Kolesnick R. (2002), Leukemia, vol. 16:1596-602; Suomalainen et al. (2005), Am. J. Pathol., vol. 

166:773-81). 

La expresi6n ampliamente extendida de receptores de SIP de la superficie celular permite a la SIP influir en un 

divers° espectro de respuestas celulares, que incluyen la proliferaciOn, la adhesion, la contraccian, la movilidad, la 

morfogenesis, la diferenciaciOn y la supervivencia. Este espectro de respuestas parece depender de patrones de 
35 expresi6n solapados o diferenciados de los receptores de S1P dentro de los sistemas celulares y tisulares. Ademas, 

recientemente se ha demostrado una comunicaciOn cruzada entre SIP y las vias de sefializaciOn 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 basica (bFGF) (vaase, por ejemplo, Baudhuin at at (2004), 

FASEB J., vol. 18:341-3). La regulaciOn de diversos procesos celulares que implican a SIP tiene un impacto 
40 concreto sobre la senalizaciOn neuronal, el tono vascular, la curacien de heridas, el trafico de calulas inmunolOgicas, 

la reproducci6n y la funci6n cardiovascular, entre otros. Las alteradones de los niveles end6genos de SIP dentro de 

estos sistemas puede tener efectos perjudidales, provocando varios trastornos patofisiologicos, que induyen cancer, 

insuficiencia cardiaca y enfermedades infecciosas y autoinmunolOgicas. 

Una nueva estrategia reciente para tratar el cancer inventada por el doctor Sabbadini implica reducir los niveles 

45 extracelulares biolOgicamente disponibles de SIP, como estrategia individual o combinada con tratamientos 

anticancer convencionales, que incluyen la administracien de agentes quimioterapeuticos, tales como una 

antraciclina. Para este fin, se ha descrito la generaciOn de anticuerpos especificos para SIP. Wase, por ejemplo, la 

solicitud de patente de EEUU de propiedad de los solicitantes n° de serie 10/820.582. Estes anticuerpos, que 

pueden adsorber a la S1P del suero de modo selectivo, actOan como esponjas moleculares para neutralizar la SIP 

50 extracelular. Vaanse tambien las patentes de EEUU de propiedad de los solicitantes n° 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 
S1P tambien es proangiogenica, un beneficio anadido 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 exclusivo acerca de la estrategia anti-SP1 es que aunque se han propuesto 
55 estrategias anticancer basadas en esfingolipidos que se dirigen a enzimas cave de la via metabalica de 

esfingolipidos, tales como SPHK, el propio mediador lipidico SW no ha sido previamente enfatizados, en gran 

medida por las dificultades para mitigar directamente esta diana lipidica, en particular debido a la dificultad que surge 

en primer lugar para generar anticuerpos contra un lipido diana, tal como SIP y en segundo lugar, para detectar 

anficuerpos que de hecho se han producido contra la diana de S1P. Como ya se ha mencionado, existen dificultades 
60 similares con respecto a los tratamientos y a las estrategias de diagn6stico dirigidos a otras dianas lipidicas. Esta 
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invenciOn proporciona una solucien eficaz pars ambos dilemas. 

El documento EP 0736770 A describe conjugados inmunorreactivos que comprenden un hapteno acoplado con una 
proteins portadora y/o un soporte sOlido mediante un agente de acoplamiento reactivo con SH, en los que los 
haptenos se seleccionan de aminoacidos, carbohidratos, carbohidratos aminados, fosfafidilinositol, esfingosina y sus 

5 derivados nitrosilados y/o acetilados y la proteina portadora es hidrosoluble y tiene un peso molecular >8000 kDa. 
Tambien se descdben anticuerpos y fragmentos 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 diagn6stico que contiene los anticuerpos o sus fragmentos 
mencionados anteriormente. 

10 El documento WO 03/000701 describe fosfolipidos funcionalizados con tiol que ester' unidos covalentemente a un 
sustrato de oro y/o plata, metodos para prepararlos, e intermedios Utiles pare estos fines. 

2. Definiciones 

Antes de describir la presente invencien con detalle se definiran varies terminos y expresiones utifizados en el 
contexto de la presente invenciOn. Ademas de estos terminos y expresiones, se definen otros a lo largo de esta 

15 memoria descriptive cuando sea necesario. A menos que se indique expresamente lo contrario en la presente, los 
terminos y las expresiones de la tecnica utilizados en esta memoria descriptiva tendran los significados reconocidos 
en la tecnica. 

Un "anticuerpo anti-Si F' se refiere a cualquier anticuerpo o molecula derivada de un anticuerpo que se une a S1P. 

Un "lipido bioactivo" se refiere a una molecule de senalizacien lipidica. Los lipidos bioactivos se distinguen de los 
20 lipidos estructurales (par ejemplo, fosfolipidos unidos a membranas) porque mediante en la senalizaciOn extracelular 

y/o intracelular y, asi, estan implicados en el control de la funciOn de muchos tipos de celulas modulando la 
diferenciaci6n, la migraci6n, la profiferaciOn, la secreciOn, la supervivencia y otros procesos. In vivo , los lipidos 
bioadivos pueden encontrarse en fluidos extracelulares, en donde pueden estar complejados con otras moleculas, 
par ejemplo proteinas sericas, tales como albOmina y lipoproteinas, o en forma "libre", es decir, no complejadas con 

25 otra especie molecular. Como mediadores extracelulares, algunos lipidos bioactivos alteran la senalizacien celular 
activando los canales de iones o GPCR o enzimas o factores unidos a la mem brana que, a su vez, activan sistemas 
de serializacien complejos que producen cambios en la fund& o la supervivencia celular. Como mediadores 
intracelulares, los lipidos bioactivos pueden ejercer sus acciones interaccionando directamente con componentes 
intracelulares, tales como enzimas, canales iOnicos o elementos estructurales, tales como la actina. Los ejemplos 

30 representatives de lipidos bioactivos induyen LPA y S1P. 

Los ejemplos de lipidos bioactivos incluyen esfingolipidos, tales como ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina, 
esfinganina, esfingosilfosforilcolina (SPC) y esfingosina-1-fosfato (6113). Los esfingolipidos y sus derivados y 
metabolitos se caracterizan por un esqueleto esfingoide (derivado de la esfingomielina). Los esfingolipidos y sus 
derivados y metabolites representan un grupo de moleculas de serializacien extracelular e intracelular con efectos 

35 pleiotrOpicos sabre importantes procesos celulares. Incluyen sulfatidas, ganghasidos y cerebresidos. Otros lipides 
bioactivos se caracterizan par un esqueleto con una base de glicerol; por ejemplo, lisofosfolipidos, tales coma 
lisofosfatidilcolina (LPC) y diversos acidos lisofosfatidicos (LPA), asi como fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamina 
(PEA), acid° fosfatidico, factor activador de plaquetas (PAF), cardiolipina, fosfatidilglicerol (PG) y diacilglicerido (DG). 
Otros lipidos bioactivos se derivan del acid° araquidenico; estos induyen los eicosanoides (induyendo los 

40 metabolites de eicosanoides, tales coma los HETE, cannabinoides, leucotrienos, prostaglandinas, lipoxinas, Addeo 
epoxieicosatrienoicos, e isoeicosanoides) y mediadores de cannabinoides no eicosanoides. En la presente 
descripcion tambien pueden utilizarse otros lipidos bioactivos, induyendo otros fosfolipidos y sus derivados. 

En algunas reazaciones 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 producciOn de anticuerpos, en 

45 oposicien a los lipidos bioactivos con una base de esfingosina (los que tienen un esqueleto esfingoide, tales como 
esfingosina y S1P). En otras realizaciones, puede desearse utilizar Ilpidos bioactivos derivados del acido 
araquidenico para la generacion de anticuerpos y en otras realizaciones se prefieren lipidos bioactivos derivados del 
acido araquidenico y derivados del glicerol, pero no lipidos bioactivos derivados de esfingoides. Juntos, los lipidos 
bioadivos derivados del acid° araquidenico y derivados del glicerol pueden denominarse en el contexto de esta 

50 invencien "lipidos bioactivos no esfingoides". 

Se exduyen especificamente de la close de lipidos bioactivos segOn la invenciOn la fosfatidilcolina y la 
fosfatidilserina, asl como sus metabolitos y derivados que actean principalmente coma miembros estructurales de la 
cara interna y/o externa de las membranas celulares. 

Un "biomarcador es un compuesto bioquimico especifico en el cuerpo que fiene una caracteristica molecular 
55 concrete que hace que sea irtil para medir el avance de una enfermedad o los efectos de un tratamiento. Por 

ejemplo, S1P es un biomarcador para dertos trastornos hiperproliferativos y/o cardiovasculares. 

Un "portador se refiere a un resto adaptado para su conjugaci6n con un hapteno, hacienda con ello que el hapteno 
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sea inmunogenico. Una clase representative no limitante de portadores son las proteinas, cuyos ejemplos incluyen 

albOmina, hemocianina de lapa, hemaglutanina, toxoide tetanico y difterico. Otras dases y ejemplos de portadores 

adecuados para su use segOn la invenciOn son conocidos en la tecnicas. Estos, asi comb los portadores naturales o 

sinteticos que se descubran o se inventen posteriormente, pueden adaptarse para su aplicaciOn segim la invencion. 

5 La expresi6n "agente quimioterapeutico" significa agentes anticancer y otros agentes anfihiperproliferativos. Dicho en 

terminos sencillos, un "agente quimioterapeutico" se refiere a un compuesto quimico previsto para destruir °Mules y 

tejidos. Estos agentes incluyen, pero no se limitan a agentes que dew el ADN y agentes que inhiben la sintesis de 

ADN: antracidnas (doxorrubicina, donorrubicina, epirrubicina), agentes alquilantes (bendamustina, busulfano, 

carboplatino, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida, dacarbazina, hexametilmelamina, ifosfamida, lomustine, 

10 mecloretamina, melfalano, mitotano, mitomicina, pipobromano, procarbazina, estreptozocina, tiotepa y 

trietilenmelamina), derivados del plata) (cisplatino, carboplatino, cis-diamina-dicloroplafino), e inhibidores de 

topoisomerasa (camptosar); anfimetabolitos, tales como capecitabina, clorodesoxiadenosina, citarabina (y su forma 

activada, ara-CMP), citosina arabinOsido, dacabazina, floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, 5-DFUR, gemcitabina, 

hidroxiurea, 6-m ercaptopurina, metotrexato, pentostatina, trimetrexato, 6-fioguanina); anfiangiogenicos 

15 (bevacizumab, talidomida, sunitinib, lenalidomida, TNP-470, 2-metoxiestradiol, ranibizumab, sorafenib, erlotinib, 

bortezomib, pegaptanib, endostatina); agentes disruptores vasculares (flavonoides/flavonas, DMXAA, derivados de 

combrestastabna, tales coma CA4DP, Z06126, AVE8062A, etc.); compuestos biolOgicos, tales como anticuerpos 

(hercepfina, avastina, panorex, rituxina, zevalina, milotarg, campath, bexxar, erbitux); terapia endocrina: inhibidores 

de aromatasa (4-hidroandrostendiona, exemestano, aminoglutehimida, anastrazol letozol), antiestrogenos 

20 (tamoxifeno, toremifina, raoxifeno, faslodex), esteroides, tales como dexametasona; compuestos 

inmunomoduladores: citoquinas, tales como IFN-beta e IL-2, inhibidores de integrinas, otras proteinas de adhesion y 

metaloproteinasas de matriz; inhibidores de histona desacetilasa, tales como acid° suberoilanilidahidroxamico;  

inhibidores de la transduccien de senales, tales coma inhibidores de tirosina quinasas, tales como imatinib (gleevec); 

inhibidores de proteinas de cheque termico, tales como 17-N-alamino-17-desmetoxigeldanamicin; retinoides, tales 

25 como acido holo-trans-retinoico; inhibidores de receptores de factores del crecimiento o los propios factores del 

crecimiento; compuestos antimitaticos y/o agentes despolimerizantes de tubulina, tales como taxoides (paclitaxel, 

docetaxel, taxOtero, BAY 59-8862), navelbina, vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina; compuestos 

antiinflamatorios, tales como inhibidores de COX y reguladores del ciclo celular, por ejemplo, reguladores de punto 

de control e inhibidores de telomerasa. 

30 La expresiOn "terapia de combinacien" se refiere a un regimen terapeutico que implica el suministro de al menos dos 

terapias diferenciadas para lograr un efecto terapeutico indicado. Por ejemplo, una terapia de combinaci6n puede 

implicar la administraciOn de dos o mas ingredientes activos quimicamente diferenciados, por ejemplo, un agente 

quimioterapeutico de accien tide y un anticuerpo anti-lipidos. Como alternative, una terapia de combinaciOn puede 

implicar la administraci6n de un anticuerpo anti-lipidas y/o uno o mas agentes quimioterapeuticos, solos o junto con 

35 la administraci6n de otro tratamiento, tal corm terapia de radiaci6n y/o drug ia. En el context° de la administraciOn de 

dos o mas ingredientes activos quimicamente diferenciados, se entiende que los ingredientes activos pueden 

administrarse como parte de la misma composicion o coma composiciones diferentes. Cuando se administran como 

composiciones separadas, las composiciones que comprenden los diferentes ingredientes activos pueden 

administrarse al mismo tiempo o en mementos diferentes, mediante la misma via o mediante vies diferentes, 

40 utilizando el mismo regimen de dosificacion o diferentes regimenes de dosificacien, segOn lo requiera el context° 

concreto y segen sea determinado par el medico encargado. De mode similar, cuando una o mas especies de 

anticuerpos anti-lipidos, por ejemplo, un anticuerpo anti-LPA, solo o junto con uno o mas agentes 

quimioterapeuticos, se combinan, par ejemplo, con radiaciOn y/o cirugia, el farmaco o farmacos pueden 

administrarse antes o despues del tratamiento de cirugia o radiaciOn. 

45 Un "conjugado de lipido bioactivo derivatizado" se refiere a un lipido bioactivo derivatizado conjugado 

covalentemente con un portador. El portador puede ser una molecule proteica o puede ser un resto, tal como 

poletilenglicol, oro coloidal, adyuvantes o esferas de silicone. Un conjugado de lipid° bioactivo derivatizado puede 

utifizarse coma inmunOgeno para generar una respuesta de anticuerpos segOn la presente invenciOn y el mismo 

conjugado de lipid° bioactivo u otro diferente puede utilizarse coma reactivo de deteccien para detectar el anficuerpo 

50 asl producido. En algunas realizaciones, el conjugado de lipido bioactivo derivatizado se une a un soporte sad° 

cuando se emplea para la detecci6n. 

Un "epitopo" o "determinante antigenico" se refiere a la porci6n de un antigen° que reacciona con la porcion de 

union al antigen° de un anticuerpo, derivada de un anticuerpo. 

Un "hapteno" es una sustancia que no es inmunagenica pero que puede reaccionar con un anbcuerpo o con la 

55 porcien de union al antigeno derivada de un anticuerpo. En otras palabras, los haptenos tienen la propiedad de la 

antigeniddad pero no de la inmunogenicidad. 

La expresiOn "trastorno hiperproliferativo" se refiere a enfermedades y trastornos asociado con la profiferacion 

incontrolada de celulas que incluyen, pero no se limitan al crecimiento incontrolado de celulas de organos y tejidos 

que dan coma resultado canceres y tumores benignos. Los trastornos hiperproliferativos asociados con celulas 

60 endoteliales pueden producir enfermedades de angiogenesis, tales coma angiomas, endometriosis, obesidad, 

degeneracien macular asociada con el envejedmiento y diversas retinopatias, asi coma la proliferacien de celulas 
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endoteliales y celulas del musculo fiso que provocan reestenosis coma consecuencia de la colocaciOn de un stent en 

el tratamiento de la aterosclerosis. Los trastornos hiperproliferativos que implican a fibroblastos (es decir, 

fibrogenesis) incluyen, pero no se limitan a trastornos de cicatrizacian excesiva (es decir, fibrosis), tales como 

degeneracien macular relacionada can el envejecimiento, remodelacian cardiaca e insuficiencia asociada can infarto 

5 de miocardio, curaciOn excesiva de heridas, tal coma la que se produce habitualmente coma consecuencia de 

cirugia o lesiones, queloides y tumores fibroides y colocaciOn de stents. 

Un "inmunageno" es una molecule capaz de inducir una respuesta inmunologica especifica, en particular una 

respuesta de anticuerpos, en un animal al cual se le ha administrado el inmun6geno. En la presente invencion, el 

inmuntigeno es un lipido bioactivo derivatizado conjugado con un portador, es decir, un "conjugado de lipido 

10 bioactivo derivatizado". El conjugado de lipido bioactivo derivafizado utilizado como inmun6geno puede emplearse 

coma material de captura para la detecciOn del anticuerpo generado en respuesta al inmunageno. Asi, el 

inmun6geno tambien puede utilizarse como reactivo de detecci6n. Como alternative, el conjugado de lipido bioactivo 

derivatizado utilizado coma material de captura puede tener un conector y/o resto portador diferente del presente en 

el inmunageno. 

15 "Inhibir", en particular en el context° de un fenOmeno biolOgico, significa disminuir, suprimir o retrasar. Par ejemplo, 

un tratamiento que produce la "inhibicitin de la tumorigenesis" puede significar que no se forman tumores, o que se 

forman tumores pero mas lentamente, o que se forman en un nOmero menor que en un control sin tratar. 

En el contexto de esta invenciOn, una "composiciOn liquida" se refiere a una composici6n que, en su forma rellenada 

y terminada, es proporcionada par el fabricante a un usuario final (par ejemplo, un doctor o un enfermero) coma un 

20 liquid° o una disolucion, en oposici& a un sOlido. En la presente, "s6lido" se refiere a composiciones que no son 

liquidos ni disoluciones. Par ejemplo, los sOlidos incluyen composiciones secadas preparadas mediante liofilizaciOn, 

precipitaciOn y procedimientos similares. 

Una "monoterapia" se refiere a un regimen de tratamiento basado en la administraci6n de un compuesto 

terapeuticamente eficaz, tanto si se administra coma una sole dosis coma si se administra en varies dosis a lo largo 

25 del tiempo. 

La "neoplasia" se refiere a un crecimiento celular enamel° e incontrolado. Un "neoplasma" o tumor es una 

proffered& an6mala, no regulada y desorganizada del crecimiento celular y en general se denomina cancer. Un 

neoplasma puede ser benigno o maligno. Un neoplasma es malign° o canceroso Si tiene propiedades de crecimiento 

destrutivo, invasividad y metastasis. La invasividad se refiere a la propagaci6n local de un neoplasma mediante la 

30 infiltracien o la destrucciOn del tejido circundante, generalmente atravesando las laminas basales que definen los 

limites de los tejidos, entrando asi a menudo en el sistema circulatorio del cuerpo. La metastasis se refiere 

generalmente a la diseminaci6n de las celulas tumorales par los sistemas circulatorios linfatico o sanguineo. La 

metatasis Iambi& se refiere a la migraci6n de las celulas tumorales mediante la extensi6n directa a traves de 

cavidades serosas, o espacios subaracnoides u otros espacios. A traves del proceso de la metastasis, la migraci6n 

35 de celulas tumorales hacia otras areas del cuerpo establece neoplasmas en areas alejadas del sitio de aparician 

inicial. 

La expresi6n "sal farmaceuticamente aceptable" se refiere a sales que conservan la eficacia biolagica y las 

propiedades de los agentes y los compuestos de esta invenciOn y que no son biologicamente indeseables o 

indeseables bajo otro punto de vista. En muchos casos, los agentes y los compuestos de esta invention son 

40 capaces de formar sales de acidos y/o bases en virtud de la presencia de grupos cargados, par ejemplo, grupos 

amino y/o carboxilo cargados o grupos similares. Las sales de adici6n de acidos farmaceuficamente aceptables 

pueden prepararse a partir de acidos inorganicos y organicos, mientras que las sales de adici6n de bases 

farmaceuticamente aceptables pueden prepararse a partir de bases inorganicas y organicas. Para un informe acerca 

de las sales farmaceuticamente aceptables, (vease Berge et al. (1977), J. Pharm. Sci., vol. 66, 1-19). 

45 Una "pluralidad" significa mas de uno. 

Los terminos "separado", "purificado", "aislado" y similares significan que uno o 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 

mas componentes de la muestra disfintos presentes en el recipiente. Los componentes de la muestra que pueden 

ser retirado o diluidos durante una etapa de separacian o purificacian incluyen productos de reacciOn quimicos, 

50 productos quimicos no reaccionados, proteinas, carbohidratos, Ilpidas y molecules no unidas. 

El tormino "especie" se utilize en la presente en diversos contextos, par ejemplo, una especie concreta de agente 

quimioterapeutico. En cada context°, el tormino se refiere a una poblacian de molecules quimicamente 

indistinguibles del tipo indicado en el context° concreto. 

"Asociado especificamente", "unido especificamente" y similares se refiere a una interacci6n especifica no aleatoria 

55 entre dos molecules, cuya interaccion depende de la presencia de caracteristicas estructurales, hidrafobas/hidr6filas 

y/o electrostaticas que permiten la aparici6n de interacciones quimicas o moleculares apropiadas entre las 

molecules. 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 tecnica coma reactivos 
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"contra" o "frente" a sus antigenos coma abreviatura para indicar la union del anticuerpo al antigen°. 

En la presente, "estable" se refiere a una interacci6n entre dos moleculas (par ejemplo, un peptido y una molecula de 

TLR) que sea suficientemente estable, de modo que las moleculas puedan mantenerse para los fines deseados o la 

manipulaciOn. Par ejemplo, una interaccien "estable" entre un peptido y una molecula de TLR se refiere a una 

5 interacciOn en la que el pepfido se asocia y permanece asociado can  una molecula de TLR durante un periodo de 

tiempo suficiente para lograr el efecto deseado. 

Un "sujeto" a "paciente" se refiere a un animal que necesita un tratamiento que puede ser realizado par las 

moleculas de la invencian. Los animales que pueden ser tratados seg0n la invencien incluyen vertebrados, siendo 

los ejemplos particularmente preferidos los mamiferos, tales coma animales bovinos, caninos, equinos, felinos, 

10 ovinos, porcinos y primates (que induyen a primates humanos y no humanos). 

Un "marcador sustituto" se refiere a una medicien de laboratorio de una actividad biolagica dentro del cuerpo que 

indica de modo indirecto el efecto de un tratamiento sabre un estado de enfermedad. Los ejemplos de marcadores 

sustitutos para trastornos hiperproliferativos y/o cardiovasculares incluyen SPHK y/o Si PR. 

Una "cantidad terapeuticamente eficaz" (o "cantidad eficaz") se refiere a una cantidad de un ingrediente activo, par 

15 ejemplo, un agente segOn la invencien, suficiente para lograr un tratamiento cuando se administra a un sujeto que 

necesita dicho tratamiento. Par consiguiente, lo que constituye una cantidad terapeuticamente eficaz de una 

composici6n segun la invencien puede ser determinada con facilidad par los expertos en la tecnica. En el context° 

de la terapia del cancer, una "cantidad terapeuticamente eficaz" es la cantidad que produce un cambia objetivamente 

medido en uno o mas parametros asociados can la supervivencia o el metabolismo de las celulas cancerosas, que 

20 incluyen un aumento o una disminuci6n en la expresion de uno o mas genes correlacionada can el cancer concreto, 

una reducci6n en la carga turmaral, la lisis de celulas cancerosas, la detecciOn de uno o mas marcadores de la 

muerte de celulas cancerosas en una muestra biolOgica (par ejemplo, una biopsia y una parte alicuota de un fluido 

corporal, tal coma sangre completa, plasma, suero, orina, etc.), la inducci6n de la apoptosis u otras vias de muerte 

celular, etc. Par supuesto, la cantidad terapeuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y el trastorno 

25 concretos que se estan tratando, del peso y la edad del sujeto, de la gravedad del trastarno de enfermedad, del 

compuesto concreto elegido, del regimen de dosificaci6n que se va a seguir, del momenta de la administraci6n, de la 

via de administracion y similares, todo lo cual puede ser determinado can facilidad par los expertos en la tecnica. Se 

apreciara que, en el contexto de la terapia de combinacien, lo que constituye una cantidad terapeuticamente eficaz 

de un ingrediente activo concreto puede diferir de lo que constituye una cantidad terapeuticamente eficaz del 

30 ingrediente activo cuando se administra coma monoterapia (es decir, un regimen terapeutico que emplea solo una 

entidad quimica coma ingrediente activo). 

El termino "tratamiento" o "tratar" significa cualquier tratamiento de una enfermedad o trastorno, que incluye prevenir 

o proteger frente a la enfermedad o el trastorno (es decir, provocar que no se desarrollen los sintomas clinicos); 

inhibir a enfermedad o el trastorno (es decir, detener, retrasar o suprimir el desarrollo de sintomas clinicos y/o aliviar 

35 la enfermedad o el trastorno (es dedr, provocar la regresi6n de los sintomas clinicos). Tal coma se apreciara, no 

siempre es posible disfinguir entre "prevenir" y "suprimir" una enfermedad o un trastorno porque el acontecimiento o 

acontecimiento inductivos finales pueden ser desconocidos o estar latentes. Par consguiente, se entendera que el 

termino "profilaxis" constituye un tipo de "tratamiento" que incluye "prevenir" y "suprimir". Asi, el termini° "protecciOn" 

incluye "profilaxis". 

40 La expresion "regimen terapeufico" significa cualquier tatamiento de una enfermedad o un trastorno que emplea 

agentes quimioterapeuticos y citotOxicos, terapia de radiacien, cirugia, terapia genica, vacunas y terapia de ADN, 

terapia de ARNmc, terapia antiangiogenica, inmunoterapia, transplantes de medula Osea, utilizacien de aptameros y 

afros compuestos biolOgicos, tales coma anticuerpos y variantes de anticuerpos, redamos de receptores y otros 

compuestos terapeuticos con una base proteica. 

45 Sumario de la invencion 

La invenciOn, en su forma mas amplia, se define mediante las reivindicaciones independientes 1 y 10: 

1.- Un reactivo de diagnestico, que comprende un soporte sOlido y un lipido bioactivo derivatizado asociado a el, en 

el que el lipido bioactivo derivatizado comprende un grupo de cabeza polar y al menos una cadena hidrocarbonada, 

en el que un atom° de carbon dentro de dicha al menos una cadena hidrocarbonada esta derivatizado can un grupo 

50 sulfhidrilo colgante y en el que el lipido bioadivo se selecciona del grupo que consiste en un esfingolipido, un 

metabolito de esfingolipido, un acid° lisofosfatidico y un precursor del acid° 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 este asociado con el soporte sOlido a traves del grupo 

55 sulfhidrilo. 

10.- Un metodo para detectar en una muestra un resto inmunoderivado que se une a un lipid° bioactivo 

seleccionado, que comprende poner en contacto una muestra can un dispositivo de diagn6stico que porta un 

reactivo de diagnestico segOn la reivindicacian 1, bajo condiciones que permiten que el resto inmunoderivado, si esta 
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presente, se una al lipid° bioactivo derivatizado del reactive de diagnostic°, en el que el lipid° bioactivo que esta 

derivatizado en el reactivo de diagnestico y el lipid° bioactivo seleccionado son el mismo lipid° bioactivo. 

Las realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes 2-9 y 11-17. 

Breve descripcion de los dibujos 

5 Figura I. Esquema de la sintesis organica para fabricar un analog° de SIP tiolado tipico que se us6 como 

componente cave de un inmun6geno segOn la invenciOn, asi como componente cave del material de dep6sito para 

los ensayes ELISA y BiaCore_ 

Figura 2. Esquema de la sintesis organica para fabricar el acid° graso relacionado tiolado utilizado en la sintesis del 

analog° de LPA tiolado de la figura 3. 

10 Figura 3. Esquema de la sintesis organica para fabricar el analog° de LPA tiolado que es un componente cave de 

un inmunageno segOn la invencion, asi como es un componente cave del material de deposit° para el ensayo 

ELISA y otros ensayos. 

Figura 4. El mAb anti-Si P es especlfico y sensible al SIP 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 biolipidos similares desde el 

15 punto de vista estructural que compiten par la union de mAb a S1P sabre la placa. Solo S1P libre o DH-S1P pueden 

competir par la uniOn, lo cual demuestra la especifiddad del mAb anti-S1P. SPC selo compite ligeramente por la 

uni6n. Panel B: Estructuras de los lipidos bioactivos utilizados en la evaluaciOn de la especificidad. 

Figura 5. Analisis BiaCore de la cinetica de union del mAb anti-S1P a tio-SIP anclado a un chip detector CMS de 

superficie de maleimida BiaCore. Se aplicaron diversas diluciones de mAb anti-S1P a la celula de flujo para generar 

20 sensogramas. 

Figura 6. Secuencias de aminoacidos de los dominios Vry y VI_ de ratan de Sphingomabry murino. Los restos de las 

CDR estan recuadrados. 

Figura 7. Secuencias de nucleotides y de am inoacidos de los dominios Vry y VI_ de SphinganiabTM murino. 

Figura 8. Grafica que muestra los resultados de ELISA para estudios de union de anticuerpos SphingomabTM murino 

25 y anticuerpos de union a S1P quimericos derivados de SphingomabTm murino. 

Figura 9. ELISA directo que muestra la union de mAb murinos y quimerices a placas de ELISA revestidas con un 

analog° de SIP tiolado segOn se describe en el ejemplo 6. Los datos muestran que el mAb quimerico (ca-S1P IgG) 

tiene una actuacien de uni6n similar y quizas mayor, comparado con el mAb totalmente murino (mu-Si P IgG). 

Tal coma apreciaran los expertos en la tecnica, la siguiente descripci6n describe ciertas realizaciones preferidas de 

30 la invencien en detalle y asi son solo representativas y no representan el alcance real de la invencien. Antes de 

describir en detalle la presente invencien, se entendera que la invencien no se fimita a las molOculas, los sistemas y 

las metodologias concretas descritas, puesto que pueden variar. Tambien debe entenderse que la terminologla 

utifizada en la presente se emplea solo con el objetivo de describir realizadones concretas y no pretende limitar el 

alcance de la invenciOn definida par las reivindicaciones adjuntas. 

35 Descripcion detallada de la invencion 

En la presente se describen composiciones y metodos para generar e identificar anticuerpos contra molaculas de 

lipidos bioactivos que desempenan un papel en enfermedades humanas y/o animales coma moleculas de 

sehalizaciOn. Tambien se describen los propios anticuerpas y los metodos para utilizarlos de modo terapoutico, para 

el diagnostic° y coma reactivos para investigacidn. 

40 1. Metodos para la produccien v la identificaciOn de anticuerpos  

Se sabe que los lipidos, en general, son una clase particularmente dificil de moleculas para la produce& de 

anticuerpos. La produce& de anticuerpos puede describirse en general coma un proceso en dos partes: debe 

proporcionarse un inmunagene adecuado que generare la respuesta de anticuerpos deseados en un animal y el 

anticuerpo resultante, si esta presente debe ser detectable. 

45 Tal coma se analiz6 anteriormente, la produce& eficaz de anticuerpos requiere la generacien de anticuerpos y la 

detecciOn de anticuerpos. Tal coma se describe en los ejemplos que aparecen en la presente a continuaci6n, se ha 

logrado la generaci6n de anticuerpos dirigidos a ciertos lipidos bioactivos utilizando un lipido bioactivo derivatizado 

coma inmun6geno. En los ejemplo, un analog° de lipido bioactivo tiolado (par ejemplo, S1P) se conjuga con 

hemocianina de lapa (KLH) o albOmina de suero bovina sin acidos grados (BSA) a time de SMCC (Pierce, 

50 Rockford, IL) utilizando los protocolos recomendados par el fabricante. SMCC es un entrecruzador heterobifuncional 

que reacciona con aminas primarias y grupos sulfhidrilo y representa un entrecruzador preferido. Tambian puede 

utilizarse yodoacetamida (I0A) para proteinas activadas par maleimida. 
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Sin embargo, tambien pueden ufilizarse otros inmundigenos y metodos para generar anticuerpos conocidos en la 

tacnica. Per ejemplo, se han generado anticuerpos contra especies de fosfolipidos mediante una inmunizaci6n con 

liposomas (Maneta-Peyret at al. , 1988, 1989; Benerji y Alving, 1990) o mediante adsorci6n de fosfolipidos 

monomericos a proteinas (Tamamura at at, 1971; Maneta-Peyret et at , 1989), a bacterias (Umeda at al. , 1989), a 

5 acrilamida (Maneta-Peyret at at , 1988, 1989) y a oro (Tomii et at (1991), Jpn. J. Med Sci. Biol., 44:75-80). En 

muchos casos, la presentaci6n del lipido bioactivo en forma de emulsiones o complejos liposemicos ha producido 

IgM con espedficidad, sensibifidad y/o adividad biolOgica limitadas en comparacion con IgG. Por ejemplo, se han 

caracterizado dos reactivos disponibles en el mercado supuestamente especificos para la ceramida, uno es un suero 

de rater' policlonal enriquecido en IgM y el otro es un anticuerpo monoclonal IgM. Se descubri6 que el anticuerpo 

10 monoclonal era especifico para la esfingomielina y que el antisuero reaccionaba con diversas especies de ceramidas 

en el interval° nanomolar (Vielhaber G. et al. (2001), Glycobiology, 11:451-457). En una estrategia diferente (Ran at 

al. (2005), din. Cancer Res., 11:1551-1562), se emplearon celulas endotefiales b.End3 que se hadan tratado con 

per6xido (que pretende provocar la translocacion de fosfolipidos aniOnicos hacia la superficie externa de las celulas) 

como inmunOgeno para provocar la generacion de anticuerpos especificos para fosfoliipdos aniOnicos. Asi, se 

15 conocen numerosos matodos mediante los cuales puede provocarse una respuesta de anticuerpos contra una diana 

antigenica desada; cualquiera de estos puede utilizarse en la presente invenciOn con la condician de que los 

anticuerpos resultantes puedan detectarse y se demuestre que son reactivos con el I ipido bioactivo deseado. 

La generaci6n de anticuerpos, que por supuesto es necesaria, no es suficiente si el anticuerpo no puede detectarse. 

Asi, una faceta de la invencien se basa en la apreciaci6n de que los fallos previos de otros para producir anticuerpos 

20 contra lipidos bioactivos pueden atribuirse al menos a defectos en la etapa de deteccian. Este problema de 

detecci6n se ha soludonado de forma elegante en los siguientes ejemplos mediante el uso de un lipido bioactivo 

derivatizado. El lipido bioactivo derivatizado se emplea para detectar e identificar un anficuerpo reactivo contra un 

epitopo del lipid° bioactivo concreto presente en el inmun6geno utilizado para generar los anficuerpos que se estan 

detectando; el lipido bioactivo utilizado para la detecci6n en forma derivatizada contiene el mismo epitopo contra el 

25 cual se generaron los anticuerpos. Para desempefiar este papel, el lipido derivatizado puede asociarse con la fase 

solid@ de un dispositivo de ensayo, tal como una placa de ELISA, un chip detector BiaCore, etc. En algunas 

realizaciones, el lipido bioactivo derivatizado este covalentemente conjugado directamente al soporte sat Como 

ejemplo, el lipid° derivatizado puede estar covalentemente conjugado con un chip BiaCore activado, segOn se 

describe en los siguientes ejemplos. En otras realizaciones, el lipido bioactivo derivatizado esta covalentemente 

30 conjugado con un resto portador, produciendo un "conjugado de lipid° bioactivo derivatizado" que despues se une a 

un soporte solid°. Como ejemplo, se emplea un lipido derivatizado covalentemente conjugado con BSA como 

material de deposit° (material de captura) para un ELISA, segiin se describe en los siguientes ejemplos. En otra 

reafizaci6n, la union del lipid° bioactivo derivatizado al soporte sOlido proporciona un medio de detecciOn estable que 

no se probable que se elimine con el lavado, que es un riesgo presente en algunos metodos de detecciOn. La 

35 detecciOn del anticuerpo puede lograrse mediante una diversidad de formas. En una realizaciOn preferida de la 

invenciOn, la detecci6n se realiza mediante los sistemas de analisis de interaction sin marcadores ELISA, BiaCorerm 

u otros medios de deteccion habituales con una base de soporte solid° en los cuales el lipid° bioactivo derivatizado 

se une a dicho soporte solid°. Los ejemplos de otros soportes salidos induyen, pero no se limitan a columnas de 

afinidad, esferas de vidrio o sinteticas, placas de mOltiples pocillos y similares. 

40 El conjugado de lipid° bioactivo derivatizado utilizado en la etapa de detecciOn puede ser el mismo conjugado de 

lipid° bioactivo derivatizado utilizado como inmunageno, o el lipido bioactivo derivatizado puede conjugarse con un 

portador diferente que en el conjugado utilizado coma inmunOgeno. En algunas realizaciones, por ejemplo, como 

dep6sito para ELISA se prefiere utilizar un conjugado de lipido bioacfivo derivatizado diferente en la etapa de 

detecciOn que el que se utiliz6 come inmun6geno para minimizar la reactividad cruzada. Como ejemplo, el portador 

45 puede ser BSA (preferiblemente sin acidos grasos, en particular en la etapa de deteccien), KLH u otros portadores 

conocidos en la tecnica. El entrecruzador utilizado para conjugar el lipido bioactivo derivafizado al portador proteico 

puede ser, por ejemplo, SMCC o 10A. En una realizackin preferida, el inmun6geno es S1P-10A-KLH y S1P-SMCC-

BSA (BSA sin acidos grasos) es el material de dep6sito de captura en el EL1SA, refiriendose S1P al SIP 

derivatizado que reacciona con el entrecruzador (I0A o SMCC en este case) para formar un enlace covalente con la 

50 proteina portadora (KLH o BSA en este case). 

2. Compuestos  

El termino "anticuerpo" ("Ab") o "inmunoglobulina" (Ig) se refiere a cualquier forma de un peptido, un polipeptido 

derivado, modelado o codificado por un gen de inmunoglobulina, o cualquiera de sus fragmentos, capaz de unirse a 

un antigen° o a un epitopo. \lease por ejemplo, IMMUNOBIOLOGY, 5° edici6n, C.A. Janeway, P. Travers, M., 

55 Walport, M.J. Shlomchiked., ed. Garland Publishing (2001). Las moleculas de anticuerpos o inmunoglobufinas son 

grandes moleculas de glicoproteinas con un peso molecular de aproximadamente 150 kDa, normalmente 

compuestas por dos fipos diferentes de cadenas polipeptidicas. Una cadena polipeptidica, denominada la cadena 

"pesada" (H), tiene aproximadamente 50 kDa. El otro polipeptido, denominado la cadena "ligera" (L), tiene 

aproximadamente 25 kDa. dada molecula de inmunoglobufina normalmente consiste en dos cadenas pesadas y dos 

60 cadenas ligeras. Las dos cadenas pesadas estan unidas entre si mediante enlaces disulfuro, cuyo ft:wrier° varia 

entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulinas. dada cadena ligera esta unida a una cadena 

pesada mediante un enlace disulfuro covalente. En cualquier molecula de anbcuerpo natural, las dos cadenas 
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pesadas y as dos cadenas ligeres son identicas y portan dos sitios identicos de uni6n al antigeno y asi se dice que 

son divalentes, es decir, tienen la capaddad de unir simultaneamente dos molecules identicas. 

Las cadenas "ligeras" de las molecules de anticuerpos de cualquier especie de vertebrado pueden clasificarse en 

dos tipos claramente diferenciados, kappa (k) y gamma (7), basandose en las secuencias de aminoacidos de sus 

5 dominios constantes. La proporci6n de los dos tipos de cadena ligera varia de una especie a otra. Como ejemplo, la 

proporci6n media de K a y 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 molecules de anticuerpos de cualquier especie de vertebrado pueden clasificarse en 

uno de cinco fipos claramente diferenciados, denominados isotipos, basandose en las secuencias de aminoacidos 

10 de sus dominios constantes. Algunos isotipos tienen varios subtipos. Las cinco clases pdncipales de 

inmunoglobulinas son inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina 

A (IgA), e inmunoglobulina E (IgE). La IgG es el isotipo mas abundante y fiene varies subclases (IgG1, 2, 3 y 4 en 

seres humanos). El fragmento Fc y las regiones bisagra se diferencian en anficuerpos de diferente isotipo, 

deterrninando asi sus propiedades funcionales. Sin embargo, la organizaciOn global de los dominios es similar en 

15 todos los isotipos. 

Tal como se emplea en la presente, un "fragment° de anticuerpo" y sus variantes gramaticas se refieren a una 

porci6n de un anticuerpo intacto que incluye el sitio de union al antigen° o regiones variables de un anticuerpo 

intacto, en el que la porcion puede estar exenta de los dominios constantes de cadena pesada (por ejemplo, CH2, 

CH3 y CH4) de la regiOn Fc del anticuerpo intacto. Como alternative, las porciones de los dominios constantes de 

20 c,adena pesada (por ejemplo, CH2, CH3 y CH4) pueden estar incluidas en el "fragment° de anticuerpo". Los 

ejemplos de fragmentos de anticuerpos son los que conservan la union al antigen° e incluyen fragmentos Fab, Fab', 

F(ati)2, Fd y Fv; diacuerpos; triacuerpos; molecules de anticuerpos monocatenarios (sc-Fv); minicuerpos, 

nanocuerpos y anficuerpos multiespecificos forrnados a partir de fragmentos de anticuerpos. Como ejemplo, un 

fragmento Fab tambien confiene el dominio constante de una cadena ligere y el primer dominio constante (CH1) de 

25 una cadena pesada. 

La expresiOn "region variable" se refiere a una secuencia N-terminal de la molecule de anticuerpo o de cualquiera de 

sus fragmentos. En general, cada una de las cuatro cadenas tiene una region variable (V) en su porciOn amino-

terminal, que contribuye al sitio de union al antigeno y una regi6n constante (C), que determina el isotipo. Las 

cadenas ligeras estan unidas a las cadenas pesadas mediante muchas intereacciones no covalentes y mediante 

30 enlaces disulfuro y las regiones V de las cadena pesada y figera se emparejan en cada brazo de la molecule de 

anticuerpo para generar dos sitios de union al antigeno idenficos. Se cree que algunos restos aminoacidos forman 

una interfase entre los dominios variables de cadena ligera y pesada (vease Kabat at at , Sequences of Proteins of 

Immunological Interest, 5° ediciOn, National Institute of Health, Bethesda, Md. (1991); Clothia et at , J. Mol. Biol, vol. 

186:651 (1985)). 

35 Debe advertirse que la variabilidad no se distribuye uniformemente a traves de los dominios variables de los 

anticuerpos, sino que este concentrada en tres segmentos denominados "regiones determinantes de la 

complementariedad" (CDR) o "regiones hipervadables", 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 natives comprenden cada uno cuatro regiones 

40 FR conectadas por tres CDR. Las CDR en cada cadena son mantenidas juntas y cercanas por las regiones FR y, 

con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formed& del sitio de union al antigen° de los anticuerpos (vease 

Kabat et at , Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edici6n, National Institute of Health, Bethesda, Md. 

(1991)). De forma colectiva, las 6 CDR contribuyen a las propiedades de union de la molecule de anticuerpo. Sin 

embargo, incluso un (Hilo° dominio variable (o la mitad de un Fv que comprenda solo tres CDR especificas para un 

45 antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a un antigeno (vease 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 region 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 molecule 

de anticuerpo a un antigen° sino que muestran diversas funciones efectoras, tales como la participacien del 

50 anficuerpo en la toxiddad celular dependiente de anticuerpos. En este caso, las "funciones efectoras" se refieren a 

los diferentes efectos fisiolOgicos de los anticuerpos (por ejemplo, opsonizaci6n, lisis celular, desgranulaciOn de 

celulas cebadas, bas6filos y eosinafilos y otros procesos) mediados por el redutamiento de thlulas inmunolOgicas 

por la interacci6n molecular entre el dominio Fc y las proteinas del sistema inmunologico. El isotipo de la cadena 

pesada determina las propiedades funcionales del anticuerpo. Sus propiedades funcionales diferendadas son 

55 conferidas por las porciones carboxi-terminales de las cadenas pesadas, cuando no ester, asociadas con cadenas 

ligeras. 

El termino "variante" se refiere a una secuencia de aminoacidos que se diferencia de la secuencia de aminoacidos 

native de un anticuerpo en al menos una modificacion de un resto aminoacido. Una secuencia de aminoacidos 

nafiva o de origen o de tipo salvaje se refiere a la secuencia de aminoacidos de un anficuerpo que se encuentra en 

60 la naturaleza. Un "variante" de la molecule de anticuerpo incluye, pero no se limita a cambios dentro de una regi6n 
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variable o una region constante de una cadena ligera y/o una cadena pesada, incluyendo en la regi6n Fc, la region 

Fab, el dominio CHi, el dominia CH2, el dominio CH3 y la region bisagra. 

El termino "especifico" se tonere a la union selective de un anticuerpo a su epitopo diana. Las molecules de 

anticuerpos pueden ensayarse para b especificidad de uni6n comparando la uni6n al antigeno deseado con la union 

5 a un antigeno no relacionado o a un antigeno analog() o una mezcla de antigenos bajo un conjunto dado de 

condiciones. Preferiblemente, un anticuerpo segen la invenden ca rece de union significative a antigenos no 

relacionados, e incluso a analogos del antigen° diana. En este caso, el termino "antigeno" se refiere a una molecule 

que es reconocida por una molecule de anticuerpo y se une a el o a un resto inmunoderivado que se une al 

antigeno. La porcien especifica de un antigeno que se une a un anticuerpo se denomina "epitopo". Un "hapteno" se 

10 refiere a una molecule pequefia que, bajo la mayoria de circunstancias, puede provocar una respuesta inmunologica 

(es decir, actim como un ant(geno) solo cuando esta unida a un portador, per ejemplo, una proteins, poliefilenglicol 

(PEG), ore coloidal, esferas de silicone y similares. El portador tambien puede ser un portador que no provoque una 

respuesta inmunolOgica per si mismo. 

El termini° "anticuerpo" se emplea en el senfido mas ampfio, e induye anticuerpos monodonales, polidonales, 

15 multiespecificos (per ejemplo, biespecificos, en los que cada braze del anticuerpo es reactive con un epitopo 

diferente del mismo antigeno o de diferentes antigenos), minicuerpos, heteroconjugados, diacuerpos, triacuerpos, 

anticuerpos quimericos y sinteticos, asi come fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente a un 

antigeno con una propiedad de union y/o actividad biolOgica deseadas. 

La expresi6n "anticuerpo monoclonal" (mAb) se refiere a un anticuerpo, o a una poblacien de anticuerpos, obtenido a 

20 partir de una poblaciOn de anticuerpos sustancialmente homogenea y no debe considerarse que sea necesaria la 

producci6n del anticuerpo mediante un meta& concrete. Per ejemplo, pueden fabricarse anticuerpos monoclonales 

mediante el metodo de hibridoma descrito per primera vez per Kohler G. y Milstein C. (1975), Nature, vol. 256:495- 

497, o mediante metodos de ADN recombinante. 

El termino anticuerpo (o inmunoglobufina) "quimerico" se refiere a una molecule que comprende una cadena pesada 

25 y/o ligera que es identica u homeloga a las correspondientes secuencias en los anticuerpos derivadas de una 

especie concreta o que pertenecen a una clase o subclase concreta de anficuerpos, mientras que el resto de la 

cadena o cadenas son identicas u homologas a las correspondientes secuencias en anficuerpos derivados de otra 

especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos, asi come a fragmentos de dichos anticuerpos, con 

la candid& de que muestren la actividad biolOgica deseada (Cabilly, et at , infra ; Morrison et at , Proc. Natl. Acad. 

30 Sci. U.S.A., vol. 81:6851 (1984)). 

La expresiOn "anticuerpo humanizado" significa anticuerpos humanos que tambien contienen secuencias 

seleccionadas de anticuerpos no humanos (per ejemplo, murinos) en lugar de las secuencias humanas. Un 

anticuerpo humanizado puede incluir sustituciones de aminoacidos conservatives o restos no naturales de la misma 

especie o de una especie diferente que no alteren significativamente su actividad de union y/o biolOgica. Estos 

35 anticuerpos son anficuerpos quimericos que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulinas no 

humanas. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en 

las que restos de una regi6n determinante de la c,omplementariedad (CDR) del receptor son reemplazados por 

restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal come un espede de raten, rata, camello, 

bovine, de cabra o conejo que tenga las propiedades deseadas. Ademas, los anficuerpos humanizados pueden 

40 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 aim mas la actuacien del anticuerpo. 

Asi, en general, un anticuerpo humanized° comprendere al merles uno y en un aspecto dos dominios variables, en 

los que todos los dominios o todos los bucles hipervariables se corresponden con los de una inmunoglobulina no 

humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El 

45 anticuerpo humanizado opcionalmente tambien comprendera al menos una pardon de una regi6n constante de 

inmunoglobulina (Fc) o de una inmunoglobulina humane. \Mese, per ejemplo, Cabilly et al. , patente de EEUU n° 

4.816.567; Cabilly et al. . patente europea n° 0.125.023 Bl; Boss. e t al. , patente de EEUU n° 4.816.397; Boss et at , 

patente europea n° 0.120.694 Bl; Neuberger et al. , WO 86/01533; Neuberger et a l. , patente europea n° 0.194.276 

Hi; Winter, patente de EEUU n° 5.225.539; Winter, patente europea n° 0.239.400 Hi; Padlan at al. , solicitud de 

50 patente europea n° 0.519.596 Al; Queen at at (1989), Proc. Nat'l Acad. Sci. USA., vol. 86:10029-10033). 

La expresion anticuerpo "totalmente humane" puede referirse a un anticuerpo producido en un rat6n geneticamente 

modificado (es decir, transgenico) (per ejemplo, de Medarex) que, cuando se le presenta un inmunegeno, puede 

producir un anticuerpo humano que no requiera necesariamente el injerto de CDR. Estos anticuerpos son totalmente 

humanos (100% de secuencias de proteinas humanas) procedentes de animales, tales come ratones, en los que los 

55 genes no humanos del anticuerpo son suprimidos y reemplazados con una expresi6n de genes de anticuerpos 

humanos. Los solicitantes creen que pueden generarse anticuerpos contra lipidos bioactivos cuando se presentan a 

estos ratones geneticamente modificados o a otros animales que puedan ser capaces de producir marcos humanos 

para las CDR pert nentes. 

La expresion "anticuerpo biespecifico" puede referirse a un anticuerpo, o a un anficuerpo monoclonal, que tiene 

60 propiedades de union al menos a dos epitopos diferentes. En una realizacien, los epitopos proceden del mismo 
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antigeno. En otra realizaciOn, los epitopos proceden de dos antigenos diferentes. Los metodos para fabricar 

anticuerpos biespecificos son conocidos en la tecnica. Par ejemplo, pueden producirse anticuerpos biespecificos de 

modo recombinante utilizando la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena ligera de inmunoglobuhnas. 

Como alternative, pueden prepararse anticuerpos biespecificos utilizando enlaces quimicos. Los expertos en la 

5 tecnica pueden producir anticuerpos biespecificos empleando estos u otros metodos coma se conoce en la tecnica. 

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 S1 P y LP1. Otro ejemplo de un anticuerpo biespecifico 

incluido en este invenciOn es un anticuerpo que tiene propiedades de union a un epitopo de un lipido bioactivo y a un 

10 epitopo de un antigeno de la superficie celular. Asi, el anticuerpo es capaz de reconocer y unirse al lipido bioactivo y 

es capaz de reconocer y unirse a celulas, par ejemplo, con el objetivo de lograr un transporte dirigido. 

La expresiOn "anticuerpo heteroconjugado" puede referirse a dos anticuerpos unidos covalentemente. Estos 

anticuerpos puede prepararse utilizando metodos conocidos en la quimica de proteinas sinteticas, e incluyen la 

utilizacien de agentes entrecruzadores. Tal coma se emplea en la presente, el termino "conjugado" se refiere a 

15 molecules formadas mediante la union covalente de uno o mas fragmentos de anticuerpos o restos de union a una o 

mas molecules polimericas. 

La expresion "biologicamente activo" se refiere a un anticuerpo o a un fragmento de anticuerpo que es capaz de 

unirse al epitopo deseado y, de alguna manera, ejercer un efecto biologic°. Los efectos biolOgicos incluyen, pero no 

se limitan a la modulaciOn de una serial de crecimiento, la modulacian de una serial antiapoptofica, la modulacian de 

20 una send apopt6tica, la modulacion de la cascada de la funciOn efectora y la modulaciOn de otras interacciones de 

ligandos. 

La expresion "ADN recombinante" se refiere a Acidos nucleicos y a productos genicos expresados a partir de estos 

que se han manipulado, creado o modificado par el ser humano. Los pohpeptidos o las proteinas "recombinantes" 

son polipeptidos o proteinas producidos mediante tecnicas de ADN recombinante, par ejemplo, a partir de °Mules 

25 transformadas con una construcciOn de ADN exOgeno que codifica el polipeptido o la proteine deseados. Los 

polipeptidos alas proteinas "sinteticos" son los pohpeptidos alas proteinas preparados mediante sintesis quimica. 

La expresi6n "modulo de expresiOn" se refiere a una molecule de nucleatidos capaz de Ilevar a cabo la expresiOn de 

un gen estructural (es decir, una secuencia que codifica una proteina, tal coma un anticuerpo de la invenciOn) en un 

hospedante compatible con dichas secuencias. Los m6dulos de expresien incluyen al menos un promotor unido 

30 operablemente con la secuencia codificadora del pohpeptido y, opcionalmente, con otras secuencias, par ejemplo, 

senales de terminaci6n de la transcripcion. Tambien pueden emplearse otros elementos reguladores necesarios o 

Utiles para Ilevar a cabo la expresiOn, par ejemplo, potenciadores. Asi, los m6dulos de expresion incluyen plasmidos, 

vectores de expresi6n, virus recombinantes, cualquier forma de vector de "ADN desnudo" y similares. 

Un "vector" o "plasmido" o "vector de expresion" se refiere a un acid° nucleico que pueden mantenerse de forma 

35 transitoria o estable en una celula pare Ilevar a cabo la expresi6n de uno o mas genes recombinantes. Un vector 

puede comprender un Ocido nucleic°, solo o complejado con otros compuestos. Un vector comprende 

opcionalmente acidos nucleicos y/o proteinas viricas o bacterianas y/o membranas. Los vectores incluyen, pero no 

se limitan a rephcones (par ejemplo, rephcones de ARN, bacteri6fagos) 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 

40 autorreplicante autOnomo, e incluyen plasmidos de expresi6n y no expresi6n. Los "plasmidos" pueden estar 

disponibles en el mercado, disponibles al alio° sin restricciones, o pueden construirse a partir de plasmidos 

disponibles divulgados con protocolos publicados. Ademas, los vectores de expresi6n tambien pueden contener un 

gen que proporcione un rasgo fenotipico para la selecci6n de celulas hospedantes transformadas, tales como la 

resistencia a dihidrofolato reductasa o neomicina para cultivos de celulas eucariotas, o tales coma resistencia a 

45 tetraciclina o ampicilina en E. coli. 

El termino "promotor' incluye todas las secuencias capaces de conducir la transcripcien de una secuencia 

codificadora en una celula. Asi, los promotores utilizados en las construcciones de la invenciOn incluyen elementos 

de control transcripcional de acciOn en cis y secuencias reguladoras implicadas en la regulaciOn o la modulaciOn de 

la programaci6n y/o la velocidad de transcripciOn de un gen. Par ejemplo, un promotor puede ser un elemento de 

50 control transcripcional de acciOn en cis, que incluye un potenciador, un promotor, un terminador de la transcripci6n, 

un origen de la replicaci6n, una secuencia de integraci6n cromosemica, regiones no traducidas 5' y 3', o una 

secuencia intrOnica, que estan implicados en la regulaci6n transcripcional. Las regiones reguladoras 

transcripcionales adecuadas para su uso en la presente invenciOn incluyen, pero no se hmitan al 

potenciador/promotor inmediato temprano de citomegalovirus (CMV) humano, el potenciador/promotor temprano de 

55 5V40, los promotores lac o trp de E. coil y otros promotores conocidas par controlar la expresion de genes en 

colulas procariotas o eucariotas o sus virus. 
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A. Anticuerpos contra esfinciolipidos  

En la presente se describen metodos para preparar anticuerpos dirigidos contra ciertos lipidos bioactivos, incluyendo 

esfingolipidos. El tarmino "esfingolipido" se refiere a los esfingolipidos definidos en http://www.lipidmaps.org, que 

incluyen los siguientes: bases esfingoides (incluyendo esfing-4-eninas (esfingosinas), esfinganinas, 4-

S hidroxiesfinganinas (fitoesfingosinas), homologos y variantes de bases esfingoides, bases esfingoides-I-fosfato, 

lisoesfingomielinas y lisoglicoesfingolipidos; bases esfingoides N-metiladas y analogos de bases esfingoides); 

ceramidas (que induyen N-acilesfingosinas (ceramidas), N-acilesfinganinas (dihidroceramidas), N-acil-4- 

hidroxiesfinganinas (fitoceramidas), acilceramidas y ceramidas-1-fosfato); fosfoesfingolipidos (que incluyen 

ceramidafosfocolinas (esfingomielinas), ceramidafosfoetanolaminas y ceramidafosfoinositoles; fosfonoesfingolipidos; 

10 glicoesfingollpiclos neutros (incluyendo la serie sencilla de Glc (GIcCer, LacCer, etc., GaINAcb1-3Gala1-4Galb1-  

4G1c- (serie Globo), GaINAcb1-4Galb1-4GIc- (serie Ganglio), Galb1-3G1cNAcb1-3Galb1-4G1c- (serie Lacto), Galb1- 

4G1cNACb1-3Galb1-4G1c- (serie Neolacto), GaINAcb1-3Gala1-3Galb1-4G1c- (serie !sag lobo), GIcNAcb1-2Mana1- 

3Mana1-4G1c- (serie Mollu), GaINAcb1-4G1cNAcb1-3Manb1-4G1c- (serie Artro), Gal- (serie Gala) u otros 

glicoesfingolipidos neutros); glicoesfingolipidos acidos (que induyen gangliasidos, sulfogficoesfingolipidos 

15 (sulfatidas), glucuronoesfingolipidos, fosfoglicoesfingolipidos y otros glicoesfingolipidos acidos; glicoesfingolipidas 

basicos; gficoesfingolipidos anfoteros; arsenoesfingolipidos y otros esfingollpidos. 

Los anticuerpos anti-esfingolipidos son Utiles para tratar o prevenir trastornos, tales como trastornos 

hiperproliferativos y cardiovasculares o enfermedades o trastornos cerebrovasculares, sea se describe con mas 

detalle a continuaci6n. En realizaciones concretas, la invenciOn se dirige a metodos para preparar anticuerpos contra 

20 SIP y sus variantes, que incluyen la propia SIP (definida coma esfingosina-I-fosfato (esfingen-I-fosfato; D-eritro-

esfingosina-1-fosfato; esfing-4-enina-1-fosfato; acid° (E,2S,3R)-2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoxi]fasfOnico) (CAS 

26993-30-6)), o DHSIP (definido como dihidro-esfingosina-I-fosfato (esfinganina-1-fosfato); acid° [(2S,3R)-2-amino-

3-hidroxioctadecoxi]fosfOnico; D-eritro-dihidro-D-esfingosina-1-fosfato) (CAS 19794-97-9)). -iambi& pueden ser 

Miles anticuerpos contra SPC (definido como esfingosilfosforilcolina, lisoesfingomielina, esfingosilfosfocolina, 

25 esfingosinafosforilcolina, etanaminio; cloruro de 2-((((2-amino-3-hidroxi-4-octadecenil)oxi)hidroxifosfinipoxi)-N,N,N-

timed°, cloruro de (R-(R*,8*-(E))),2-[[(E,2R,38)-2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoxiihidroxifosforifioxieti-1-  

trimetilazanio (CAS 10216-23-6))). 

1. Un anticuerpo monoclonal anti-S1P preferido  

Se describe un anticuerpo anti-SIP monoclonal especifico (mAb anti-Si P). Este anticuerpo puede utilizarse como 

30 esponja molecular terapeutica para absorber selectivamente a SIP y asi disminuir las concentraciones 

extracelulares in vivo eficaces de este factor proangiogenico, profibrObco y facilitador de tumores Esto puede dar 

coma resultado la reduccion del volumen tumoral y del potencial metastasico, asi como el bloqueo simultaneo de la 

formaciOn de nuevos vasos sanguineos que, de otra forma, alimentarian al tumor en crecimiento. Este anticuerpo (y 

las moleculas que tienen una actividad equivalente) tambien puede utilizarse para tratar otros trastornos 

35 hiperproliferativos influidos por Si P, que incluyen la proliferacian de calulas endotefiales no deseada que aparece, 

por ejemplo, en la degeneraci6n macular relacionada con el envejecimiento, asi como en muchos canceres. 

Ademas, la capacidad de SIP para proteger a las celulas de la apoptosis puede ser invertida por agentes, tales 

como los anbcuerpos y esti produce un aumento en la eficacia de los farmacos quimioterapeuticos proapoptaticos 

convencionales. 

40 B. Anticuerpos contra otros lipidos bioactivos de sehalizaciOn 

Los metodos descritos en la presente pueden utilizarse para preparar anticuerpos monodonales contra muchos 

otros lipidos bioactivos extracelulares e intracelulares ademas de los esfingolipidos (por ejemplo, SPC, ceramida, 

esfingosina, esfinganina, SIP y dihidro-SIP). Otras clases de lipidos bioactivos incluyen los leucotrienos, 

eicosanoides, metabolitos de eicosanoides (tales come los HETE, prostaglandinas, lipoxinas, acidos 

45 epoxieicosatrienoic,os e isoeicosanoides), mediadores de cannabinoides no eicosanoides, fosfolipidos y sus 

derivados, tales como acido fosfatidico (PA) y fosfatidilglicerol (PG), cardiofipinas y lisofosfolipidos, tales como 

lisofosfatidilcolina (LPC) y acid° lisofosfatidico (LPA). En resumen esta invencion puede adaptarse para la 

aplicacien a cualquier lipido bioactivo de seriafizaciOn extracelular y/a intracelular deseado con efectos pleiotrOpicos 

sobre importantes procesos celulares. Otros ejemplos de lipidos bioactivos incluyen fosfatidilinositol (PI), 

50 fosfatidiletanolamina (PEA), diacilglicerido (DG), sulfatidas, gangliasidos, globasidos y cerebrasidos. 

C. Coniuqados  

Un anticuerpo monoclonal, o su fragmento de uni6n al antigeno, descrito en la presente puede utilizarse por si solo 

in vitro o puede administrarse a un sujeto, en formas no derivatizadas o no conjugadas. En otras realizaciones, 

dichos anticuerpos, derivados y variantes pueden derivatizarse o unirse a una o mas entidades moleculares. Otras 

55 entidades moleculares incluyen peptidos, polipeptidos y proteinas naturales, recombinantes o sinteticas, compuestos 

quimicos no peptidicos, tales coma is6topos, compuestos terapeuticos de molecula pequena, etc. Las moleculas 

pequehas preferidas incluyen radiomarcadores, agentes fluorescentes y agentes quimioterapeuticos de molecula 

pequena. Las protelnas preferidas incluyen factores del crecimiento, dtoquinas y anticuerpos (induyendo 

anticuerpos identicos y los derivados o variantes de dichos anticuerpos). Los ingredientes activos pueden unirse 
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mediante cualquier metodo adecuado, tomando en cuenta los ingredientes activos y la aplicacien prevista, entre 

otros factores. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal de la invencian puede unirse funcionalmente a otra molecula 

mediante acoplamiento quimico, fusion genetica, asociaci6n no covalente, u otra estrategia adecuada. 

Asi, la invencion contempla conjugados formados entre uno a mas anticuerpos monoclonales de la invenci6n, o uno 

5 de sus variantes o derivados, con atm ingrediente activo. Estos conjugados pueden ser covalentes o no covalentes y 

pueden producirse a troves de un conector o directamente entre los ingredientes activos. Los ejemplos de dichos 

conjugados induyen uno o mas anficuerpos monodonales de la invenciOn (o su dominio de uni6n al antigeno) 

unidos a otro anticuerpo monodonal terapeutico de la misma dase o de una clase diferente. Como altemativa, el 

anficuerpo monoclonal 0 derivado o variante del anticuerpo de la invencien puede estar unido a una clase diferente 

10 de agente terapeutico, par ejemplo, un agente quimioterapeutico de molecula pequefia o un radiois6topo. En 

algunas realizaciones, uno o mas de cada uno de los dos o mas agentes terapeuticos diferentes (al menos uno de 

los cuales es un compuesto de la invencion) puede unirse a traves de un andamiaje multivalente. 

Como alternativa a los conjugados, un anticuerpo monoclonal o un derivado o variante del anticuerpo de la invencian 

puede estar asociado simplemente con uno o mas agentes terapouticos. Como ejemplo, un anticuerpo monoclonal 

15 de la invencian puede combinarse con uno o mas tipos distintas de agentes terapeuticos en un vehiculo de 

transporte, par ejemplo, un liposoma, una micela, una nanoparticula, etc., adecuado para la administracion a un 

sujeto. 

La invencien tambien contempla conjugar un anticuerpo monoclonal o un derivado o variante del anticuerpo de la 

invencion, por ejemplo, una o mas CDR reactivas contra un lipido bioactivo diana concrete, con una proteina o un 

20 polipeptido. Como ejemplo, una C mas CDR de la regi6n variable de una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina 

puede injertarse en un anticuerpo monoclonal. 

3. Aplicaciones  

En la presente se describen composiciones y metodos para tratar o prevenir trastornos hiperproliferativos, tales 

como cancer, fibrosis y angiagenesis y enfermedades y trastornos cardiovasculares, cardiacos y otras 

25 enfermedades, trastomos, o traumatismos fisicos y/o enfermedades y trastornos cerebrovasculares, en los que los 

agentes terapauticos se administran a un paciente y alteran la actividad o la concentracion de lipidos indeseables, 

taxicos y/o bioactivos, o sus precursores o metabolitos. Los metodos y las composidones terapeuticos actaan 

cambiando la concentracion absoluta, relativa y/o disponible y/o las actividades de clefts lipidas indeseables o 

taxicos. En este caso, "Mxico" se refiere a la implicaciOn de un lipido concreto en un proceso de enferrnedad, par 

30 ejemplo, coma molocula de senalizaci6n. 

Aunque no se pretenda limitacian alguna por ninguna teoria concreta, se cree que unas concentraciones 

inapropiadas de lipidos, tales como LPA y/o sus metabolitos, causan o contribuyen al desarrollo de diversas 

enfermedades y trastornos, que incluyen enfermedad cardlaca, dolor neuropatico, cancer, angiogenesis, inflamaci6n 

y enfermedad cerebrovascular, que incluye patologias del old° intern° similares al ictus ( \tease, por ejemplo, 

35 Scherer, et at (2006), Cardiovascular Research, vol. 70:79-87). Como tales, las presentes composiciones y metodos 

pueden ufilizarse para tratar estas enfermedades y trastornos, en particular disminuyendo la concentracion eficaz in 

vivo de un lipido diana concrete, par ejemplo, LPA. A continuaciOn se describen varias clases de enfermedades que 

pueden ser tratadas segOn los metodos descritos. 

A. Enfermedades v trastornos hiperproliferativos  

40 I. Cancer 

Una estrategia para la terapia del cancer es reducir los niveles extracelulares biologicamente disponibles del 

promotor tumoral S1P, como Unica terapia o en combinaciOn con tratamientos anticancer tradicionales, que incluyen 

la administradOn de agentes quimioterapeuticos, tales coma una antracidina. Para este fin, se ha desarrollado un 

anticuerpo monoclonal (mAb) que es especifico para S1P, que puede adsorber selecfivamente la SIP del suero, 

45 actuando con una esponja molecular para neutralizar la S1P extracelular. Puesto que se ha demostrado que S1P es 

proangiogenica, un beneficio afiadido a la eficacia del anticuerpo puede derivarse de la capacidad del anticuerpo de 

privar del suministro sanguineo al tumor en crecimiento. Asi, otra estrategia antineoplasica basada en esfingolipidos 

implica combinar activadores conocidos de la producciOn de CER y SPH (doxorrubicina y glicasidos de antraciclina 

relacionados, terapia de radiaci6n, etc.) acoplado con una estrategia para reducir los niveles de S1P. 

50 Aunque se han propuesto estrategias anticancer basadas en esfingolipidos que se dirigen a enzimas cave de la via 

metabOlica de los esfingolipidos, tales coma SPHK, la propia S113 no se ha enfatizado, en gran medida debido a las 

dificultadas para atacar esta diana y dianas relacionadas. Tal come se describe en la presente, se ha produddo un 

anticuerpo monoclonal muy especifico contra Sip que reconoce a SIP en el intervalo fisiolOgico y es capaz de 

neutralizar a SIP mediante combinaciOn molecular. El use de este anticuerpo (y sus derivados) viva a las celulas 

55 tumorales en crecimiento de un importante factor del crecimiento y la supervivencia. Ademas, el uso de dicha terapia 

del cancer basada en anticuerpos tambien podria ser eficaz cuando se emplea en combinacien con tratamientos del 

cancer convencionales, tales coma cirugia, terapia de radiaciOn y/o la administracion de agentes anticancer 

citatexicos. Los ejemplos de agentes citotoxicos incluyen, per ejemplo, la familia de farmacos de la antracidina, los 
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vinca-alcaloides, las mitomicinas, las bleomicinas, los nucleasidos citotexicos, los taxanos, las epotilonas, 

discodermolida, la familia de farmacos de la pteridina, diinenos y las podofilotoxinas. Los miembros de estas clases 

incluyen, par ejemplo, doxorrubicina, carminomicina, daunorrubicin, aminopterina, metotrexato, metopterina, 

diclorometotrexato, mitomicina C, porfiromicina, 5-fluorouracilo, 6-mercaptopurina, gemcitabina, citosina arabin6sido, 

5 podofilotoxina o derivados de podofilotoxina, tales como etop6sido, etoposido fosfato o tenipOsido, melfalano, 

vinblastina, vincristina, leurosidina, vindesina, leurosina, paditaxel y similares. Otros agentes antineoplasicos 

incluyen estramustina, cisplatino, carboplatino, cidofosfamida, bleomicina, gemcitibina, ifosamida, melfalano, 

hexametilmelamina, tiotepa, citarabina, idatrexato, trimetrexato, dacarbazina, L-asparaginasa, camptotecina, CPT-

11, topotecano, ara-C, bicalutamida, flutamida, leuprohda, derivados de piridobenzoindol, interferones e 

10 interleuquinas. Otros farmacos citotaxicos son muy conocidos en la tecnica. Una terapia de combinaci6n basada en 

anticuerpos puede mejorar la eficacia de los agentes quimioterapeuticos sensibilizando a las celulas frente a la 

apoptosis mientras que minimizan sus efectos secundarios tOxicos, aunque la administraciOn del anticuerpo por Si 

solo tambien puede resultar eficaz para retrasar el avance de la enfermedad. En efecto, la capacidad del mAb anti-

SIP para retrasar el avance del tumor en modelos de rat6n de cancer human° y en modelos de ratan de aloinjertos 

15 demuestra la utilidad de las estrategias de anticuerpos anti-S1P para tratar tumores humanos y animales. Ademas, 

el descubrimiento de que varios fipos de canceres humanos (por ejemplo, de ovario, mama, pulman y melanoma) 

pueden tratarse en modelos de xenoinjerto dem uestra que las estrategias de anticuerpos anti-Si P no se limitan a un 

tipo de celula o tejido canceroso. 

El LPA media en mOltiples respuestas celulares, que incluyen la proliferaci6n, la diferenciaci6n, la angiogenesis y la 

20 movilidad celular. Un gran conjunto de descubrimientos experimentales sugiere que el LPA extracelular desempefia 

un papel cave en el avance de varios tipos de cancer humano mediante la estimulacian de la proliferaciOn, la 

supervivencia y la invasiOn de celulas tumorales y mediante la inducci6n de la angiogenesis y la metastasis. 

Ademas, el LPA protege a ura diversidad de tipos de celulas tumorales frente a la apoptosis. Desde hace tiempo, el 

LPA se ha asodado con cancer de ovario y de mama (Fang, X., et al. (2002), Biochim. Biophys. Ada, 1582:257-64);  

25 se han descubierto unos niveles altos de LPA en sangre y liquid° de ascitis de pacientes y se han correlacionado 

con el avance, la angiogenesis y el potencial metastasico del tumor. Adernas, la autatoxina (ATX), enzima 

principalmente responsable de la producciOn 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 LPA es una diana innovadora y prometedora para la terapia del 

30 cancer (Mills, G.B. y W.H. Moolenaar (2003), Nat. Rev. Cancer, 3:582-91). 

Se cree que la neutralizacian del LPA con un anticuerpo anti-LPA (tal como el descrito en la presente) sera una 

nueva estrategia terapeutica antiangiogenica y antimetastasica para el tratamiento del cancer. Se cree que los 

anticuerpos monoclonales contra LPA actOan 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 reduccian de la 

35 tumorigenesis y el crecimiento tumoral, asi como el bloqueo simultaneo de la formaciOn de vasos sanguineos y del 

potencial metastasico. Ademes, es probable que el LPA pierda su capacidad para proteger a las celulas frente a la 

apoptosis oomo resultado de la neutralizacian por los anticuerpos, aumentando asi la eficacia de los farmacos 

quimioterapeuficos proapoptOticos convencionales. 

Anqiocienesis 

40 La angiogenesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos 

existentes. Ahora se cree que la angiogenesis asociada con tumores sOhdas y en circulacian es un componente 

crucial de la tumorigenesis puesto que, en la actualidad, la opini6n de que el crecimiento del tumor depende de la 

neovascularizaciOn este cientificamente bien aceptada. Tanta S1P como LPA parecen ser importantes para el 

proceso angiogenico. 

45 El LPA es el principal regulador de GROct, un oncogen que se cree que contribuye a la tumorigenesis a time de su 

efecto proangiogenico (Lee, et al. (2006), Cancer Res., vol. 66:2740-8). El LPA tambion potencia la expresion de la 

metaloproteinasa de matriz-2, un actor reconocido en la migraci6n celular subyacente al proceso angiogenico (Wu, 

et at (2005), Endocrinology, vol. 146:3387-3400). 

La S1P estimula la sintesis de UNA y la movilidad quimiotactica de las celulas endoteliales venosas humanas 

50 (HUVEC), al mismo tiempo quev induce la diferenciacian de estructuras multicelular que es fundamental para la 

formadOn de vasos sanguineos tempranos. La SIP tambien estimula la migraci6n de precursores de celulas 

endoteliales derivadas de la modula asea hacia sitios de neovascularizaciOn y las celulas que sobreexpresan 

receptores de SIP son resistentes a los agentes anfiangiogenicos talidomida y neovastato. Asi, SIP y en particular 

los receptores de S1P, son necesarios para la angiogenesis y la neovascularizad6n. Por Ultimo, se produce un 

55 entrecruzamiento entre S1P y otros factores del crecimiento proangiogenicos, tales como VEGF, EGF, PDGF, bFGF, 

e IL-8. Por ejemplo, Sip transactiva los receptores de EGF y VEGF2 y VEGF sobreexpresa la expresi6n del 

receptor de S1P (Igarashi, et al. (2003), PNAS (EE.UU.), vol. 100:10664-10669). 

Tal como se apreciare, el control clinico de la angiogenesis es un componente crifico para el tratamiento del cancer 

y otras enfermedades dependientes de la angiogenesis, tales como la degeneraci6n macular relacionada con el 

60 envejecimiento (AMD) y la endometriosis. Los compuestos terapeuticos antiangiogenicos tambien son 
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particularmente atractivos porque las celulas endoteliales vasculares que ester' implicadas en la angiogenesis 
tumoral no mutan con tanta facilidad como las celulas cancerosas; par consiguiente, las celulas endoteliales 
vasculares fienen una menor probabilidad, comparadas con las celulas cancerosas, de adquirir resistencia a una 
terapia prolongada, lo cual les hace ser dianas terapeuticas Utiles. 

5 Existen varios conjuntos de pruebas que sugieren que SIP es un factor del crecimiento proangioganico 
potencialmente significativo que puede ser importante en la angrogenesis tumoral, que incluyen lo siguiente: los 
anticuerpos anti-Si P pueden neutralizar la formaci6n de tubos inducida par Si P, la migracien de calulas endoteliales 
vasculares y la proteccion frente a la muerte celular en diversos ensayos in vitro que emplean HUVEC; la inyeccion 
de celulas MCF-7 de adenocarcinoma de mama que expresan niveles elevados de S1P en almohadillas de grasa 

10 mamaria de ratones atimicos produce un aumento en los tumores dependientes de la angiogenesis, que son mas 
grandes y numerosos que cuando se emplean celulas control; los anticuerpos anti-S1P pueden reducir notablemente 
la angiogenesis asociada a tumores en un modelo de aloinjerto de melanoma murino ortotOpico; la S1P aumenta el 
crecimiento capilar nuevo hacia !echos cortos de Matrigel implantados en ratones, un efecto que puede ser 
neutralizado mediante la administraciOn sistemica de anticuerpos anti-Sip; la administraciOn in vivo de anficuerpos 

15 anti-S1P puede neutralizar completamente la angrogenesis inducida por factores del crecimiento proangiogenicos 
(por ejemplo, por bFGF y VEGF) en ensayos de !echos codas de Matrigel murinos; la SIP esfimula la liberaciOn de 
bFGF y VEGF desde celulas tumorales in vitro e in vivo , un elect° que puede ser revertido por anficuerpos anti-Sip; 
la SIP potencia la movilidad y la invasion in vitro de un gran nOrnero de diferentes tipos de celulas cancerosas, que 
incluyen celulas multiformes de glioblastoma; y los anticuerpos anti-S1P reducen significativamente la 

20 neovascularizaciOn asociada con modelos animales de AMD. 

La importancia de SIP en los tumores dependientes de la angiogenesis hace que S1P sea una diana excelente para 
el tratamiento del cancer. En efecto, la neutralizacian por anticuerpos de la SIP extracelular puede dar como 
resultado una notable disminucien en el avance del cancer en mamiferos, incluyendo seres humanos, como 
resultado de Is inhibician de la formacion de vasos sanguineos con la perdida concomitante de los nutrientes y el 

25 oxigeno necesarios para apoyar el crecimiento tumoral. Asi, los anticuerpos anti-S1P tienen varios mecanismos de 

acci6n, que incluyen: (1) efectos directos sobre el crecimiento de colulas tumorales; (2) efectos anfiangiogenicos 
indirectos sobre las celulas endoteliales vasculares; y (3) los efectos antrangiogenicos indirectos que evitan la 
liberaciOn y la acciOn de otros factores del crecimiento proangiogenicos. Por consiguiente, los anficuerpos anti-SIP 
tambien pueden actuar como compuestos teraperiticos anfimetastasicos, edemas de proporcionar una terapia 

30 antangiogenica. 

El control de la angiogenesis es un componente critic° para el tratamiento de otras enfermedades dependrentes de 
la angrogenesis adernas del cancer tales como la degeneraciOn macular relacionada con el envejecimiento, la 
retinopatia de prematuridad, la retinopatia diabetica, la endometriosis y la artritis reumatoide (Carmeliet, P. (2005), 
Nature, vol. 438(15):932-6). 

35 Los compuestos terapeuticos anfiangiogenicos tambien son particularmente atractivos porque las celulas 
endoteliales vasculares que estan impficadas en la angiogenesis tumoral no mutan con tanta facilidad como las 

celulas cancerosas; par consiguiente, es menos probable que las celulas endoteliales vasculares, comparadas con 
las calulas cancerosas, adquieran resistencia a una terapia prolongada, lo cual les hace ser dianas terapouticas 
Utiles. Los anticuerpos SIP y sus derivados tambien serail utiles para tratar otros trastornos hiperproliferativos 

40 asociados con la actividad SIP, tales como los provocados por la proliferacian aberrante de celulas endoteliales que 
aparece con la angiogenesis asociada con AMD. 

Fibrogenesis v cicatrizacian  

(a) Si P, fibroblastos v el proceso de remodelacion  

Resulta evidente que los fibroblastos cardiacos, en particular los miofibroblastos, son elementos celulares cave en 
45 la formaci6n de cicatrices en respuesta a la muerte celular y la infiamacien en un infarto de miocardio (Ml). La 

expresiOn de genes de colageno de miofibroblastos es una caracterisfica de la remodelaciOn y es necesaria para la 
formaciOn de cicatrices. Ademas de sus otras actividades, la SIP tambien es un mediador infiamatorio que 
contribuye en gran medida a la curaci6n de heridas mediante la activacion de la migracion y la proliferaciOn de 
fibroblastos, edemas de la activaciOn de plaquetas, la estimulacian de la angiogenesis y la estimulaciOn de la funci6n 

50 del MUSCUI0 liso. Asi, S1P, quizas producida de forma local por el miocardio lesionado, puede ser responsable, en 
parte, de la curacien de heridas desadaptativa asociada con la remodelacian y la insuficiencia cardiaca, en particular 
mediante a activaciOn de miofibroblastos en el coraz6n. 

Existen tres respuestas generales de las celulas a Si P: la protecci6n frente a la muerte celular; la estimulacion de la 
proliferacien; y la estimulacian de las respuestas migratorias. Por consiguiente, la actividad de S1P o su implicacian 

55 en una enfermedad, linea celular, etc. concretas puede evaluarse adaptando los ensayos de este tipo para este fin. 
Existen pruebas de que los fibroblastos responden a SIP en estas tres formas para estimular la curaci6n de heridas. 
Por ejemplo, en varios de los ejemplos de la seccion de ejemplos que aparec,e a continuacien, se presentan pruebas 
que demuestran que S1P contribuye a la remodelacien mediante la esfimulacion de la actividad de los 
miofibroblastos cardiacos (proliferaciOn, migracien y expresiOn de genes de colageno). 
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Los anticuerpos anti-S1P o los derivados de anficuerpos tambien evitan el exceso de cicatrizaciOn asociado con 
procedimientos quinirgicos. El exceso de cicatrizacien despues de una lesion o una cirugia, un problema en adultos 
pero no en tejido dermico fetal (Adzick y Lorenz (1994), Ann. Surg., vol. 220:10-18) se atribuye a un exceso de 
TGF-fl en el tejido der-mice adulto despues de una lesion. La S1P se ha impficado como activador potente del 

5 sistema de senalizacion del TGF-p. Por consiguiente, se podria esperar que un anticuerpo anti-Si P limite el exceso 
de cicatrizaci6n despues de una lesion a drug la. 

(b) Proteccien frente a la muerte celular nor LAP v SIP  

El LPA es un agente que protege a las calulas cancer-loses frente a la apoptosis. As!, tal como se analizO en detalle 
anteriormente, un anticuerpo contra LPA, por ejemplo, hare que las celulas cancerosas sean mas susceptibles a la 

10 quimioterapia. De heck), este ha sido demostrado en los ejemplos que aparecen a continued& en la presente, 
empleando los recien desarrollados anticuerpos monoclonales anti-LPA. 

Como es el caso para muchos tipos celulares, los fibroblastos se protegen directamente frente a la apoptosis 
mediante la adici6n de SIP y la apoptosis es potendada por inhibidores de SPHK y SIP bloquea la liberaciOn de 
citocromo C y la activaciOn de caspasa resultante. Ademas, los fibroblastos transfectados con SPHK1 muestran 

15 protecciOn frente a la apoptosis, un efecto que puede depender de la translocacien de SPHK1 hacia la membrana 
plasmatica. Se sabe que SPHK1 sobrerregula a Akt, regulando con elle a los miembros de la familia de BcI-2 y 
protegiendolos frente a la apoptosis. Ademas, la S1P3 es necesaria para la fesforilacion de Akt en fibroblastos 
embrionarios de ratan (MEF). Adernes, la sobrerregulacien de SPHK y los aumentos resultantes en los niveles de 
S1P protegen a los cardiofibroblastos frente a la apoptosis. 

20 La ceramida, un metabolite corriente arriba de la Sip, disminuye el potencial de membrana mitocondrial que 
coincide con un aumento de la transcripci6n de proteinas mitocondriales que inducen la muerte. Debido al 
mecanismo reostatico, a SIP 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 SIP incluse puede activar la 
autofagia como mecanismo de protecciOn. Estos efectos pueden ser revertidos par los anticuerpos anti-S1P 

25 neutralizantes (u otras molecules que se unan y actOen para secuestrar a la SIP). 

B. Dolor  

Se cree que los lipidos bioactivos desempenan papeles importantes en la patogenesis del dolor, incluyendo el dolor 
neuropatico y el dolor asociado a la quimioterapia 

El papel significative de la sefializaciOn de LPA en el desarrollo del dolor neuropatico ha sido establecido utilizando 
30 diversas estrategias farmacolegicas y geneticas, que incluyen el use de ratones que carec,en del receptor LPA1 

Neese, por ejemplo, Ueda, et al. (2006), Pharmacol. Ther., vol. 109:57-77; Inoue, at al. (2004), Nat. Med., vol. 
10:712-8). Los animales de tipo salvaje con lesiones nerviosas desarrollan hiperalgesia y alodinia conductual parejas 
a una desmielinacien en la raiz dorsal y un aumento en la expresiOn de la isoforma C de la proteina quinasa dentro 
del cuerno dorsal de la male espinal y de la subunidad del canal de calcio 21 en los ganglios de la raiz dorsal. Una 

35 inyeccien intratecal de LPA induce cambios conductuales, morfologicos y bioquirnicos similares a los observados 
despues de la ligadura nerviosa. Por contraste, los ratones que carecen de un &ice receptor de LPA (LPA-1, 
tam bien conocido como EDG-2) que active la via de Rho-Rho quinasa, no desarrollan sefiales de dolor neuropaticos 
despues de una lesion en nervios perifericos. Los inhibidores de Rho y Rho quinasa tambien evitan que aparezcan 
estas sebales de dolor neuropatico. Estos resultados impfican que la senalizacion de LPA mediada por receptores es 

40 fundamental para que aparezca el dolor neuropatico y que un anticuerpo contra LPA probablemente aviaria el dolor 
neuropatico en individuos que padecen este trastorno (Moulin, D.E. (2006), Pain Res. Manag., vol. 11, supl, A: 30A-
6A). 

En el contexto de otro tipo de dolor, el dolor asociado con quimioterapia es la principal toxicidad limitante de la dosis 
de muchos agentes quimioterapeutices de molecule pequena. En efecto, se han indicado muchas clases de dolor 

45 inducido par quimioterapia. Por ejemplo, el paclitaxel (taxol), un agente antineoplasico derivado del tejo del Pacifico 
Taxus brevitblia , se emplea para tratar una diversidad de cenceres, incluyendo cancer de ovario, de mama y de 
pulmOn no microcitico. Sin embargo, la eficacia del paclitaxel este limitada por el desarrollo altamente incidental de 
graves neuropatias perifericas dolorosas, tales como entumecimiento y dolor quemante. Se podria administrar un 
anticuerpo monoclonal contra un lipido bioactivo que se correlacione con este dolor, par ejemplo, LPA (o un derivado 

50 de dicho anticuerpo que contenga una porci6n de union al lipido de este) en combinacien con paditaxel para reducir 
el dolor asociado con el agente quimieterapeutico. Como resultado de mejorar esta toxicidad limitante de la dosis, la 
canfidad de paclitaxel que se va a administrar podria ser incluse mayor (y asi incluse mas eficaz) cuando se emplea 
en combinaci6n con dicho anticuepo monoclonal o derivado de anticuerpo. En algunas reafizaciones, el agente 
quimioterapeufico (u otro farmaco) puede conjugarse o asociarse de otra forma con el anticuerpo o el derivado de 

55 anticuerpo, por ejemplo, mediante la uni6n covalente del agente quimioterapeutico de molecule pequeba con el 
anficuerpo, mediante la union del agente quimioterapeutice de molecule pequefia a un andamiaje multivalente al 
cual tambien este unido un anbcuerpo monoclonal o al menos un dominio de uni6n al lipido bioactivo derivado de un 
anticuerpo monoclonal especificamente reactive contra el lipido bioactivo diana, etc. 
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C. Enfermedades y trastornos cardiovasculares 

La enfermedad cardiaca isquemica es la principal causa de muerte en EEUU. Cada aria, aproximadamente 1,5 

millones de personas sufren ataques al corazOn (infarto de miocardio), de los cuales aproximadamente una tercera 

parte (es deck, aproximadamente 500.000) son modeles. Ademas, aproximadamente 6,75 millones de 

5 estadounidenses sufren de angina de pecho, la manifestaciOn mas comer) de isquemia cardiaca. En total, existen 

mas de 13 millones de pacientes que viven con la enfermedad cardiaca isquemica solo en EEUU. La "isquemia" es 

un trastorno asociado con un flujo inadecuado de sangre oxigenada a una parte del cuerpo, generalmente 

provocado por la constriction 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 reducci6n en el flujo sanguine° puede ser 

10 el resultado de: (i) el bloqueo de un vaso por un em bolo (coagulo sanguineo); 00 el bloqueo de un vaso debido a 

aterosclerosis; (iii) la rotura de un vaso sanguine° (un ictus hemorregico); (iv) el bloqueo de un vaso sanguine° 

debido a una vasoconstriccian aguda; (v) un infarto de miocardio (cuando el coraz6n se detiene, el flujo de sangre a 

los Organos se reduce y se produce la isquemia); (vi) traumatismos; (vii) cirugia, durante la cual el flujo sanguineo a 

un tejido u Organ° debe reducirse o detenerse para lograr los objetivos de la cirugia (por ejemplo, angioplastia, 

15 transplantes de coraz6n y pulm6n/corazOn); (viii) la exposiciOn a ciertos agentes, por ejemplo, dobutamina o 

adenosine (Lagerqvist, et at (1992), Br. Heart J., vol. 68:282-285); o (ix) agentes antineoplasicos u otos agentes 

quimioterapeuticos, tales como doxorrubicina, que son cardiotOxicos. 

Aunque el caudal (volumen/tiempo) de la sangre sea adecuado, la isquemia aun asi puede producirse debido a una 

hipoxia, es decir, una condiciOn en el que el contenido en oxigeno de la sangre es insuficiente para satisfacer las 

20 necesidades normales de oxigeno celulares del area o areas afectadas. La sangre hipexica, por definicien, es 

distinta de la sangre norm6xica, es deck la sangre en la que el contenido en oxigeno es suficiente para satisfacer 

las necesidades celulares de oxigeno normales. Las condiciones hip6xicas pueden ser el resultado, aunque no se 

limitan a formas de insuficiencia cardiaca que afectan de forma adverse al bombeo cardiaco, tales como 

hipertension, arritmias, choque septic°, traumatismo, cardiomiopatias y enfermedad cardiaca congestive. 

25 Los trastornos isquemicos del miocardio aparecen cuando el flujo sanguine° cardiaco esta restringido (isquemia) y/o 

cuando el suministro de oxigeno al mOsculo cardiaco esta compromefido (hipoxia), de modo que la demanda de 

oxigeno del corazen no es satisfecha por el suministro. La enfermedad de la arteria coronaria (CAD), que surge de b 

arteriosclerosis, en particular la aterosclerosis, es la causa mas habitual de isquemia y tiene sintomas tales como 

angina de pecho estable o inestable. La CAD puede conducir a infartos agudos de miocardio (AMI) y muerte 

30 cardiaca &Mita. El espectro de condiciones isquemicas que producen una insuficiencia cardiaca se denomina 

sindrome coronario agudo (ACS). Una lesion par reperfusiOn es a menudo una consecuencia de la isquemia, en 

particular cuando se emplean anticoagulantes, agentes trombolificos, o medicaciones anti-angina, o cuando la 

vasculatura card face se abre quirOrgicamente 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 

35 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) 11b/IlIa. Los inhibidores de GP 

Ilb/Illa disminuyen la agregaci6n de plaquetas y la formacien de trombos. Los ejemplos incluyen anticuerpos 

monoclonales (por ejemplo abciximab), peptides ciclicos (por ejemplo, eptifibabda) y pepfidomimeticos no peptidicos 
40 (por ejemplo, tirofibiano, lamifibano, 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 intervencien farmacolOgica. Las estatinas son un tipo de agente que se 

emplea para reducir los niveles de colesterol. Se cree que las estatinas actilan inhibiendo la actividad de la HMG-

CoA reductasa, que a su vez aumenta la producciOn hepatica de receptores de colesterol. Los receptores de 

45 colesterol hepaticos se unen al colesterol y lo 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 regresion de lesiones ateroscleroticas en pacientes, aunque la gama de efectos secundarios como 

consecuencia del uso de dichos farmacos no se entiende totalmente. 

Tal coma se apreciara, pueden utilizarse anticuerpos monoclonales y dedvados y otros fragmentos y variantes 

50 reactivos contra un lipid° bioacfivo, para realizar una terapia cardiaca, solos o en combinaci6n con otras estrategias 

terapeuticas, que incluyen un tratamiento con farmacos y/o cirugia. En este caso, la "terapia cardiaca" se refiere a 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 intervencien u otras terapias o procedimientos 

55 quirOrgicos o medicos que pueden provocar dahos isquemicos o isquemicos/por reperfusi6n en mamiferos, en 

particular seres humanos. 

Ademas del coraz6n y del cerebra, tambien puede aphcarse una estrategia anti-S1P a otros trastornos similares al 

ictus de base vascular, tales coma diversas patologias del oido interno (Scherer, et aL (2006), Cardiovascular 

Research, vol. 70:79-87). 
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D. Enfermedades v trastornos cerebrovasculares  

Los pacientes que sufren isquemia cerebral a menudo padecen discapacidades que varian de un deficit neurologic° 

transitorio a dahos irreversibles (ictus) o muerte. La isquemia cerebral, es decir, la reducciOn o cese del fujo 

sanguineo hacia el sistema nervioso central, puede clasificarse como focal o global. La isquemia cerebral focal se 

5 refiere al cese o a la reduce& del flujo sanguineo dentro de la vasculatura cerebral que resulta de una oclusi6n 

parcial o complete de las arteries cerebrales intracraneales o extracraneales. Esta oclusiOn generalmente produce 

un ictus, un sindrome caracterizado por la apariciOn aguda de un deficit neurologic° que persiste durante al menos 

24 hoas, que refleja la implicaciOn focal del sistema nervioso central y es el resultado de una alteraciOn de la 

criculaciOn cerebral. Otras causas de la isquemia cerebral focal incluyen vasoespasmos debidos a una hemorragia 

10 subaracnoide o una intervencien iatrogenica. 

La isquemia cerebral global se refiere a la reducci6n del flujo sanguineo dentro de la vasculatura cerebral que resulta 

de una insuficiencia circulatoria sistemica, que rapidamente conduce a una reducci6n en el transporte de oxigeno y 

nutrientes a los tejidos. Asi, la isquemia cerebral global resulta de una disminuci6n grave de la actuacien cardiaca y 

con mucha frecuencia es provocada por un AMI, aunque otras causas incluyen insuficiencia de bombe° que resulta 

15 de una miocarditis aguda o una disminuci6n de la contractilidad miocerdica tras una parada cardiaca o un bypass 

cardiopulmonar prolongado; anomalies mecanicas, tales como estenosis valvular grave, regurgitacian adirtica o 

mitrel masiva y defectos septales ventriculares agudamente adquiridos; asi como de arritmia cardiaca, tal como 

fibrilaciOn ventricular, o de procedimientos intervencionistas, tales como angioplastia de carOtida, colocadOn de 

stents, endarterectomia, cateterizacien card lace, estudios electrofisiolOgicos y angioplastia. 

20 Las lesiones isquernicas despues de un ictus y/o MI eneralmente conducen a la muerte celular por despolarizaci6n 

de celulas 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 traves de un mecanismo dependiente de 

GPCR. Ademas, la proteina del receptor de potencial transitorio, la esfingosina quinasa 1 y la esfingoquinasa 2 

25 comparten regiones de promotores con Egr-1, un importante interruptor general que se cree que regula la 

patobiologia cardiovascular (Khachigian, L.M. (2006), Circ. Res., vol. 98:186-191) y Sp1, un factor de la transcripci6n 

que desempena un papel fundamental en la muerte de las celulas neurales (Simard, et al. (2006), Nat. Med., vol. 

12:433-40). Basandose en estos descubrimientos, se esperaria que un anticuerpo contra S1P mitigue la muerte 

celular provocada por una isquemia tras hipoxia. 

30 Los expertos en la tecnica pueden idenfificar con facilidad a los pacientes que tienen ictus o que estan en riesgo de 

padecer un ictus, isquemia cerebral, traumatism° cefalico, o epilepsia. Por ejemplo, los pacientes que estan en 

riesgo de padecer un ictus incluyen los que tienen hipertensiOn o se van a someter a cirugia mayor. 

Tradicionalmente, la gestiOn emergente del ictus isquemico agudo ha consistido prindpalmente en cuidados de 

apoyo generales, por ejemplo, hidratacion, control del estado neurologic°, control de la presi6n sanguinea y/o 

35 terapia anti-plaquetas o anti-coagulaciOn. 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 dies. El activador de plasminogen° tisular (t-PA) ha sido aprobado para [rater 

el ictus agudo, aunque este tratamiento sistemico ha sido asociado con un aumento del riesgo de hemorragia 

40 intracerebral y otras complicaciones hemorregicas. Aparte de la administraciOn de agentes tromboliticos y heparina, 

en la actualidad no existen opciones terapeuticas en el mercado para los pacientes que padecen una isquemia 

cerebral focal de oclusiOn. Los vasoespasmos pueden responder parcialmente a los agentes vasodilatadores. El 

reciente campo en desarrollo de la cirugla neurovascular, que implica colocar dispositivos minimamente invasivos 

dentro de las arteries caratidas para eliminar fisicamente la lesiOn ofensiva, puede proporcionar una °pelt:xi 

45 terapeutica para estos pacientes en el futuro, aunque este tipo de manipulaciOn puede conducir al propio 

vasoespasmo. 

Tal como se apreciare, pueden utilizarse anticuerpos, derivados de anticuerpos y otros restos inmunoderivados 

reactivos contra un lipid° bioactivo para realizar una terapia cerebrovascular, por si solos o en combinacien con 

otras estrategias terapeuticas, que incluyen un tratamiento con farmacos y/o cirugia. En este caso, la "terapia 

50 cerebrovascular se refiere a la terapia dirigida a la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades y trastornos 

asociados con la isquemia cerebral y/o la hipoxia. De interes particular resulta la isquemia cerebral y/o la hipoxia que 

surgen de una isquemia global que se reanuda despues de una enfermedad cardiaca, asi como traumatismos o 

terapias o procedimientos quinirgicos o medicos que pueden provocar dahos cerebrovasculares isquemicos o 

isquemicos/por reperfusion en mamiferos, en particular seres humanos. 

55 E. Aplicaciones de diacinOstico v teran6stico para los anticuerpos que se unen a I ipidos bioactivos 

Puesto que se ha adarado el papel de diversos lipidos bioacfivos en enfermedades, pueden imaginarse nuevos 

usos para los anticuerpos que se unen a lipidos bioactivos en el diagn6stico y el teranostico. Seggn la presente 

descripciOn, se proporcionan metodos para potenciar la deteccien de lipidos bioactivos utilizando lipidos 

derivatizados unidos a un soporte solid°. Ademas del uso de estos metodos de detecciOn para la producciOn y la 

60 caracterizacien de anticuerpos y en investigaciOn, la detecciOn potenciada de lipidos bioactivos tambien puede 

21 

ES 2 411 979 T3

 



proporcionar una estrategia de diagn6stico valiosa para enfermedades asociadas con lipidos bioactivos. Cuando se 

combina con otras tecnicas, se proporciona una estrategia teranOstica para diseriar un tratamiento Optima para el 

paciente. Un ejemplo no limitante es el uso de anticuerpos anti-SIP para metodos de diagnestico y teranestico 

relacionados con el papel de SIP como biomarcador para el cancer. Tambien se contemplan metodos de 

5 diagnOstico y teranastico que emplean anticuerpos dirigidos a LPA u otros lipidos bioactivos y para otras 

indicaciones de enfermedad. 

Recientemente, la bibhografia cientifica ha sugerido que la S1P es un potente factor del crecimiento tumorigenico 

que probablemente es liberado par las celulas 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 producci6n de Si P. este 

10 significativamente sobrerregulada en una diversidad de tipos de cancer (French, Schrecengost et at (2003)). La 

actividad SPHK esta sobrerregulada en 2-3 veces en cancer maligno de mama, colon, pulmen, ovario, estOmago, 

Otero, dn.& y recto, cuando se compara con tejido normal adyacente. Estos investigadores tambien han demostrado 

que la expresiOn 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 bOsqueda en las bases 

15 de datos gen6micas disponibles en el mercado (ASCENTA, Genelogic Inc., Gaithersburg, MD) confirma que la 

expresiOn relative de SPHK, en general, es significativamente alta en una amplia variedad de tumores malignos. 

Recientes publicaciones tambien han sugerido que S1P puede ser un nuevo biomarcador para el cancer (Xu y. et al. 

(1998)! JAMA, 280:719-723; Shen, Z. at at (2001), Gynecol. Oncol., 83:25-30; Xiao y.J. at al. (2001), Anal. 

Biochem., 290(2): 302-313; Sutphen (2004), Cancer Epidemiology, 13(7) 1185-1191). Por ejemplo, Sutphen at at 

20 han demostrado que los niveles sericos de S1P son altos en pacientes con cancer de ovario en una etapa tem prana 

(Sutphen, 2004). A partir de los datos, se podria predecir que los pacientes con cancer de mama tambien podrian 

mostrar alguna variabilidad en su dependencia de S1P. Tomadas conjuntamente, estas observaciones preliminares 

sugieren que podria predecirse el exit° de un compuesto terapeutico anti-S1P, par ejemplo, un compuesto 

terapeutico de mAb anti-Si ft para un paciente individual si una biopsia de tejido, sangre, orina u otra muestra de 

25 tejido o fluido del paciente muestra unos niveles altos de S1P. 

Se ha descrito el uso potencial de S1P en fluidos biologicos en las siguientes patentes, todas las cuales estan 

cedidas junto con la 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. 

Aunque los anticuerpos humanized& tiene baja toxicidad y grandes indices terapeuticos, son muy costosos para el 

30 paciente y para los cuidadores sanitarios. Asi, dirigir la utilidad del compuesto terapeutico de mAb anti-S1P a 

aquellos que responderian con mas probabilidad a este tratamiento disminuiria los riesgos y minimizaria el caste, a 

la vez que proporcionaria un beneficio Optima pare el paciente. 

A continuacion se esbozan unas cuantas aplicaciones propuestas de diagnestico y teran6stico de biolipidos para 

una mejor gesti6n de enfermedades. 

35 1. La S1P puede ufilizarse como biomarcador para predecir la efic,acia terapeutica para pacientes individuales en 

especial cuando se combina con la gen6mica basada en esfingolipidos Basandose en descubrimientos recientes, 

los inventores puede predecir que los tumores dependientes de S1P pueden producir su propia S1P edemas de la 

abundante fuente serica de S1P. Los tumores muy agresivos utilizan 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 

40 en suero, plasma u orina de la S1P total de padentes individuales sena una prediccien del resultado final del 

paciente. Ademas, la produccian de S1P se concentraria en el propio tumor y en el microentorno del tumor (por 

ejemplo, el fluido intersficial). El ejemplo 11 que aparece a confinuacion describe el uso de un mAb anti-S1P en un 

metodo inmunohistoquimico de una seccian de tumor para evaluar la producci6n de S1P por el propio tumor. La 

sobrerregulacien de SPHK puede demostrar ser pero puesto que la quinasa es una enzima, se cree que la 

45 serial, segOn se nude mediante la producci6n de SIP, seria mucho mayor que si estuviera basada en el ARN o la 

expresi6n proteica de la propia quinasa Ademas, se presenta la hip6tesis de que los pacientes cuyos tumores 

presentan una sobrerregulacien de los receptares de SW 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-SIP putative de los inventores. Por tanto, unos bioensayos con tejido de 

50 biopsia analizado mediante PCR cuantitativa para la expresion relative de los receptores de S1P y SPHK 

proporcionarian una potente plataforma de teranostico. Esta plataforma de teranestico consistiria en un anahsis del 

marcador S1P serico en combined& con la cuantificacion genOmica o prote6mica de marcadores proteicos 

relacionados con S1P como marcadores susfitutos de enfermedad. Este nuevo analisis de multiples marcadores 

proporcionaria una plataforma muy potente para la prediccien de la respuesta individual a una terapia basada en 

55 mAb anti-S1P (SPHINGOMABrm). 

2. La S1P puede utilizarse como marcador sustituto para titular un regimen terapeutico. La concentracien de S1P 

serica 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 

60 determinar con mas precisiOn el regimen de dosificacien de mAb anti-S1P para cada individuo. Los niveles de los 
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marcadores sustitutos podrian utilizarse en combinaciOn con criterios de valoradOn clinicos convencionales para 

determinar la eficacia del regimen medico. 

3. La S1P puede utilizarse coma herramienta de seleccian para la detecci6n temprana del cancer. La detecci6n 

temprana del cancer es un problema debido a la fuerte correspondencia entre la etapa del avance y el exito de la 

5 terapia. El cancer de avail° de etapa I es muy dificil de detectar debido al hecho de que la mayoria de las pacientes 

son asintomaticas. Para cuando se diagnostics el cancer de ovario, la mayorla de las pacientes estan en las etapas 

tardias de la enfermeadd. La deteccion a una etapa mas temprana presenta beneficios obvios para el resultado final 

del paciente. Tal coma se describiO 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. 

10 Puesto que muchos tipos de tumores solidos, induyendo el cancer de °vatic, muestran una alta expresi6n de SPHK, 

se supone que muchos de los pacientes can estos canceres mostraran un alto contenido en S1 P en la sangre y/u 

orina que permitirian al medico intervenir en una fase mas temprana del avance de la enfermedad. 

Los Rados bioactivos derivatizados descritos en la presente tambien pueden utilizarse para detectar el nivel de 

anticuerpos en una muestra de fluido o tejido de un paciente. Aunque no se pretenda limitaciOn alguna par lo 

15 expuesto a continuacion, estos inmunoensayos detectan la presencia de anticuerpos antiesfingolipidos en la sangre 

y pueden ufilizarse para ensayar indirectamente el aumento en esfingolipidos en pacientes con trastornos 

isquemicos cranicos, cancer o trastornas autainmunologicos, tales coma la esderosis mOltiple. Este ensayo se basa 

en la suposici6n de que los pacientes producen anticuerpos antiesfingolipidos coma consecuencia de unos niveles 

en sangre elevados de esfingolipidos par analogia con los anticuerpos antilactosilesfingosina observados en 

20 pacientes con cancer colorrectal (Jozwiak W. y J. Koscielak, Eur. J. Cancer Clin. Oncol., 18:617-621, 1982) y los 

anticuerpos antigalactocerebrOsido detectados en el suero de pacientes con lepra (Vemuri N. et al. , Leprosy Rev., 

67:95-103, 1996). 

F. Investiqacian  

Las dianas de lipidos de senalizaciOn bioactivos descritas en la presente pueden adaptarse con facilidad para su uso 

25 en ensayos de seleccian de alta capacidad de procesamiento para seleccionar compuestos candidatos para 

identificar a los que tienen una actividad deseada, par ejemplo, inhibir una enzima que cataliza la reacciOn que 

produce un lipido de serializacian bioactivo no deseada, o bloquear la uni6n de un lipido de sefializacion bioactivo a 

un receptor para este Los compuestos asi identificados pueden actuar coma "compuestos guia° convencionales o 

en si mismos pueden utiNzarse coma agentes terapeuticos. Los metodos de selecciOn de la invention comprenden 

30 la utilizacian de ensayos de seleccien para identificar, a partir de un banco de moleculas diversas, uno o mas 

compuestos que tengan la actividad deseada. Un "ensayo de selecciOn" es un ensayo selectivo disefiado para 

identificar, aislar y/o determinar la estructura de compuestos dentro de una coleccian que tienen una actividad 

preseleccionada. La coleccion puede ser un banco combinatorio tradicional que se prepara segrin metodos 

conocidos en la tecnica, o puede ser adquirida en el mercado y tener una amplia gama de estructuras organicas o 

35 estructuras preseleccionadas para una actividad de senalizacion bioactiva 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 nucleetidos y de aminoacidos de los acidos nudeicos y los polipeptidos, 

respectivamente) y adernas, o coma alternativa, se purifican los compuestos que tienen la actividad seleccionada. 

Se disenan ensayos bioquimicos y brolagicos para ensayar la actividad en una amplia gama de sistemas que varian 

40 de interacciones de proteina-proteina, catalisis enzimatica, uniOn de proteinas-moleculas pequerias, hasta funciones 

celulares. Estos ensayos incluyen ensayos automaticos, semiautornaticos y ensayos de seleccian de alta capacidad 

de procesamiento. 

Ejemplos 

La invenciOn se describira a continuaci6n hacienda referencia a los siguientes ejemplos detallados No debe 

45 considerarse de ninguna manera que estos ejemplos limiten el alcance de la invencion. 

Ejemplo 1: Esquema sintetico para preparar un analogo tiolado de S1P representativo 

La estrategia sintetica descrita en este ejemplo da coma resultado la preparacien de un antigen° mediante la adiciOn 

en serie de elementos estructurales utilizando principalmente la quimica organica convencional. Un esquema para la 

estrategia descrita en este ejemplo se proporciona en la figura 1 y los nOrneros de los compuestos en la siguiente 

50 descripciOn sintetica se refieren a las estructuras numeradas en la figura 1. 

Esta estrategia sintetica comienza con el 15-hidroxipentadedno disponible en el mercado, 1 y la activacien par 

cloruro de metilsulfonilo del grupo 15-hidroxi para lograr la sustituci6n del hidroxilo para producir el sulfonato, 2. La 

sustitucian del sulfonato con t-bufiltiol produce el boater protegido, 3, que se condensa con aldehido de Garner para 

producir 4. Una reduccion suave del resto alquino para producir un alqueno (5), seguido de una apertura catalizada 

55 con acid° del anillo de oxazolideno produce esfingosina sustituida con tiol S-protegida y N-protegida, 6. Durante esta 

Ultima etapa, se emplea una rederivatizacian con dicarbonato de di-t-butilo para mitigar la perdida del grupo N-HOC 

durante la apertura del anillo catafizada par acids 

Tal coma se apreciara, el propio compuesto 6 puede utilizarse coma antigen° para preparar los haptenos para 
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generar anticuerpos contra la esfingosina o, como alternativa, como material de partida para dos estrategias 

sinteticas diferentes para preparar un analog° de S1 P tiolado. En una estrategia, la fosforilaciOn del compuesto 6 

con trimetilfosfato produce el compuesto 7. El tratamiento del compuesto 7 con bromuro de trimetilsililo elimina 

ambos grupos metilo del fosfato y el grupo t-butiloxicarbonilo de la amina primaria, dejando el compuesto 8 con el 

5 grupo t-bufilo sobre el azufre como Unica grupo protector. Para retirar este grupo, el grupo t-butilo es desplazado por 

NBS para formar el disulfuro 9, que entonces se reduce para formar el analog° de S1P fiolado, 10.  

Otra estrategia implica tratar el compuesto 6 directamente con NBSC1 para formar el disulfuro, 11, que entonces se 

reduce para formar el analog° de S1P tiolado N-protegido, 12. El tratamiento de este compuesto con un acid° suave 

produce el analog° de esfingosina tiolado, 13, que puede fosforilarse de modo enzimatico, por ejemplo con 

10 esfingosina quinasa, para producir el analog° de S1P tiolado, 10.  

Son posibles modificaciones de la estrategia sintetica presentada, en particular con respecto a la selection de 

reactivos protectores y desprotectores, por ejemplo, el uso de triflato de disulfuro de trimetilo descrito en el ejemplo 3 

para desproteger el tiol. 

Compuesto 2: Se Oar:lie DCM (400 mL) a un matraz RB de 500 mL cargado con 1 (10,3 g, 45,89 mmol) y la 

15 disoluciOn resultante se enfrio hasta 0 °C. Despues se anadi6 TEA (8,34 g, 82,60 mmol, 9,5 mL) en una portion, 

seguido de MsCI (7,88 g, 68,84 mmol, 5,3 mL) anadido gota a gota a lo largo de 10 min. La reacciOn se dej6 en 

agitaci6n a temperatura ambiente durante 0,5 h o hasta la desaparicion del material de partida (Rf = 0,65, 

hexanos:Et0Ac 5:1). La reacciOn se extingui6 con NH4CI (300 mL) y se extrajo (2 x 200 mL) con DCM. Las capas 

organicas se secaron sabre Mg504, se filtraron y el filtrado se evapon5 para producir un solid° (13,86 g, rendimiento 

20 del 99,8%). 

RMN de 1H (CDCI3) 8420 (t, J = 6,5 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 13C{11-1} (CDCI3) 

85,45, 70,90, 68,72, 46,69, 38,04, 30,22, 30,15, 30,14, 30,07, 29,81, 29,76, 29,69, 29,42, 29,17, 26,09, 19,06, 9,31. 

El ion principal observado en un analisis de HRMS (ES-TOE) del compuesto 2 fue m/z = 325,1804 (calculado para 

25 C16H30035: M+Na+ 325,1808). 

Compuesto 3. Un matraz RB de 11 con tres bocas se cargo con t-butiltiol (4,54 g, 50,40 mmol) y THE (200 mL) y 

despues se coloco en un ban° de hielo. Se anadie n-BuLi (31,5 mL de 1,6 M en hexanos) a lo largo de 30 min. 

Despuas se anadi6 el compuesto 2 (13,86 g, 45,82 mmol), disuelto en THF (100 mL), a lo largo de 2 min. La 

reacciOn se dej6 en agitaci6n durante 1 hora o hasta la desaparici6n del material de partida (Rf = 0,7, 

30 hexanos:Et0Ac 1:1). La reaccien se extingui6 con NH4CI saturado (500 mL) y se extrajo con Et02 (2 x 250 mL), se 

sec6 Mg504, se filtr6 y se evaport para producir un aceite amarillo (11,67 g, rendimiento del 86%). 

RMN de 1H (CDCI3) 82,52 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,18 (td, J = 7 Hz, 2,5 Hz, 2H), 1,93 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 1,55 (quintete, 

J = 7,5 Hz, 2H), 1,51 (quintete, J = 7 Hz, 2H), 1,38 (s a, 4H), 1,33 (s, 9H), 1,26 (s, 14H), RMN de
 1
 C(H) (CDCI3) 8 

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. 

35 Corn puesto 4. Un matraz de Schlenk de 250 mL cargado con el compuesto 3 (5,0 g, 16,85 mmol) se sometie a vacio 

y se rellen6 con nitrogen° fres veces antes de afiadir THF seco (150 mL). La disolucion resultante se enfri6 hasta - 

78 °C. Despues se anadi6 n-BuLi (10,5 mL de 1,6 M en hexanos) a lo largo de 2 min y la mezcla de reacciOn se agit6 

durante 18 min a -78 °C antes de retirar el ban° de hielo durante 20 min. Se volviO a aplicar el barlo de hielo. 

Despues de 15 min se ariadi6 aldehido de Garner (3,369, 14,65 mmol) en THE seco (10 mL) a lo largo de 5 min. 

40 Despues de 20 min se retire el bano de hielo. Una cromatografia en capa fina (TLC) despues de 2,7 h mostrO que el 

aldehido de Garner habia desaparecido. La reaccion se extingui6 con NH4CI acuoso saturado (300 mL) y se extrajo 

con Et20 (2 x 250 mL). Las fases de Et20 reunidas se secaron sabre Na2SO4, se filtraron y el filtrado se evaport 

para producir el compuesto bruto 4 y su diastereOmero syn (no se muestra en la figura 1) coma un aceite amarillo 

(9,06 g). Este material despues se utiliza en la siguiente etapa sin mas purificaciOn. 

45 Compuesto 5. Para reducir el triple enlace en el compuesto 4, el aceite se disolvio en Et20 seco (100 mL) bajo una 

atmosfera de nitrogen°. Se &ladle lentamente RED-Al (20 mL, al 65% en tolueno) a la disoluciOn resultante a 

temperatura ambiente para controlar la producciOn de hidrOgeno gaseoso (H2). La reacciOn se deg) en agitaci6n a 

temperatura ambiente durante la noche o hasta que una TLC mostr6 la desaparicien del material de partida (Rf = 0,6 

en Et0Ac:hexanos 1:1) y se extingui6 lentamente con Me0H frio o NH4CI acuoso para controlar la producciOn de H2.  

50 La suspensi6n blanca resultante se filtrt a traves de un !echo coda de Celite y el filtrado se extrajo con EtOAc (2 x 

400 mL). Los extractos de EtOAc reunidos se secaron sabre MgSO4, se filtraron y el filtrado se evaporO para 

producir el compuesto bruto 5 y su diasterearnero syn (no se muestra en la figura 1) coma un aceite amarillo 

(7,59 g). 

Compuesto 6. El aceite que contenia el compuesto 5 se disolvi6 en Me0H (200 mL). Se &ladle) hidrato de PTSA 

55 (0,639) y la disolucian se agit6 a tem peratura ambiente durante 1 d la y despues a 50°C durante 2 dias, tras lo cual 

una TLC sugiere que todo el material de partida (5) habia desaparecido. Sin embargo, estaba presente algo del 

material polar, lo cual sugiere que el acid° habia escindido parcialmente el grupo BOC. La reacci6n se trat6 

afiadiendo NH4CI acuoso saturado (400 mL) y se extrajo con eter (3 x 300 mL). Las fases etereas reunidas se 
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secaron sabre Na2SO4, se filtraron y el filtrado se evapor6 hasta la sequedad, dejando 5,14 g de un aceite. Para 

volver a proteger la amina que se hubiese formado, el producto bruto se disolvi6 en CH2Cl2 (150 mL), al cual se le 
ahadi6 BOC20 (2,44 g) y TEA (1,7 g). Cuando una TLC (hexanos:Et0Ac 1:1) mostr6 que ya no existia mas material 

en la !Ewa de base se ahadia NH4CI acuoso saturado (200 mL) y, despues de separar la fase organica, la mezcla se 

5 extrajo con CH2Cl2 (3 x 200 mL). Los extractos reunidos se secaron sobre Na2SO4, se filtraron y el filtrado se 

concentr6 hasta la sequedad para producir un aceite amarillo (7,7 g) que se cromatografie sobre una columna de 
sllice utilizando un gradiente de hexanos/Et0Ac (hasta 1:1) para separar los diaster6meros. Mediante una TLC 
utilizando PE/Et0Ac 1:1, el Rf para el antilsOmero, compuesto 6, se determina que es 0,45. Para el is6mero syn (no 

se muestra en la figura 1), el I% fue de 0,40. El rendimiento del compuesto 6 fue de 2,45 g (39% global basado en el 

10 aldehido de Garner). 

RMN de 11-I del antiisamero (CDCI3) 8 1,26 (s a, 20H), 1,32 (s, 9H), 1,45 (s, 9H), 1,56 (quintete, 2H, J = 8 Hz), 2,06 

(q, 2H, J = 7 Hz), 2,52 (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 = 15,5 Hz, 6,5 Hz), 5,78 (dt, 

1H, J = 15,5 Hz, 6,5 Hz); RMN de 13C(H) (CDCI3) 8 156,95, 134,80, 129,66, 80,47, 75,46, 63,33, 56,17, 42,44, 
15 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 C27H53NO48: C, 66,48; H, 10,95; N, 2,87; Encontrado: C, 65,98; H, 10,46; N, 2,48. 

Compuesto 7. A una disoluciem del compuesto de alcohol 6 (609,5 mg, 1,25 mmol) disuelto en piridina sew (2 mL) 
se le arladie) CBr4 (647,2 mg, 1,95 mmol, 1,56 equiv.). El matraz se enfria en un bane de hielo y se ariadie) gota a 

gota P(OMe)3 (284,7 mg, 2,29 mmol, 1,84 equiv.) a lo largo de 2 min. Despues de 4 min, el ban° de hielo se retire) y 
20 despues de 12 h la mezcla se diluy6 con eter (20 mL). La mezcla resultante se lava con HCI acuoso (10 mL, 2 N) 

para formar una emulsion que se separ6 tras una diludan con agua (20 mL). La fase acuosa se extrajo con eter (2 x 
10 mL), despues con Et0Ac (2 x 10 mL). Los extractos etereos y el primer extract° con Et0Ac se reunieron y se 

lavaron con HCI acuoso (10 mL, 2 N), agua (10 mL) y NaHCO3 acuoso saturado (10 mL). El Ultimo extract° con 
Et0Ac se utilize) para retroextraer los lavados acuosos. Las fases organicas reunidas se secaron sabre Mg804, se 

25 filtraron y el filtrado se concentr6 para producir un producto bruto (1,16 g), que se purifiW mediante una 
cromatografia de resoluciOn rapida sabre silice (columna de 3 x 22 cm) utilizando CH2Cl2 y despues CH2C12-Et0Ac 
(1:20, 1:6, 1:3 y 1:1, el producto comienza a eluir, 6:4, 7:3). Las fracciones tempranas contenlan 56,9 mg de aceite. 
Las fracciones mas tardias proporcionan el producto (compuesto 7, 476,6 mg, 64%) coma un aceite transparente 

incoloro. 

30 Anal. calculado para C29H58N07P8 (595,82): C, 58,46; H, 9,81; N, 2,35; Encontrado: C, 58,09; H, 9,69; N, 2,41. 

Compuesto 8. Un matraz que contenia el compuesto 7 (333,0 mg, 0,559 mmol) y una barra de agitaci6n se someti6 

al vacio y se rellen6 con nitrOgeno. Se inyect6 acetonitrilo (4 mL, destilado de CaH2) mediante una jeringa y el 
matraz, que ahora contiene una disoluci6n, se enfri6 en un ban° de hielo. Utilizando una jeringa se anadi6 

(CH3)3SiBr (438,7 mg, 2,87 mmol, 5,13 equiv.) a lo largo de 1 min. Despues de 35 min, la parte superior del matraz 
35 se enjuag6 con una portion mas de acetonitrilo (1 mL) y se retir6 el bailo de hielo. Despues de 80 min mas, se retire 

una parte alicuota, la disoluciem se secO soplando nitr6geno gaseoso sobre ella y el residuo se analize) mediante 

RMN de 1H en CDCI3, que mostr6 solo trazas de picas atribuibles a restos P-OCH3. Despues de 20 min se anadia 
agua (0,2 mL) a la mezcla de reacciem, seguido de la disoluciOn de CDCI3 empleada para anafizar la parte alicuota y 
la mezcla se concentr6 hasta un volumen de aproximadamente 0,5 mL en un evaporador rotatorio. Utilizando 

40 acetona (3 mL) en porciones, el residuo se traslad6 a un tuba de ensayo tarado, formando una disoluciem de color 
marron panda Se a/ladle) agua (3 mL) en porciones. Despues de la adici6n de 0,3 mL se observe) una turbidez. 

Despuas de un total de 1 mL se habla formado un precipitado gomoso. A medida que se anadian 0,6 mL mas de 
agua apareci6 mas turbidez y se separa mas goma, pero la porciOn final de agua no pareci6 cambiar el aspecto de 
la mezcla. En total, este proceso se realize) a lo largo de varias horas. El tuba se centrifug6 y el sobrenadante se 

45 retir6 con una pipeta. El solid°, que ya no era gomoso, se seca sabre P4010 al vacio, dejando el compuesto 8 (258,2 
mg, 95%) coma un monohidrato. 

Anal. calculado para C22H46N05PS+H20 (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 anadi6 en una caja enguantada a un tuba de ensayo que 
contenia una barra de agitaciem, THF seco (3 mL) y HOAc glacial (3 mL). Se anadia NBSCI (90 mg, 0,475 mmol, 

50 1,14 equiv.) y despues de 0,5 h se obtuvo una disolucian transparente. Despues de un total de Oh se evaporo una 
parte alicuota hasta la sequedad y el residuo se analizO mediante RMN de 1H en CDCI3. Los picas que 

correspondian a CH2StBu y CH2SSAr sugieren que la reaccien se habia completado hasta aproximadamente 75% y 

la comparaci6n del espectro can el espectro de NBSCI puro en CDCI3 sugiere que ya no habia reactivos presentes 

en la reacciem. Par tanto, se anadi6 otra porcian (24,7 gm, 0,130 mmol, 0,31 equiv.), seguida 3 horas despuas par 
55 otra porci6n (19,5 mg, 0,103 mmol, 0,25 equiv.). Despues de otra hora, la mezda se trasladO a un nuevo tuba de 

ensayo utifizando THF (2 mL) para enjuagar y se anadie, agua (1 mL). 

Com puesto 10. Se anadi6 PMe3 (82,4 mg, 1,08 mmol, 1,52 veces la cantidad total de cloruro de 2- 
nitrobencensulfonilo anadida) a la disolucion transparente del compuesto 9 descrita anteriormente. La mezcla se 
volvie) caliente y turbia, formandose un precipitado a lo largo del tiempo. Despues de 4,5 h se Made) metanol y el 
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tubo se centrifugal. El precjpitado se sedimentO con dificultad, ocupando 1 cm del fondo del tuba. El sobrenadante de 

color amarillo claro se retir6 utilizando una pipeta. Se ahadia metanol (5 mL, desoxigenado con nitrOgeno), el tuba se 

centrifug6 y el sobrenadante se retira con una pipeta. Este ciclo se repiti6 tres veces. Cuando se concentr6, el 

lavado con metanol final solo deja 4,4 mg de un residua. La masa del residuo sOlido se sea) sabre P2010 al vacio, 

5 dejando el compuesto 10 (118,2 mg, 68%) coma un monoclorhidrato. 

Anal. calculado para C4138N05S+HCI (417,03): C, 51,84; H, 9,43; N, 3,36; Encontrado: C, 52,11; H, 9,12; N, 3,30. 

Compuesto 11. El compuesto 6(1,45 g, 2,97 mmol) se disolvia en AcOH (20 mL) y se anadi6 NBSCI (0,56 g, 2,97 

mmol) de una vez. La reacciam se deja en agitaciam durante 3 h o hasta que desaparecio el material de partida y se 

observe la apariciOn del producto mediante TLC (Rj del producto = 0,65, Ftr del material de partida = 0,45, 

10 Et0Ac/hexanos 1:1). La reacciOn se concentrO haste la sequedad en una linea de alto vacio y el residuo se disolvia 

en THF/H20 (100 mL de 10:1). 

Compuesto 12. Se ahadia Ph3P (0,233 g, 8,91 mmol) en una porciOn a la anterior disoluciam que contenia el 

compuesto 11 y la reacciOn se deja en agitaciOn durante 3 horas o hasta que el material de partida hub° 

desaparecido. La mezcla de reacciOn bruta se concentra hasta la sequedad en una linea de alto vacio, dejando un 

15 residuo que contenia el compuesto 12. 

Compuesto 13. El anterior residuo que contenla el compuesto 12 se disolviai en DCM (50 mL) y TFA (10 mL). La 

mezcla se agit6 a temperature ambiente durante 5 bores y se concentr6 hasta la sequedad. El residua se cargO 

sabre una columna con gel de silice y se cromatografio con DCM puro, seguido de DCM que contenia Me0H al 5%, 

despues Me0H al 10%, para producir el producto final, el oompuesto 13, coma un soli& blanco pegajoso (0,45 g, 

20 46% de rendimiento de 5). 

RMN de 11-I (CDCI3) 1,27 (s), 1,33(m a), 1,61 (p, 2H, J = 7,5 Hz), 2,03 (d a, 2H, J = 7 Hz), 2,53(q, 2H, J = 7,5 Hz), 

3,34(5 a, 1H), 3,87 (d a, 2H, J = 12 Hz), 4,48 (s a, 2H), 4,58 (s 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 13C(H) (CDCI3) 8 136,85, 126,26, 57,08, 34,76, 32,95, 30,40, 30,36, 

30,34, 30,25, 30,19, 30,05, 29,80, 29,62, 29,09, 25,34. 

25 Ejemplo 2: Esquemas sinteticos para preparar acidos grasos tiolados 

La estrategia sintefica descrita en este ejemplo detalla la preparaciOn de un acido graso baled° para set incorporado 

en una estructura lipidica mas compleja que despues puede complejarse con una proteina u Ito portador y 

administrarse a un animal para provocar una respuesta inmunolOgica. La estrategia utilize la quimica organica 

convencional. Un esquema que muestra la estrategia de este ejemplo se proporciona en la figura 2 y los nOmeros de 

30 los compuestos en la siguiente descripci6n sintetica se refieren a las estructuras numeradas en la figura 2. 

Se describen dos sintesis. La primera sintesis, para un acid° graso tiolado C-12, comienza con el acido 12- 

docecanoico disponible en el mercado, 14. Despues el bromo es desplazado par t-butiltiol para producir el acid° 

graso tiolado C-12 protegido, compuesto 15. La segunda sintesis, para un acido graso tiolado C-18, comienza con el 

9-bromononanol disponible en el mercado (compuesto 16). El grupo hidroxilo en el compuesto 16 se protege 

35 mediante la adici6n de un grupo dihidropirano y el compuesto resultante, 17, se dimeriza mediante la activaciOn de la 

mitad del material bromado mediante una reacci6n de Grignard, seguido de la adiciam de la otra mitad. El 18- 

hidroxioctadecanol (compuesto 18) producido despues de la retirada catalizada par Acido del grupo protector de 

dihidropirano se monobroma selectivamente para formar el compuesto 19. Durante esta reacciam, aproximadamente 

la mitad de los grupos alcohol se active para la sustitucidn nucleOfila mediante la formacian de un ester de acido 

40 metansulfanica El alcohol entonces se oxide para formar el acid° 18-bromocarboxilico, compuesto 20, que despues 

se trata con t-butiltiol para desplazar el bromo y formar el acid° graso C-18 tiolado protegido, compuesto 21. 

Los acidos grasos tiolados protegidos, cada uno un t-butil fioeter, pueden incorporarse a un lipido complejo y el 

grupo protector puede retirarse utilizando, par ejemplo, una de las estrategias de desprotecciOn descritas en los 

ejemplas 1 y 3. El fiol libre resultante puede utilizarse para complejarse con una proteina u otro portador antes de 

45 inocular al animal con el hapteno. 

A. Sintesis de un acid° qraso tiolado C-12  

Compuesto 15. Se afiadia t-butiltiol (12,93 g, 143 mmol) a un matraz de Schlenk seco y se utilizaron motodos de 

Schlenk para colocar al sistema en una atm6sfera de nitrageno. Se afiadi6 THF seco desgasificado (250 mL) y el 

matraz se enfri6 en un bane de hielo. Se anadiO lentamente n-BuLi (55 mL de 2,5 M en hexanos, 137,5 mmol) a lo 

50 largo de 10 min mediante una jeringa. La mezcla se dej6 en agitaci6n a 0 °C durante una hora. El bromoacido, 

compuesto 14 (10 g, 36 mmol) se ahadia coma un soli& y la reacci6n se calent6 y se agita a 60 °C durante 24 

tiaras. La reaccian se extingui6 con HCI 2 M (250 mL) y se extrajo con eter (2 x 300 mL). Las capas etereas reunidas 

se secaron con sulfato de magnesia, se filtraron y el filtrado se concentr6 mediante una evaporaciam rotatoria para 

producir el acid° de floater, compuesto 15 (10 g, rendimiento del 99%) como un polvo de color beige. 

55 RMN de 1H (CDCI3, 500 MHz) 5 1,25-1,35 (s a,12H), 1,32 (s, 9H), 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-TOE) a m/z 
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311,2020, calculado pare M+Na+ 311,2015. 

B. Sintesis de un acid° qraso tiolado C-12  

Compuesto 17. Un matraz de Schlenk seco se cargo con el compuesto 16 (50 g, 224,2 mmol) y se disolvio en THE 

seco desgasificado (250 mL) destilado de sodio/benzofenona. El matraz se enfri6 en un bane de hiela y despues se 

5 afiadie PTSA (0,5 g, 2,6 mmol). Despues se anadie DHP seco desgasificado (36 g, 42,8 mmol) lentamente a lo largo 

de 5 min. Se deje que la mezcla se calentase hasta la temperatura ambiente y se dej6 en agitaci6n durante la noche 

y se controle mediante TLC (PE:Et0Ac 10:1) hasta que se consider-6 que la reaccien se habia completado per 

desaparicion complete de la mancha para el bromoalcohol. Entonces se aliadi6 TEA (1 g, 10 mmol) para extinguir el 

PTSA. La mezcla despuers se lava con una disolucion de bicarbonate de sodio fria y se extrajo con Et0Ac (3 x 250 

10 mL). Las capas organicas despues se secaron con sulfate de magnesia y se concentraron para producir 68,2 g del 

producto brute que se puritic6 mediante una cromatografia en columna (PE:Et0Ac 10:1) para producir 60 g (99% de 

rendimiento) de un aceite incoloro. 

RMN de 1H (CDCI3, 500 MHz) 5 1,31 (s a, 6H), 1,41-1,44 (m, 2H), 1,51-1,62 (multipletes poco claros, 6H), 1,69-1,74 

(m, 1H), 1,855 (quintete, J = 7,6 Hz, 2H), 3,41 (t, J = 7 Hz, 2H), 3,48-3,52 (m, 2H), 3,73 (dt, 2H, J = 6,5 Hz), 3,85- 

15 3,90 (Iii, 2H), 4,57 (t, 2H, J = 3 Hz). 

Compuesto 18. Se afiadieron virutas de magnesio (2,98 g, 125 mmol) a un matraz de Schlenk secado a la llama 

junto con un cristal de yodo. Entances se ahadie THE seco (200 mL) desfilado de sodio y el sistema se desgasific6 

utilizando tecnicas de Schlenk. Entonces se afiadie lentamente el compuesto 17 (30 g, 97 mmol) al magnesio a lo 

largo de 10 min y la disolucion se coloca en un bane de aceite a 65°C y se deje en agitacien durante la noche. Se 

20 considero que la reaccien se habia completado per TLC mediante la extincien de una parte alicuota con acetone y 

observando el cambia en el 121 en una mezcla PE:Et0Ac 10:1. Despues la disolucien de Grignard se traslad6 

mediante una canula a un matraz de tres bocas bajo una atm6sfera de nitrogen° que contenia mas compuesto 17 

(30 g, 97 mmol). El matraz que contenia la mezcla resultante despues se enfri6 hasta 0 °C en un bane de hielo y 

entonces se ahadie una disolucion de Li2CuCI4 (3 mL de 1 M) mediante una jeringa. La mezcla de reacci6n se volvio 

25 de un color azul muy oscuro despues de unos pocos minutes. La mezcla se dej6 en agitacidn durante la noche. A la 

mahana siguiente se consider6 que la reacci6n se habia completado mediante TLC (PE:Et0Ac 10:1), se extingui6 

con una disolucien de NH4CIsaturada y despues se extrajo en eter (3 x 250 mL). Las capas etereas se secaron con 

sulfate de magnesio y se concentraron para producir el producto brute (40 g), que se disolvie en Me0H. Entonces se 

ariadie HCI concentrado (0,5 mL), lo cual produjo la formacien de una emulsien blanca, que se dej6 en agitacian 

30 durante 3 h. La emulsion blanca entonces se filtre para producir 16 g (58% de rendimiento) del diol pure, compuesto 

18. RMN de 1H (CDCI3, 200 MHz) S 1,26(s a, 24H), 1,41-1,42 (m, 4H), 1,51-1,68 (m, 4H), 3,65 (t, 4H, J = 6,5 Hz). 

Compuesto 19. El did simetrico, compuesto 18 (11 g, 38,5 mmol), se a/ladle a un matraz de Schlenk seco bajo una 

atm6sfera de nitr6geno y despues se ariadie THF seco (700 mL) destilado de sodio. El sistema se desgasifice y el 

matraz se coloce en un bane de hielo. Se ahadie diisopropiletilamina (6,82 mL, 42,3 mmol) mediante una jeringa, 

35 seguido de MsCI (3,96 g, 34,4 mmol) ahadido lentamente y la mezda se dej6 en agitacion durante 1 hora. La 

reaccion se extingui6 con una disolucien de NaH2PO4 saturada (300 mL) y despues se extrajo con Et0Ac (3 x 300 

mL). Las capas organicas despues se reunieron, se secaron con MgSO4 y se concentraron para producir 14 g de 

una mezcla del did, monomesilato y dimesilato. Una RMN muestra una mezda 1:0,8 de protones CH2OH:CH20Ms. 

La mezda despues se disolvie en THE seco (500 mL), se desexigeno y se le ariadi6 LiBr (3,5 g, 40,23 mmol). La 

40 mezcla se deja a reflujo durante la noche, tras lo cual la reacci6n se extinguie con agua (150 mL) y se extrajo con 

Et0Ac (3 x 250 mL). La capa organica despues se sec6 con MgSO4 y se concentr6 para producir una mezcla de 

productos bromados que despues se purifice mediante una cromatografia de resolucien rapida (DCM) para producir 

el compuesto 19(3,1 g, 25% de rendimiento) come un polvo blanco. 

RMN de 1H (CDCI3, 500 MHz) 8 1,26 (s a, 26H), 1,38-1,46 (m, 2H), 1,55 (quintete, 2H, J = 7,5 Hz), 1,85 (quintete, 

45 2H, J = 7,5 Hz), 3,403 (t, 2H, J = 6,8 Hz), 3,66 (t, 2H, J = 6,8 Hz). 

Compuesto 20. Un matraz de fondo redondo se carg6 con el compuesto 19 (2,01 g, 5,73 mmol) y el sada se 

disolvio en acetona de calidad de reactive (150 mL). De mode simultaneo se prepare reactive de Jones disolviendo 

Cr03 (2,25 g, 22 mmol) en H2SO4 (4 mL) y despues afiadiendo lentamente 10 mL de agua fria y dejando la 

disolucien en agitacien durante 10 min. Entonces se ahadie el reactive de Jones trio al matraz de fondo redondo 

50 lentamente a lo largo de 5 min, tras lo cual la disolucien se agite durante 1 h. La disolucien naranja resultante se 

volvio verde tras varies minutes. La mezcla despues se extinguie con agua (150 mL) y se extrajo dos veces en ater 

(3 x 150 mL). Las capas etereas despues se secaron con sulfate de magnesio y se concentraron para producir el 

compuesto 20 (2,08 g, 98% de rendimiento) come un polvo blanco. 

RMN de 1H (CDCI3, 200 MHz) 51,27 (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 

55 (t, 2H, J = 7 Hz). 

Compuesto 21. Se ariadi6 t-bufiltial (11,32 g, 125 mmol) a un matraz de Schlenk seco y se disolvie en THF seco 

(450 mL) destilado de sodio. La disolucien se desoxigen6 burbujeando nitrogen° a traves de ella antes de colocar el 

matraz en un bah() de hielo. Entonces se ahadie una disolucion de n-BuLi en hexanos (70 mL de 1,6 M) lentamente 
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mediante una jeringa a lo largo de 10 nun. Esta mezcla se dej6 en agitacien durante 1 hora, despues se ariadio el 

compuesto 20 (5,5 g, 16,2 mmol) y la disolucien se mantuvo a reflujo a 60 °C durante la noche. A la mahana 

siguiente una parte alicuota se trat6, se anaz6 mediante RMN y se consider6 que la reacci6n se habia completado. 

La reaccian se extinguie con HCI (200 mL de 2 M) y se extrajo con eter (3 x 250 mL). Las capas etereas despues se 

5 secaron con sulfate de magnesio, se filtraron y el filtrado se concentr6 para producir el producto, compuesto 21, 

coma un sdido blanco (5 g, 90% de rendimiento). 

RMN de 1H (CDCI3, 200 MHz) 8 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 13C (CDCI3, 200 MHz) 5 24,69, 28,35, 29,05, 29,21, 29,28, 29,39, 29,55, 29,89, 31,02(3C), 

33,98, 41,75, 179,60. 

10 Ejemplo 3: Esquema sintetico pare preparar un analogo tiolado de LPA 

La estrategia sintetica descrita en este ejemplo da coma resultado la preparacien de LPA tiolado. El analog° de LPA 

despues puede complejarse con un portador, per ejemplo un portador de proteina, que entonces puede 

administrarse a un animal para provocar una respuesta inmunogenica contra LPA Esta estrategia ufiliza reacciones 

de quimica organica y enzimaticas, cuyo esquema se proporciona en la figura 3. Los n6rneros de los compuestos en 

15 la siguiente descripci6n sintetica se refieren a las estructuras numeradas en la figura 3. 

Los materiales de partida fueron el compuesto 15 en el ejemplo 2 y glicerofosfocolina enantiornericamente pure 

(compuesto 22). Estos dos compuestos quirnicos se combinaron para producir el producto diacetilado, compuesto 

23, utilizando DCC para facilitar la esterificaciOn. En una variante del proceso sintetico, la glicerofosfocolina diacilada 

resultante se trate primero can fosfalipasa-A2 para retirar el acid° graso en la posicien sn-2 del esqueleto de glicerol 

20 para producir el compuesto 24. Esta sustancia despues se trat6 con otra enzima, fosfolipasa-D, para eliminar la 

colina y formar el compuesto 26. En otra variante del proceso sintetico, 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 

despues produce el compuesto 26. Ambas variantes conducen al mismo producto, el derivado de acid° fosfatidico, 

compuesto 26. Entonces se retira el grupo protector de t-butilo en el compuesto 26, primero utilizando trifiato de 

25 disulfuro de trimetilo para producir el compuesto 27, seguido de una reducdOn del disulfuro para producir el derivado 

de LPA deseado, compuesto 28. Tal coma apreciaran los expertos en la tecnica, tambien puede utilizarse la 

secuencia de reaccion de nitrobencilsulfenilo descrita en el ejemplo 1 para produdr el compuesto 28. 

Com puesto 23. A un matraz de Schlenk secado a la llama se le ahadio el acid° de tioeter, compuesto 15 (10 g, 35,8 

mmol), compuesto 22 (complejo de glicerofosfocalina-CdC12, 4,25 g, 8,9 mmol), DCC (7,32 g, 35,8 mmol) y DMAP 

30 (2,18 g, 17,8 mmol), tras lo cual el matraz se someti6 al vacio y se rellenO con nitrOgeno. Se afiadie una cantidad 

minima de DCM seco desgasificado (100 mL), dando come resultado una mezda turbia. El matraz se cubrie con una 

lamina de aluminio y se dejO en agitacien hasta que la reacci6n se complete, segen se muestra mediante TLC 

(since, DCM:MeOH:NH4OH concentrado 10:5:1). La insolubilidad del compuesto 16 imposibilit6 el control de su 

desaparicien mediante TLC, pero la reacci6n se detuvo cuando se consider() que la intensidad de la mancha del 

35 producto de Rf 0,1 dej6 de aumentar. Esto generalmente requiere de 3 a 4 dias y en algunos casos la adici6n de 

mas DCC y DMAP. Tras completarse, la mezcla de reacci6n se filtr6 y el filtrado se concentr6 para producir un aceite 

amarillo, que se purifice utilizando una cromatografia de resoluciOn rapida ufilizando 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 monoacetilados en una propordOn de 5 a 1, segOn se calcula comparando las integrales 

40 para los picas de los restos (CI-13)3N-, CH2StBu y -CH2C00-. El analisis del aceite mediante HRMS (ESI-TOF) 

produjo un ion prominente a m/z 820,4972, calculado para Mi-Na+ = C40H80NNa09PS2 820,4960. 

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

Com puesto 24. Una mezcla del compuesto 23 y los productos monoacetilados segun se describiO anteriormente (3,1 

g, 3,9 mmol) se disolvi6 en Et20 (400 mL) y metanol (30 mL). Se anadi6 tamp6n borate (100 mL, pH 7,4, 0,1 M, 

45 0,072 mM en CaCl2), seguido de fosfolipasa-A2 (procedente de veneno de abeja, 130 unidades, Sigma). La mezcla 

resultante se dejo en agitaci6n durante 10 h, tras lo cual una TLC (silice, MeOH:agua 4:1; el sistema disolvente 

previo, DCM:MeOH:NH4OH concentrado 10:5:1, demostre ser ineficaz) demostrO la ausencia de material de particle 

(Rf = 0,7) y la aparici6n de una nueva mancha (ft = 0,2). Las capas organica y acuosa se separaron y la capa 

acuosa se lava con eter (2 x 250 mL). El producto se extrajo de la capa acuosa can una mezda de DCM:Me0H (2:1,  

50 2 x 50 mL). Las capas organicas despues se concentraron mediante una evaporacien rotatoria para producir un 

producto en forma de una cera blanca (1,9 g, 86% de rendimiento), que una RMN demostre que era un producto 

pure (compuesto 24). 

RMN de 1H (CDCI3, 500 MHz) 61,25-1,27 (s a, 12H), 1,31 (s, 9H), 1,35-1,45 (m, 2H), 1,52-1,60 (m, 4H), 2,31 (t, 2H, 

J = 7,5 Hz), 2,51 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 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- 

55 4,10 (m, 2H), 4,26-4,34 (m, 2H). El analisis de la cera mediante HRMS (ESI-TOF) produjo un ion prominente a m/z 

550,2936, calculado para M+Na. 550,2943 (C24H30NNa021382+) y un m/z a 528,3115, calculado para MH. 528,3124 

(C24H51NO7P621.)• 

Anal. calculado para C24HSON0,PS + 2 H20 (563,73): C, 51,13; H, 9,66; N, 2,48; Encontrado: C, 50,90; H, 9,37; N, 
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2,76. 

Com puesto 26. El liso-compuesto 24 (1,5 g, 2,7 mmol) se disolvie en una mezcla de sec-butanol (5 mL) y Et20 (200 

mL) y la mezcla turbia resultante se sonice hasta que se disip6 la turbidez. Se ahadie tampon (200 mL, pH 5,8, 

Na0Ac 0,2 M, CaCl2 0,08 M), seguido de extract° de col (80 mL de extracto de col de Savoy (que contiene 

5 fosfolipasa-D), que contiene 9 mg de proteina/mL). La reaction se agito durante 1 dia y se controle mediante TLC 

(C18 RP 5102, ACN:agua 5:1), R1 del material de partida y del producto = 0,3 y 0,5, respectivamente. Para estimular a 

la reaction para que se completase se anadi6 otra porcien de extracto de col (50 mL) segtin fue necesario y la 

reaction se agit6 un dia mas. Este proceso se repifi6 dos veces mas, segOn fue necesario para completar la 

conversion. Cuando la reacciOn se complete, la mezcla se concentr6 en un evaporador rotatorio para eliminar el eter 

10 y despues se anadie una disoludOn de EDTA (0,5 M, 25 mL) y el producto se extrajo en una mezcla 5:4 de 

MeOH:DCM (300 mL). La concentration de la capa organica, seguido de una recristalizaciOn del residuo en DCM y 

acetona, produjo el producto puro (0,9 g, 75% de rendimiento). 

RMN de 1H (CDCI3, 200 MHz) 81,25-1,27 (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). 

15 Com puesto 27. La muestra de LPA protegido, compuesto 26 (0,150 g, 0,34 mmol) se lave con metanol y se anadie a 

un vial en la caja enguantada. Esto despues se suspendi6 en una mezcla de AcOH:THF (1:1,10 mL) pero nunca se 

disolviO completamente incluse despues de 1 h de sonicaciOn. Entonces se anadie [Me2SSMe]0Tf sOlido (0,114 g, 

0,44 mmol). Esto se dej6 en agitacien durante 18 h. La reaction se control6 refirando una parte alicuota, 

concentrandola hasta la sequedad al vacio y redisolviendo o suspendiendo el residue en CD3OD para observar el 

20 desplazamiento de RMN de 1H del pico de CH2 mas cercado al azufre. El material de partida tenia un pico a 2,52 

ppm, mientras que el disulfuro asimetrico formado en esta union tenia un pica a aproximadamente 2,7 ppm. Este 

material (compuesto 27) no se ais16 mas ni se caracterizO. 

Compuesto 28. La mezcla que contenia el compuesto 27 se trat6 con agua (100 mL), seguido inmediatamente por 

PMe3 (0,11 g, 1,4 mmol). Despues de agitar durante 3 h, el disolvente se elimin6 al vacio para producir un sOlido 

25 blanco insoluble. Se afiadie metanol (5 mL), la mezcla se centrifuge y el !icor madre se decant6. Una concentraciOn 

al vacio produjo 120 mg (91% de rendimiento) del compuesto 28, un &Slid() de color beige. El compuesto 28 es un 

hapteno de LPA fiolado que puede conjugarse con un portador, par ejemplo albOrnina o KLH, a traves de la 

formaci6n de enlaces disulfuro. CaracterizaciOn del compuesto 28: 

RMN de 1H (CD3OD:CD3CO2D 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 (t, 2H, 

30 J = 7), 2,47 (t, 2H, J = 8,5), 3,89-3,97 (s a, 2H), 3,98-4,15 (m, 2H), 4,21 (m, 1H). El ion negative ES de la muestra 

disuelta en metanol produjo un ion predominante a m/z = 385,1. 

Ejemplo 4: Anticuerpos contra SIP 

Un tipo de anticuerpo terapeutico se une especificamente a esfingolipidos no deseados para lograr efectos 

beneficiosos tales como, por ejemplo: (1) disminuir la concentraci6n eficaz de esfingolipidos t6xicos indeseables (y/o 

35 la concentracien de sus precursores metabeficos) que pueden estimular un efecto indeseable, tal como un efecto 

cardiotaxice, tumorigenico o angiogenico; (2) inhibir la union de esfingolipidos texices, indeseables, tumorigenicos o 

angiogenicos a un receptor celular para estos y/o disminuir la concentration de un esfingolipido que este disponible 

para la union a dicho receptor. Los ejemplos de dichos efectos terapeuticos incluyen, pero no se fimitan al use de 

anticuerpos anti-S1P para disminuir a concentraci6n serica in vivo de SIP disponible, bloqueando can elle o al 

40 menos limitar los efectos tumorigenicos y angiogenicos de SIP y su papel en la insuficiencia cardiaca tras MI, el 

cancer, o enfermedades fibrogenicas. 

La SIP tiolada (compuesto 10 de la figura 1) se ha sintetizado para que contenga un grupo reactivo (es decir, un 

grupo sulfhidrilo) capaz de entrecruzar las caracteristicas estructurales fundamentales de S1P a un resto portador, 

tal como KLH. Antes de la inmunizaci6n, el analog° de tio-Si P se conjuga, a traves de un entrecruzamiento can 10A 

45 o SMCC, con portadores proteicos (par ejemplo, KLH) utilizando protocolos convencionales. El SMCC es un 

entrecruzador heterobifuncional que reacciona can aminas primarias y grupos sulfhidrilo y representa un 

entrecruzador preferido. 

Ratones Swiss Webster o BALB-C se inmunizaron cuatro veces a lo largo de un periodo de dos meses con 50 mg 

de inmunageno (conjugado producido con SMCC de SI P-tiolada y KLH) per inyecci6n. Se recogieron muestras de 

50 suer° dos semanas despues de la segunda, tercera y cuarta inmunizaci6n y se seleccionaron mediante una ELISA 

directa para la presencia de anticuerpos anti-S1P. Despues se utilizaron los bazos de los animales que mostraron 

altas titulaciones del anticuerpo, para generar hibridomas mediante procedimientos de fusi6n convencionales. Los 

hibridomas resultantes se cultivaron hasta la confiuencia, tras lo cual el sobrenadante celular se recogie para un 

analisis ELISA. De los 55 ratones que se inmunizaron, 8 fueron buenos respondedores y muestran unas 

55 significativas titulaciones sericas de anticuerpos reactivos contra SIP. Despues se realizaron las fusiones utifizando 

los bazos de estos ratones y celulas de mieloma segOn procedimientos establecidos. Los 1.500 hibridomas 

resultantes despues se seleccionaron mediante ELISA directo, produciendo 287 hibridomas positivos. De estos 287 

hibridomas seleccionados mediante ELISA directo, 159 mostraron titulaciones significativas. Cada uno de los 159 
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hibridomas despues se expandi6 en places de 24 pocillos. El medio condicionado para las celulas de los hibridomas 

expandidos despues se reselecdon6 para identificar los hibridomas estables capaz de segregar los anticuerpos de 

interes. Se realizaron ELISA competitivos con los 60 hidromas estables con mayor titulaci6n. 

De los 55 ratones y casi 1.500 hibridomas seleccionados, se descrubri6 un hibridoma que mostraba caracteristicas 

5 de actuacion que justificaban una clonaciOn de diluciOn limitada, tal coma se requiere para generar en Ultimo termino 

un verdadero anticuerpo monoclonal. Este proceso produce 47 clones, la mayoria de los cuales se consideraron 

positivos para la producci6n de anticuerpos S1P. De estos 47 clones, 6 fueron expandidos en placas de 24 pocillos y 

despues se seleccionaron mediante ELISA competitivo. De los 4 clones que siguieron siendo positivos se eligi6 uno 

para iniciar la producci6n a gran escala del anticuerpo monoclonal SIP. Ratones SCID fueron inyectados con estas 

10 celulas y el liquid° de ascitis resultante se purifich de la proteina A (rendimiento del 50%) y se analiz6 para los 

niveles de endotoxinas (<3 EU/mg). En una ronda de produccion de liquid° de ascitis se inyectaron 50 ratones, que 

produjeron un total de 125 mL de liquid° de ascitis. Se determin6 que el isotipo de los anticuerpos era IgG1 kappa y 

se consider6 que eran >95% puros mediante HPLC. El anticuerpo se prepart en fosfato de sodio 20 mM con cloruro 

de sodio 150 mM (pH 7,2) y se conserv6 a -70 °C. 

15 El don de hibridoma positivo (denominado don 306D326.26) se deposit6 en el ATCC (n° de almacenaje en la caja 

de seguridad SD-5362) y representa el primer mAb murino dirigido contra S1P. El don tambien confiene las regiones 

variables de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que pueden utilizarse para la generaci6n de un variante de 

anticuerpo "humanizado", asi como la informadon de secuencia necesaria para construir un anticuerpo quimerico. 

La selecci6n del suero y del sobrenadante celular para anticuerpos especificos de SIP se realize) mediante un 

20 ELISA directo empleando el analog° de SIP tiolado descrito en el ejemplo 1 (es decir, el compuesto 10) como 

antigen°. Se reafiz6 un ELISA convencional, segiin se describe a continuaci6n, 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 

incubadon primaria. Se realizaron ELISA en places de ELISA de elevada uniOn de 96 pocillos (Costar) revestidas 

con 0,1 mg de compuesto 10 quimicamente sintetizado conjugado con BSA en tamp6n de ensayo (Na2CO3 33,6 

25 mM, NaHCO3 100 mM, pH 9,5). La SI P-tiolada-BSA se incub6 a 37 °C durante 1 h a 4 °C durante la noche en 

pocillos de places ELISA. Las places despu6s se lavaron cuatro veces con PBS (NaCI 137 mM, KCl 2,68 m M, 

Na2HPO4 10,14 mM, KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBST durante 1 h a temperatura ambiente. 

Para la etapa de incubacian primaria se incubaron 75 ul de la muestra (que contiene la SIP que se va a medir) con 

25 ul de mAb anti-S1P 0,1 ug/mL diluido en PBST y se ahadieron a un pocillo de la placa ELISA. Cada muestra se 

30 introdujo en pocillos par triplicado. Despues de 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, las places ELISA se 

lavaron cuatro veces con PBS y se incubaron con 100 ul por pocillo de anticuerpo secundario anti-ratan de cabra 

HRP 0,1 ug/mL (Jackon Immunoresearch) durante 1 h a temperatura ambiente. Las places despues se lavaron 

cuatro veces con PBS y se expusieron a tetrametilbenzidina (Sigma) durante 1-10 minutos. La reacci6n de detecci6n 

se detuvo mediante la adici6n de un volumen igual de H2SO4 1 M. Se determin6 la densidad 6ptica de las muestras 

35 mediante la mediciOn a 450 nm utilizando un lector de places de ELISA EL-X800 (Bio-Tech). 

Para la reactividad cruzada se realiz6 un ELISA competitivo segOn se describi6 anteriormente, excepto por las 

siguientes alteraciones (figura 4). La incubaci6n primaria consisti6 en el compefidor (S1P, SPH, LPA, etc.) y un mAb 

anti-S1P conjugado con biotina. La biotinilaciOn del anticuerpo monoclonal purirficado se reahz6 utilizando el kit EZ-

Link Sulfo-NHS-Biotinylabon (Pierce). Se determin6 la incorporaci6n de biotina segOn el protocolo del kit y esta varia 

40 de 7 a 11 moleculas de biofina por anticuerpo. El competidor se prepare como sigue: disoluciones madre de lipidos 

se sonicaron y se secaron bajo una atm6sfera de argon antes de su reconstituciOn en DPBS/BSA (BSA sin acidos 

grasos 1 mg/mL (Calbiochem) en DPBS (Invitragen 14040-133)). El mAb anti-S1P purificado se diluy6 segOn fue 

necesario en PBS/Triton X-10 al 0,5%. Las disoluciones de los competidores y del anbcuerpo se mezclaron para 

generar 3 partes de competidor par 1 parte de anticuerpo. Se emplO un anticuerpo secundario de estreptavidina 

45 conjugado con HRP (Jackson lmmunoresearch) para generar la serial. 

Otro aspecto de los datos del ELISA competitivo mostrados en la figura 4 es que se demuestra que el mAb anti-S1P 

fue incapaz de distinguir el analog° de S1P tiolado (compuesto 10) de la SIP natural que se ahadi6 en el 

experiment° de competicion. Tambien se demuestra que el anticuerpo no reconoce ninguno de los productos de la 

oxidaci6n, porque el analog° se construy6 sin dobles enlaces (tambien es cierto para el analog° de LPA descrito en 

50 el ejemplo 3). El mAb anti-S1P tambien se ensay6 contra el producto natural que contiene el doble enlace, que se 

dej6 en reposo a temperatura ambiente durante 48 horas. Se realizd una HPLC en fase inverse de la S1P natural 

segOn los metodos indicados previamente (Deutschman, et at (jufio 2003), Am. Heart J., vol. 146(1):62-68) y los 

resultados demuestran que no hay diferencia en los tiempos de retencion. Adernas, una comparaci6n de las 

caracteristicas de union del anticuerpo monoclonal con los diversos lipidos mostrados en la figura 4 indica que el 

55 epitopo reconocido por el anticuerpo no implica a la cadena hidrocarbonada en la regi6n del doble enlace de la S1P 

natural. Por otra parte, el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal es la region 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 uniOn es alga reducida. Si el grupo amino se esterifica para producir un acid° graso 

(como es el caso de GIP), no se observa union del anticuerpo. Si el esqueleto de aminoalcohol de la esfingosina se 

60 sustituye por un esqueleto de glicerol (coma es el caso de LPA), el anticuerpo monoclonal especifico de SIP no 

muestra uni6n. Estos datos de cartografiado de epitopos indican que solo existe un epitopo sobre SiP que es 

reconocido par el anticuerpo monoclonal y que este epitopo esta definido por el grupo de cabeza polar exclusivo de 
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SiR 

En un experimento similar utilizando mediciones de ELISA, se evaluaron materiales control adecuados para 

asegurarse de que este anticuerpo monoclonal anti-S1P no reconoce el portador proteico ni el agente entrecruzador. 

Por ejemplo, el entrecruzador normal SMCC fue cambiado por 10A pars la conjugaciem de la S1P-tiolada a BSA 

5 como material de deposit° en el EL1SA. Cuando se emplea 10A, las caracteristicas de union del anticuerpo fueron 

casi idenficas 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 depOsito. En este experimento no se observaron 

diferentes significativas en las caracteristicas de union del anticuerpo. 

Cinetica de union: La einetica de union de S1P a su receptor u otros restos ha sido siempre problematica debido a la 

10 naturaleza de los lipidos. Se han asociado muchos problemas a la insolubihdad de los Ilpidos. Para las mediciones 

BlAcore, este problema se soluciona inmovilizando directamente SIP a un chip de BlAcore. Entonces se hace fluir el 

anticuerpo sobre la superficie del chip y se miden las alteradones en la densidad &flea para determinar las 

caracterisficas de union del anticuerpo a SIP. Para evitar la naturaleza de union bivalente de los anticuerpos, la S1P 

se reviste sobre el chip a bajas densidades. Ademas, el chip se revisti6 con diversas densidades de S1P (7, 20 y 

15 1000 RU) y los datos de union del anticuerpo se ajustaron globalmente a un modelo de interacciOn 1:1. La figura 5 

muestra los cambios en la densidad Optics debidos a la uni6n del anticuerpo monoclonal a SIP a tres densidades 

diferentes de Si P. En conjunto, se determine que la afinidad del anticuerpo monoclonal por SIP era muy alta, en el 

intervalo de aproximadamente 88 picomolar (pM) a 99 nM, dependiendo de si se utilize un model° de uni6n 

monovalente o bivalente para analizar los datos de union. 

20 Ejemplo 5: Cloned& y caracterizacion de los dominios variables de un anticuerpo monoclonal SIP 

A. Introduce&  

La fabricaciem de productos biolOgicos es compleja, en parte debido a la complejidad asociada con la variabilidad de 

la propia proteina. Para los anficuerpos monodonales (mAb), la variabilidad puede locafizarse en el esqueleto 

proteico o en los restos carbohidrato unidos a estas proteinas glicosiladas. Por ejemplo, la heterogeneidad puede 

25 atribuirse a la formacien de parejas de disulfuros alternativas, a la desamidaci6n y formacien de restos isoaspartilo, a 

la oxidacien de la metionina y cisteina, a la cielaciOn de restos glutamina N-terminales para briar piroglutamato y a 

la ruptura enzimatica parcial de lisinas C-terminales por carboxipeptidasas de mamifero. Por otra parte, la 

heterogeneidad de los carbohidratos introducida durante el cultivo celular incluye la adicien diferencial de fucosa, 

otros enlaces de ramificaciOn de manosa y la presencia diferencial de sialilacien terminal. Adernas, puede realizarse 

30 una mutagenesis para alterar los patrones de gficosilaciOn. La oxidacien tambien es una fuente de problemas. Par 

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 formulae& (Lam, et al. (1997), Pharm. Sci., vol. 86:1250-1255) y se ha indicado que la 

presencia de NaCl en la formulae& provoca un aumento en la oxidacien a temperaturas mas altas despuas del 

35 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 posici6n 255 de la cadena pesada de la regi6n Fc es el principal sitio de 

oxidaciOn. La oxidacien se elimina suplementando el medio con metionina y tiosulfato provocado por los radicales 

libres generados por la presencia de iones metalicos e impurezas de perOxido en la formulacion. Por razones como 

estas, habitualmente se aplican modificaciones del proceso a las moleculas de anticuerpos para mejorar sus 

40 propiedades, tales como una expresiOn potenciada en sistemas heterelogos, resistencia a proteasas, agregaciOn 

reducida y estabilidad potencada. 

Este ejemplo indica la clonacien de mAb murino contra SIP. Este anficuerpo, denominado SphingomabTM, es un 

anticuerpo monoclonal IgG1. La estrategia global consiste en clonar los dominios variables murinos de la cadena 

ligera (VL) y la cadena pesada NH). La secuencia consenso de 306D VH demuestra que el fragmento de la region 

45 constante es coherente con un isofipo gamma-2b. Los dominios variables murinos se clonaron junto con el dominio 

constante de la cadena hgera (CL) y con el dominio constante de la cadena pesada (CH1, CH2 y CH3), dando como 

resultado una construed& de anticuerpo quimerico. Adernas, SphingomabTM es exclusivo debido a la presencia de 

un resto cisteina libre en la regi6n Fab en la posicien 50 de la cadena pesada en la regiOn CDR2. El 

reemplazamiento de este resto podrla facilitar en gran medida los procesos de formulaciOn y de fabricaciOn, asi 

50 como mejorar los rendimientos. En efecto, en un esfuerzo pars mejorar las propiedades biofisicas de la molecula de 

anticuerpo, se realize la sustituciOn del resto eisteina en la posiciOn 50 por un panel de restos aminoacidos creando 

una serie de construcciones que contenian la sustitueiem deseada. Estas construcciones despues se expresaron en 

calulas de mamifero y los diferentes variantes de anticuerpos se compararon en un ensayo ELISA pars a union a 

S1P. Comparado con el anticuerpo quimerico, los mutantes resultantes que port& la sustitucien Cys50Ser y 

55 Cys50Arg muestran una ligera disminucien en la union a SIP, mientras que la sustitucien de Cys por Phe o Ala no 

altera la union a S1P. 
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B. Materiales v matodos  

1. ClonaciOn de genes de anticuerpos  

Un don de la linea celular de hibridoma anti-S1P 306D326.1 (ATCC n° 80-5362) se cultiv6 en DMEM (media de 

Eagle modificado de Dulbecco con GlutaMAX'm 1, D-glucosa 4500 mg/I, piruvato de sodio, Gibco/Invitrogen, 

5 Carlsbad, CA, 111-035-003), FBS al 10% (clan fetal estaril I, Perbio Science) y lx 

glutamina/penicilina/estreptomicina (Gibco/Invitrogen). El RNA total se aisI6 de 107 celulas de hibtidoma utilizando un 

procedimiento based° en el kit RNeasy Minikit (Qiagen, Hilden, Alemania). El ARN se utilizO para generar ADNc de 

primera hebra siguiendo el protocolo del fabricante (kit de sintesis de primera hebra, Amersham Biosciences). 

El ADNc de la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) se amplific6 mediante PCR utilizando un 

10 cebador MHV7 (MHV7: 5'-ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT-3' (SEQ ID NO:1)) en combinaciOn con una 

mezcla de cebador de la regi6n constante IgG2b MHCG1/2a/2b13 (MHCGI: 5 '-CAGTGGATAGACAGATGGGGG-3' 

(SEQ ID NO:2); MHCG2a. 5'-CAGTGGATAGACCGATGGGGC-3' (SEQ ID NO:3); MHCG2b. 5'- 

CAGTGGATAGACTGATGGGGG-3' (SEQ ID NO:4); MHCG3: 5'-CAAGGGATAGACAGATGGGGC-3' (SEQ ID 

NO:5)). El producto de esta reaccian se acop16 al vector pCR2.1®-TOPO® (Invitrogen) utilizando una secuencia y un 

15 kit de donaciOn TOPO-TA®. El dominio variable de la cadena pesada despues se amplific6 mediante PCR de este 

vector y se insert6 coma un fragmento Hind III y Apa 1 y se acop16 al vector de expresi6n pG1D200 (vease patente 

de EEUU n° 7.060.808) o pG4D200 (id.) que contiene el promotor HCMVi, una secuencia conductora y la regiOn 

constante gamma-1 para generar el plasmida pG1D200306DVH. La secuencia consenso de 3060 VH (figura 6; SEQ 

ID NO:6) demuestra que el fragmento de la regiOn constante era coherente con un isotipo gamma-2b. 

20 De modo similar, se amplifica la regi6n 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 la regi6n constante 

kappa MKC (5'-ACTGGATGGTGGGAAGATGG-3' (SEQ ID NO: 8)). El product° de esta reacciOn se acople con el 

vector pCR2.1®-TOPO® utilizando una secuencia y un kit de clonaciOn TOPO-TA®. El dominio variable de la cadena 

ligera despues se amplific6 mediante PCR de este vector y se insert6 coma un fragmento Barn HI y Hind III en el 

25 vector de expresian pKN 100 (vease la patente de EEUU n° 7.060.808) que confiene el promotor HCMV, una 

secuencia conductora y el dominio constante kappa humano, generando el plasm ido pKN100306DVK. 

Los plasmidos de cadena pesada y ligera pG1D200306DVH mas pKN100306DVK se transformaron en bacterias 

DH4a y se conservaron en glicerol. Se prepara un ADN plasmIdico a gran escala segtin es descrito par el fabricante 

(Qiagen, kit MAXIPREPTM sin endotoxinas). Muestras de ADN, purificadas utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit 

30 de Qiagen o el kit EndoFree Plasmid Mega/Maxi Kit, se secuenciaron utilizando un secuenciador automatic° ABI 

3730xi, que tambien traduce las senales fluorescentes en su correspondiente secuencia de nucleobases. Se 

diseriaron cebadores en los extremos 5' 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 ningOn dimero predicho ni 

estructura secundaria. Las secuencias de aminoacidos para los dominios de VH y VL de ratan de Sphingomabm se 

35 muestran en la figura 6 (SEQ ID NO:6 y 9, respectivamente). En la figura 6, los restos de CDR (vease Kabat, E.A. 

(1982), Pharmacol. Rev., vol. 34: 23-38) estan recuadrados, tal coma se muestra a continuacien en la tabla 1. 

Tabla 1: Secuencias CDR de SphingomabTM de rat6n de los dominios VH y VL de rat6n 

VL CDR CDR 

ITTTD I DDDMN (SEQ I D NO. 1 0) CDR1 

EGN I LRP (SEQ I D NO: 1 1 ) CDR2 

LOSONLPFT (SEQ I D NO. 1 2) CDR3 

VH CDR 

DHTI H (SEQ I D NO : 1 3) CDR1 

CISPRHD ITKYNEMFRG (SEQ I D NO : 1 4 ) CDR2 

GGFYGSTIWFOF (SEQ ID NO: 1 5) CDR3 

Las secuencias de nucle6fidos y de aminoacidos completas de varios dominios VH y VL de anticuerpos quimaricos se 

40 muestran en la figura 7. En la figura 7, las secuencias de aminoacidos ester, numeradas y las CDR identificadas, 

segim el matodo de Kabat (Kabat, et al. (1991), NIH National Technical Information Service, pp. 1-3242). 
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2. Exbresion de CO57  

Para la expresiOn de anticuerpos en un sistema de marnifero no humano se transfectaron plasmidos en la linea 

celular de fibroblastos de rifiOn de mono verde africano COS7 mediante electroporacilin (0,7 mL a 107 celulas/mL) 

utilizando 10 ug de cada plasmido. Las celulas transfectadas se cultivaron en 8 mL de medio de cultivo durante 4 

5 dias. El anticuerpo quimerico 306SH1 x 3060VK-2 se expres6 a 1,5 mg/mL en medio condicionado para celulas 

COS cotransfectado de modo transitorio. La union de este anticuerpo a S1P se midi6 ublizando el ELISA de S1P. 

Se determin6 el nivel de expresicfm del anticuerpo quimerico en un ELISA cuanfitativo 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. 

10 Las placas despu4s se lavaron tres veces con 200 mUpocilla de tamp6n 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. Despues de 6 lavados con tampon de lavado, el 

conjugado de peroxidasa-cadena ligera kappa anti-humano de cabra (Jackson lmmuno Research) se afiadi6 a cada 

pocillo a una diluciOn 1:5000 La reacciOn se realize durante 1 h a temperatura ambiente, las placas se lavaron 6 

15 veces con el tampon de lavado y se ahadieron 150 mL de sustrato K-BLUE (Sigma) a cada pocillo, incubando en la 

oscuridad a temperatura ambiente durante 10 min. La reacci6n se detuvo mediante la adici6n de 50 mL de 

disolucien RED STOP (SkyBio Ltd.) y se determin6 la absorcion a 655 nm ufilizando un lector de microplacas 3550 

(Bio-Rad Laboratories Ltd.). Los resultados de los ensayos de union de anticuerpos se muestran en la figura 8. 

3. Exoresion de 293F  

20 Para la expresi6n de anticuerpos en un sistema humano se transfectaron plasmidos en la linea celular de rifiOn 

embrionario humano 293F (Invitrogen) utilizando 293-fecfina (Invitrogen) y utilizando medio 293F-FreeStyle Media 

(Invitrogen) para el cultivo. Se transfectaron plasmidos de cadena ligera y de cadena pesada a 0,5 g/mL. Las 

transfecciones se realizaron a una densidad celular de 106 celulas/mL. Los sobrenadantes se recogieron mediante 

centrifugacion a 1100 rpm durante 5 minutos a 25°C tres dias despues de la transfecci6n. Los niveles de expresi6n 

25 se cuantificaron mediante ELISA cuantitativo (vease a continuaci6n) y varian de aproximadamente 0,25-0,5 g/mL 

para el anbcuerpo quimerico. 

4. ELISA cuantitativo  

Placas ELISA de microtitulaciOn (Costar) se revistieron con IgG anti-ratan de conejo especifico para el fragmento 

F(ab')2 (Jackson Immuno Research) o IgG anti-humano de conejo especifico para el fragmento F(ab')2 (Jackson 

30 Immune Research) diluidos en tampon carbonato 1 M (pH 9,5) a 37 °C durante 1 h. Las placas se lavaron con PBS y 

se bloquearon con PBS/BSAfTween-20 durante 1 h a 37 °C. Para la incubacion primaria, se ahadieron a los pocillos 

diluciones de IgG de ratan o IgG humano no especificos de molecula completa (utilizados para la curva de 

calibraci6n) y las muestras que se van a medir. Las placas se lavaron y se incubaron con 100 ul por pocillo de anti-

ratan (H+L) de cabra conjugado con HRP diluido 1:40.000 (Jackson Immuno Research) o anti-humano (H+L) de 

35 cabra conjugado con HRP diluido 1:50.000 (Jackson Immuno Research) durante 1 h a 37°C. Despues de lavar, la 

reacciOn enzimatica se detectO con tetrametilbencidina (Sigma) y se detuvo mediante la adiciOn de H2SO4 1 M. Se 

midi6 la densidad Optica (DO) a 450 nm utilizando un Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se trasladaron a un 

programa informatico GraphPad para el arias's. 

5. ELISA directo  

40 Places ELISA de microtitulaci6n (Costar) se revistieron durante la noche con S1P diluida en tamp6n carbonato 1 M 

(PH 9,5) a 37 °C durante 1 h. Las placas se lavaron con PBS (NaCI 137 mM, KCI 2,68 mM, Na2HPO4 10,1 mM, 

KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBS/BSA/Tween-20 durante 1 h a temperatura ambiente o durante 

noche a 4 °C. Para la incubaci6n primaria (1 h a temperatura ambiente) se construy6 una curva patr6n utilizando el 

mAb anti-S1P y las muestras que se van a ensayar para la uniOn, utilizando el siguiente conjunto de diluciones: 0,4 

45 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,0125 mg/mL y 0 mg/mL y se anadieron 100 mL a cada pocillo. Las 

placas se lavaron y se incubaron con 100 ul por pocillo de anti-rat6n de cabra conjugado con HRP (dilucion 

1:20.000) (Jackson Immuno Research) o anti-humano (H+L) de cabra conjugado con HRP diluido 1:50.000 (Jackson 

Immune) Research) durante 1 h a temperatura ambiente. Despues de lavar, la reacci6n enzimatica se detectO con 

tetrametilbencidina (Sigma) y se detuvo mediante la adici6n de H2SO4 1 M. Se midi6 la densidad 6ptica (DO) a 450 

50 nm utilizando un Thermo Multiskan EX. Los datos brutos se trasladaron a un programa informatico GraphPad para el 

analisis. 

La siguiente tabla 2 muestra un analisis comparativo de los mutantes con el anticuerpo quimerico. Para generar 

estos resultados, el anficuerpo unido fue detectado por un segundo anticuerpo, especifico para la IgG de rat6n o 

humana, conjugado con HRP. Se midi6 la reaccion cromogenica y se indica como densidad Optica (DO). La 

55 concentraci6n del panel de anticuerpos era de 0,1 ug/mL. No se detect6 interacci6n del segundo anficuerpo con la 

matriz revesfida con S1P sola. 
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Table 2 

Dom i n i c vari ab le M utaci an P l asm idos U n i 6n 

HC 

q u imerico pATHSO + pATH 1 0 1 , 5 

CysAla pATHSO + pATH 1 1 C 1 2 

CysSer pATHSO + pATH 1 2C2 0 , 6 

LC CysArg pATHSO + pATH 1 4C1 0 , 4 

CysPhe pATHSO + pATH 1 6C 1 2 

MetLeu pATH53C 1 + pATH 1 0 1 , 6 

Ejemplo 6: mAb quimerico contra SIP 

Tal como se emplea en la presente, el termino anticuerpo (o inmunoglobulina) "quimerico" se refiere a una molecula 

5 que comprende una cadena pesada y/o ligera que es identica u hom6loga 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 identicas u homOlogas a las correspondientes secuencias en 

anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subdase de anticuerpos, asl come a 

fragmentos de dichos anticuerpos, con la condici6n de que muestren la actividad biolagica deseada (Cabilly, et al. , 

10 supra; Morrison et aL , Proc. Natl. Acad Sci U.S.A., vol. 81:6851 (1984)). 

Se genera un anticuerpo quimerico contra S1P utilizando las regiones variables (Fv) que contienen las regiones de 

union a S1P actives del anticuerpo murino a partir de un hibridoma concrete (n° de almacenaje en la caja de 

seguridad del ATCC SD-5362) con la regi6n Fc de una inmunoglobulina IgG1 humana. Las regiones Fc contienen 

los dominios CL, ChL y Ch3 del anticuerpo humane. Sin estar limitados a ningtin matodo, los anticuerpos quirnericos 

15 tambien podrian haberse generado a partir de las regiones Fc de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, o IgM humanas. Tal 

come apreciaran los expertos en la tecnica, pueden generarse anticuerpos "humanizados" injertando regiones 

determinantes de la complementariedad (CDR, per ejemplo, CDR1-4) del mAb anti-S1P murino en regiones de 

marco de un anticuerpo humane (per ejemplo, Fri, Fr4, etc.), tal coma las regiones de marco de una IgF1. La figura 

9 muestra la union de los mAb quimericos y totalmente murinos en una medician de ELISA directo utilizando S1P-

20 tiolada coma material de depOsito. 

Para los experimientos de ELISA directo mostrados en la figura 9, el anticuerpo quimerico contra S1P tiene unas 

caracteristicas de union similares al anticuerpo monoclonal totalmente murino. Se realizaron [LISA en places [LISA 

de elevada uni6n de 96 pocillos (Costar) revestidas con 0,1 ug de SIP tiolada quimicamente sintetizada conjugada 

con BSA en tampon de ensayo (Na2CO3 33,6 mM, NaHCO3 100 mM, pH 9,5). La S1P-tiolada-BSA se incub6 a 37°C 

25 durante 1 h o a 4 °C durante la noche en places ELISA. Las placas despues se lavaron cuatro veces con PBS (NaCI 

137 mM, KCI 2,68 mM, Na2HPO4 10,14 mM, KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) y se bloquearon con PBST durante 1 ha 

temperature ambiente. Para la etapa de incubacien primaria se incubaron 75 ul de la muestra (que contiene la SIP 

que se va a medir) con 25 ul de anticuerpo monoclonal anti-S1P 0,1 ug/mL diluido en PBST y se anadieron a un 

pocillo de la placa [LISA. Cada muestra se introdujo en pocillos per triplicado. Despues de 1 hora de incubaci6n a 

30 temperatura ambiente, las places ELISA se lavaron cuatro veces con PBS y se incubaron con 100 ul per pocillo de 

anticuerpo secundario anti-ratan de cabra HRP 0,1 ug/mL (Jackon Immunoresearch) durante 1 h a temperatura 

ambiente. Las placas despues se lavaron cuatro veces con PBS y se expusieron a tetrametilbenzidina (Sigma) 

durante 1-10 minutos. La reaccian de detecci6n se detuvo mediante la adiciOn de un volumen igual de 1-12SO4 1 M. 

Se determin6 la densidad optica de las muestras mediante la medician a 450 nm utilizando un lector de places de 

35 ELISA EL-X800 (Bio-Tech). 

Tal come fue el case con respecto a los experimentos descritos en el ejemplo 4, el meted° preferido para medir la 

titulacian de los anticuerpos en el suero de un animal inmunizado o en medic condicionado para celulas (es decir, 

sobrenadante) de las celulas productoras de anticuerpos, tales come un hibridoma, implica revestir la place de 

ELISA con un ligando diana (par ejemplo, un analogo tiolado de S1P, LPA, etc.) que se ha unido covalentemente a 

40 una proteina portadora, tal come BSA. 

Sin estar limitados a ningun metodo o ejemplo concretes, los anticuerpos quimericos podrian generarse contra otras 

dianas lipldicas, tales coma LPA, ceramidas, sulfatidas, cerebrasidos, cardiolipinas, fosfotidilserinas,  

fosfotidifinositoles, acidos fosfatidicos, fosfotidilcolinas, fosfafidiletanolaminas, eicosinoides y otros leucotrienos, etc. 

Ademas, muchos de estos lipidos tambien pueden glicosilarse y/o acetilarse, Si se desea. 

45 
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Ejemplo 7: Ensayo based° en anticuerpos pan la esfingosina quinasa (SPH quinasa) 

La esfingosina quinasa (SPH quinasa o SPHK) cataliza la conversion de SPH en S1P. Se ha descrito una secuencia 

genetics que codifica la SPH-quinasa humana (Melendez et at , Gene, 251:19-26, 2000). Se han descrito fres 

homOloges humanos de la SPH quinasa (SKA, SKB y SKC) (solicitud de patente PCT publicada WO 00/52173). 

5 Tambien se ha descrito una SPH quinasa murina (Kahane et aL , J. Biol. Chem., 273:23722-23728, 1998; y solicitud 

de patente PCT publicada WO 99/61581). La solicitud de patente PCT publicada WO 99/61581 describe ecidos 

nudeicos que codifican una esfingosina quinasa. La solicitud de patente PCT publicada WO 00/52173 describe 

acidos nucleicos que codifican hamOlogas de la esfingosina quinasa. Tambien se han descrito otras SPH quinasas 

Vease, por ejemplo, Pitson et at , Biochem. J., 350:429-441, 2000; solicitud PCT publicada WO 00/70028; Liu et aL , 

10 J. Biol. Chem., 275:19513-19520, 2000; document° PCT/AUO 1/00539, publicado como WO 01/85953; documento 

PCT/USO 1/04789, publicado como WO 01/60990; y documento PCT/EP00/09498, publicado como WO 01/31029. 

Los inhibidores de SPH quinasa incluyen, pero no se limitan a N,N-dimetilesfingosina (Edsall et at , Biochem., 

57:12892-12898, 1998); D-treo-dihidroesfingosina (Ofivera et at , Nature, 365:557-560, 1993); y bases esfingoides 

(Jonghe et at , "Structure- Activity Relationship of Short-Chain Sphingoid Bases As Inhibitors of Sphingosine Kinase", 

15 Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 9:3175-3180, 1999). 

Los ensayos de SPH quinasa utiles para evaluar estos y otros inhibidores de SPH quinasa conocidos o potenciales 

incluyen los descritos por Olivera et at , Methods in Enzymology, 311:215-223, 1999; Ca!igen et at , Analytical 

Biochemistry, 281 :36-44, 2000. 

Se cree que la inhibition de SPH quinasa conduce a una acumulacien de su sustrato, SPH, que, al igual que S1P 

20 puede ser un esfingolipido indeseable en ciertas condiciones. Para evitar o mitigar estos efectos indeseables puede 

administrarse un agente que (i) estimule una enzima que ufiliza SPH como sustrato, con la condiciOn de que la 

enzima no debe ser una enzima que produzca S1P coma praducto de reacci6n (tal coma, por ejemplo, ceramida 

sintasa, vease a continuation); o inhiba una enzima produce SPH come producto. 

Sin estar limitados a ningin meted° concrete, los anticuerpos anti-SIP (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-

25 S1P) puede utifizarse como reactive en un ensayo in vitro para la actividad SPH quinasa Por ejemplo, puede 

anadirse SPHK purificada a los pocillos de una plata de microtitulacien en presencia de PBS y el sustrato para la 

quinasa, SPH (complejado, por ejemple, con BSA sin ecidos grasos). El producto de la reaction resultante, S1P, 

despues puede someterse a un [LISA ufilizando un anticuerpo anti-S1P (por ejemplo, el anticuerpo monoclonal anti-

S1P descrito anteriormente en el ejemplo 4). En este ensayo, la inhibiciOn de SPHK por un compuesto de ensayo 

30 produciria menores niveles de S1P que una reaccien 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 SIP !lase o SPP 

La estimulacien de enzimas que catalizan reacciones que degradan la S1P (es decir, reacciones que utilizan la S1P 

35 como reactante) dare conic resultado la estimulacien de la degradaciOn de molecules de S1P. Estas enzimas 

incluyen, pera no se limitan a 

S1P liasa: La S1P liasa cataliza a conversion de S1P a etanolamina-P (tambien denominada t-2-hexadecanal) y 

palmitaldehido (Veldhoven et al. , Adv. Lipid Res., 26:67-97, 1993; Van Veldhoven, Methods in Enzymology, 311:244- 

254, 1999). Se han descrito genes de SW liasa de levadura (Lanterman at at , Biochem. J., 552:525-531, 1998), 

40 murinos (Thou et al. , Biochem. Biophys. Res. Comm., 242:502-507, 1998) y humanos (solicitud de patente PCT 

publicada WO 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 tambien 

describen una SIP liasa. 

Pueden desarrollarse ensayos de ganancia de funci6n para descubrir compuestos de molecule pequena que activen 

45 la liasa o que aumenten la expresiOn del gen que la codifica. Sin estar limitados a ningOn metodo concreto, se 

pueden utilizer anticuerpos anti-S1P en un formato de ELISA para medir la produccien de S1P a partir de SPH 

anadida en formatos basados en celulas o in vitro . Los compuestos identificados come estimuladores de la actividad 

S1P [lase, directamente en la enzima o indirectamente aumentando el nivel de expresiOn del gen que codifica la 

enzima (par ejemplo, mediante activacien de genes, potentiation de la estabilidad del ARNm de la SIP liase, etc.) 

50 pueden investigarse mes a tondo, puesto que cliches compuestos pueden demostrar ser Utiles para disminuir la 

concentracitin 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, trasternes autoinmunolOgicos, 

trastornos inflamatorios, angiogenesis, enfermedades fibraticas y degeneracitm macular relacionada con el 

envejecimiento. 

55 S1P fosfatasa: La S1P fosfatasa (tambien conocida corm SPP fosfahidrolasa) es una enzima de manlier° que 

cataliza la conversien de SIP en esfingosina (Mandela at at , Proc. Nat. Acad. Sci., 95:150-155, 1998; Mandela et 

at , Proc. Nat. Acad. Sci., 97:7859- 7864,2000; Mandela, 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 (Mandala et at, J. Biol. Chem., 272:32709- 32714, 1997); document° PCT/UW01/03879, 

publicado como W001/57057. 

Al igual que la S1P hasa, pueden desarrollarse ensayos de ganancia de funci6n para descubrir compuestos que 

activen la S1P fosfatasa o que aumenten la expresi6n del gen que la codifica. Por ejemplo, se pueden utilizar 

5 anticuerpos anti-SIP en un formato de ELISA para medir la produce& de S1P a partir de SPH afiadida en formatos  

basados en celulas o in vitro. Los compuestos identificados como esfimuladores 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 activaciOn de genes, potenciaciOn de la estabilidad del ARNm de la SIP fosfatasa, etc.) pueden 

investigarse mas a fondo, puesto que dichos compuestos pueden demostrar ser Utiles pare disminuir la 

10 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 autoinmunolOgicos, 

trastornos inflamatorios, angiogenesis, enfermedades fibrOticas y degeneraciOn macular relacionada con el 

envejecimiento. 

Ejemplo 9: Produccion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales contra LPA 

15 Produce& de anticuerpos 

Aunque se han descrito anticuerpos policlonales contra LPA natural en la bibliografia (Chen J.H., et a/., Bioorg. Med. 

Chem. Lett., 7 de agosto 2000, 10(15):1691-3), no se han descrito anticuerpos monoclonales. Utilizando una 

estrategia similar a la descrita en el ejemplo 4, se generaron anticuerpos monoclonales anti-LPA utilizando un 

analog° de tio-LPA C-12 (compuesto 28 en el ejemplo 3) coma componente cave de un hapteno formado por el 

20 entrecruzamiento del analog° a travas del grupo SH reactivo con una proteina portadora (KLH) a traves de un 

entrecruzamiento quimico convencional utilizando 10A o SMCC como agente entrecruzador. Para lograr esto, se 

inmunizaron ratones con el hapteno de tio-LPA-KLH (en este caso, LPA-tiolada:SMCC:KLH) utilizando los metodos 

descritos en el ejemplo 4 para la generacien de anticuerpos monoclonales anti-S1P. De los 80 ratones inmunizados 

contra el analog° de LPA, se eligieron los cinco animales que mostraron las mayores titulaciones contra LPA 

25 (determinadas utilizando un ELISA en el que el mismo analog() de LPA (compuesto 28) utilizado en el hapteno se 

conjuga con BSA utilizando SMCC y se deposita sobre las placas ELISA) para proseguir hacia la fase de desarrollo 

del hibridoma. 

Se recolectaron los bazos de estos cinco ratones y se generaron hibridomas mediante tecnicas convencionales. 

Brevemente, un ratan produjo lineas celulares de hibridoma (denominadas 504A). De todos los hibridomas 

30 cultivados de la serie 504A, 66 mostraron producci6n positiva de anticuerpos segOn se mide mediante el ELISA de 

seleccion 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 analog° de LPA en el que el analog° de 

LPA bola& estaba entrecruzado con KLH utilizando agentes entrecruzadores heterobifuncionales Estos datos 

35 demuestran que los anticuerpos anti-LPA no reaccionan con el entrecruzador ni con la proteina portadora. De forma 

mas importante, los datos demuestran que los hibridomas producen anticuerpos contra LPA y no contra S1P. 

Tabla 3: Hibridomas de LPA 

ratan n° DO de la t i tu l aci dn del 

3er sang rado a 

Sobrenadantes 

de los 24 

DO de la u n iOn 

d e LPA a 1 : 20 

DO de la u n i on 

de S 1 P a 1 : 20 

Reactivi dad 

cruzada con S 1 P" 

1 : 3 1 2 . 500 poci l los 

1 1 , 242 1 .A.63 1 , 1 97 0 , 23 1 baj a 

1 . A. 65 1 , 545 0 , 1 76 n ingu na 

2 0 , 709 2 . B . 7 2 , 357 0 , 302 baj a 

2 . B . 63 2 , 302 0 , 229 baj a 

2 . B . 83 2 , 7 1 2 0 , 1 75 n ingu na 

2 . B . 1 04 2 , 57 0 , 1 64 n i ngu na 

2 . B . I B7 2 , 387 0 , 1 63 n ingu na 

2 . B . 3A6 2 , 227 0 , 1 34 n inguna 

"Reactiv idad cruzada con S 1 P de sob enadantes de 24 poci l los : 

a l ta = DO > 1 , 0-2 , 0 a [ 1 : 20] 

m ed ia = DO 0 ,4- 1 , 0 a [1 : 20] 

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

n i nq una = DO < 0 , 2 a [ 1 : 20] 
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El desarrollo de mAb anti-LPA en ratones se control6 mediante un ELISA (union directa a LPA 12:0 y 18:1 y ELISA 
competitivo). Se observe) una significative respuesta inmunolOgica 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 despues de la fusion de los bazos. 

5 Despues de la selecciOn inicial de mas de 2000 limas 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 uniOn a LPA 18:1. De estas 
lineas celulares de hibridoma, 24 despues se subclonaron y se caracterizaron en un panel de ensayos ELISA. De los 
24 clones que segu fan siendo positivos se seleccionaron seis clones de hibridomas para una mayor caracterizacian. 
Su selecciOn se bas6 en su mejores propiedades bioquimicas y biologicas. 

10 Cinetica de union directa  

Se midi6 la union 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 CE50 a partir de las curves de btulacien utilizando 6 concentraciones crecientes de mAb 
purificados (de 0 a 0,4 ug/mL). La CE50 representa la concentraciOn de anticuerpo eficaz con 50% de la union 
maxima. Max indica la uni6n maxima (expresada como D0450). Los resultados se muestran en la table 4. 

15 Table 4- Cinetica de union directa de mAb anti-LPA 

B3 B7 B58 D22 A63 B3A6 

LPA 1 2 : 0 

CE50 ( nM ) 1 , 420 0 , 4 1 3 0 , 554 1 , 307 0 , 280 0 , 344 

Max (D0450) 1 , 809 1 , 395 1 , 352 0 , 449 1 , 269 1 , 326 

LPA 1 8: 1 

CE50 (nM ) 1 , 067 0 , 274 0 , 245 0 , 1 76 0 , 298 0 , 469 

Max (D0450) 1 , 264 0 , 973 0 , 847 0 , 353 1 , 302 1 , 027 

Se determinaron los parametros cineticos ka (constante de velocidad de asociacien), kd (constante de velocidad de 
disociaci6n) y KD (constante de equilibrio de asodaciOn) para los 6 candidatos principales utilizando una maquina 
BlAcore 3000 Biosensor. En este estudio, el LPA se inmovilize) sabre la superficie del detector y los mAb anti-LPA se 

20 hicieron fiuir en disoluciOn sobre la superficie. Tal como se muestra, los seis mAb se unen a LPA con unos valores 
de KD similares que varian de 0,34 a 3,8 pM y tienen parametros cineticos similares. 

Los mAb murinos anti-LPA muestran alta afinidad por LPA 

El LPA se inmoviliz6 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 cineticas mediante una regresi6n 

25 no lineal de fases de asociaciOn/disociacien. Los errores se muestran comb la desviaciOn estandar utilizando al 
menos tres determinaciones en ensayos por duplicado. Se determinaron las afinidades aparentes mediante KD = 
ka/kd. ka = constante de velocidad de asociaciOn en M-1s-1. kd = constante de velocidad de disociacien en s-1. 

Table 5: Afinidad del mAb anti-LPA por LPA 

mAb lc (We) ka (e ) KI (PM) 

A63 4,4 6 1 , 0 x 1 0 1 x 1 0 2 , 3 6 0, 5 

B3 7 , 0 6 1 , S x l Ob 1 x 1 0 1 4 6 0 , 3 

B7 6 , 2 6 0, 1 x 1 0 1 x 1 0-6 1 , 6 6 0 , 1 

D22 3 , 0 6 0 , 9 x 1 04 1 x 1 0 33 6 1 0 

B3A6 1 , 2 6 0 , 9 x l ob 1 , 9 6 0 , 4 x 1 0- 1 6 6 1 , 2 

30 Perth de especificidad de seis mAb anti-LPA 

Se han identificado muchas isoformas de LPA que son biologicamente actives y resulta preferible que el mAb las 
reconozca todas en algiin grado para que tenga importancia terapeUtica. La especificidad de los mAb anti-LPA se 
evalue) ublizando un ensayo de competici6n en el que se arladi6 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 

35 captur6 sobre places de ELISA. Cada lipido competidor (hasta 10 urn) se diluyO en serie en BSA (1 mg/mL)-PBS y 
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despues se incub6 con los mAb (3 nM). Las mezclas despues se trasladaron a pocillos revestidos con LPA y se 

midi6 la cantidad de anticuerpo unido can un anticuerpo secundario. Los datos se normalizaron para una serial 

maxima (A450) Y se expresan como porcentaje de inhibici6n. Los ensayos se realizaron par triplicado. CI50: 

concentracien de inhibicien semimaxima; MI: inhibiden maxima (% de union en ausencia de inhibidor); -: no se 

5 calcula debido a una inhibicion debil. Un resultado de inhibicien alto indica el reconocimiento del lipido competidor 

par el anticuerpo. Tal coma se muestra en la tabla 6, todos los mAb anti-LPA reconocen las diferentes isoformas de 

LPA. 

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

LPA 14 : 0 LPA 1 6 : 0 LPA 1 8 : 1 LPA 1 8 : 2 LPA 20:4 

Clso M I Cl so MI C lso M I C I SO M I Clso M I 

UM % UM % UM % UM % UM 
vo 

504B3 0 , 02 72 , 3 0 , 05 70 , 3 0 , 287 83 0 , 064 72 , 5 0 , 02 67 , 1 

504B7 0 , 1 05 6 1 , 3 0 , 483 62 , 9 >2 , 0 1 00 1 , 487 1 00 0 , 1 6 1 67 

504B58-3F8 0 , 26 63 , 9 5 , 698 > 1 00 1 , 5 79 , 3 1 , 240 92 , 6 0 , 304 79 , 8 

504B1 04 0 , 32 23 , 1 1 , 557 26 , 5 28 ,648 > 1 00 1 , 59 1 36 0 , 32 20 , 1 

504D22-1 0 , 1 64 34 , 9 0 , 543 3 1 1 , 489 47 , 7 0 , 33 1 3 1 , 4 0 , 1 64 29 , 5 

504A63-1 1 , 1 47 3 1 , 9 5 , 994 45 , 7 - - - 0 , 1 1 9 1 4 , 5 

50483A6- 1 0 , 1 08 59 , 9 1 , 1 5 1 8 1 , 1 1 , 897 87 , 6 - 0 , 1 3 1 44 , 9 

10 De modo interesante, los mAb anti-LPA fueron capaces de discriminar entre LPA 12:0 (lauroilo), 14:0 (miristoilo),  

16:0 (palmitoflo), 18:1 (oleoflo), 18:2 (linoleoilo) y 20:4 (araquidonoilo). El orden de clasficaciOn para CE50 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 utifizacien en Ultimo termini) para el desarrollo de farmacos. La especificidad de los 

mAb anti-LPA se evalue para su unOn a biolipidos relacionados con LPA, tales como acid° diestearailfosfatidico,  

15 fisofosfatidilcolina, S1P, ceramida y ceramida-1-fosfato. Ninguno de los seis anticuerpos mostre reactividad cruzada 

con diestearoil-PA y LPC, el precursor metabOlico inmediato de LPA. 

Ejemplo 10: Actividades anticancer de anticuerpos monoclonales anti-LPA 

Proliferacien de colulas cancerosas 

El LPA es un potente factor del crecimiento que apoya la supervivencia y la profiferaciOn celular mediante la 

20 estimulacion de G,, Gq y G12113 a traves de receptores de GPCR y la activacien de acontecimientos de senalizacien 

corriente abajo. Se ensayaron lineas celulares para su respuesta proliferativa a LPA (de 0,01 mM a 10 mM). La 

proliferacien celular se ensay6 utilizando el kit de ensayo de proliferacien celular de Chemicon (Temecula, CA) 

(Panc-1) y la titulacien Cell-Blue de Pierce (Caki-1). Cada valor de los datos es la media de tres experimentos 

independientes. El LPA aumenta la proliferacien de 7 lineas de celulas tumorales derivadas de ser humano de una 

25 manera dependiente de la dosis, que incluyen celulas SKOV3 y OVCAR3 (cancer de ovario), Panc-1 (cancer 

pancreatico), Caki-1 (celulas de carcinoma renal), DU-145 (cancer de prestata), A549 (carcinoma de pulmen) y HCT-

116 (adenocarcinoma colorrectal) y una linea de celulas tumorales derivada de rata, RBL-2H3 (celulas de leucemia 

de rata). Aunque las celulas derivadas de tumores normalmente tienen unos altos niveles basales de proliferaciOn, el 

LPA parece aumentar aen mas la proliferacien en la mayoria de las lineas de celulas tumorales. Se evaluaron mAb 

30 anti-LPA (87 y 858) para la capacidad para inhibir la proliferacien inducida par LPA en lineas celulares de cancer 

humanas seleccionadas. Se demostr6 que el aumento en la proliferacidin inducido par el LPA es mitigado por la 

adicion de mAb anti-LPA 

El mAb anti-LPA sensibiliza a las celulas tumorales frente a aqentes quimioterapeuticos  

Se investig6 la capacidad del LPA para proteger a las celulas de un tumor ovarico frente a la apoptosis cuando se 

35 exponen a niveles clinicamente pertinentes del agente quimioterapeutico paditaxel (taxol). Ululas SKV03 se 

trataron con FBS al 1% (S), taxol (0,5 mM) +/- mAb anti-LPA durante 24 h. El LPA protegi6 a las celulas SKV03 

frente a la apoptosis inducida por taxol. La apoptosis se ensay6 midiendo la actividad caspasa segtin recomienda el 

fabricante (Promega). Tat coma se anficip6, el LPA protegi6 a la mayoria de las lines celulares de cancer ensayadas 

frente a la muerte celular inducida por taxol. Cuando se abade anticuerpo anti-LPA a una seleccien de celulas que 

40 responden a LPA, el anticuerpo anti-LPA bloquea la capacidad del LPA para proteger a las celulas de la muerte 

inducida par el agente quimioterapeutico citot6xico. Ademas, el anticuerpo anti-LPA es capaz de eliminar la 
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proteccien proporcionada par el suero. Se calcula que el suero confiene LPA aproximadamente 5-20 mM. La 

activacion de caspasa-3,7 inducida par taxol en celulas SKOV3 y la adici6n de suero a las celulas protege a las 

celulas frente a la apoptosis. La activacien de la caspasa inducida par taxol fue potenciada par la adicion de los 3 

mAb anti-LPA al media de cultivo. Esto sugiere que los efectos protectores y antiapoptOticos del LPA fueron 

5 eliminados mediante la neutrafizaciOn mediada par anticuerpos selectivos del LPA presente en el suer°. 

El mAb anti-LPA inhibe la miqracien mediada par LPA de celulas tumorales  

Una caracteristica importante de los canceres metastasicos es que las calulas tumorales escapan a la inhibici6n par 

contacto y migran a sitios lejanos de su tejido de origen. Be ha demostrado quo el LPA estimula el potencial 

metastasico en varies tipos de celulas cancerosas. Par consiguiente, los inventores ensayaron la capacidad de mAb 

10 anti-LPA para bloquear la migracien celular dependiente de LPA en varies lineas celulares de cancer humanas 

utilizando el ensayo del cierre de herida en una monocapa celular. Las celulas se siembran en places de 96 pocillos 

y se cultivan hasta la confluencia. Despues de 24 h de ayuno, en el centro de los pocillos se realize una herida en la 

monocapa can la punts de una pipeta. En este ensayo aceptado par la tecnica (scratch assay), las celulas 

responden a la herida en la monocapa celular de un mode estereotipado migrando hacia la herida y cerrando la 

15 herida. El avance de la migracien y el cierre de la herida se controla mediante fotografia digital con un aumento 10x 

en momentos deseados. Las celulas no se trataron (NT), se trataron can LPA (2,5 mM) con o sin mAb 87 (10 

mg/mL) o un isotipo que se corresponde can un anticuerpo no especifico (NS) (10 mg/mL). En las celulas no 

tratadas, una gran brecha permanece entre los margenes de la monocapa despues de haber realizado la herida. Par 

contraste, las celulas tratadas con LPA solo presentan una pequeha brecha en ese mismo moento y unas pocas 

20 celulas estan estableciendo contacto a traves de la brecha. En °Mules tratadas can LPA y el anticuepo anti-LPA 87, 

la brecha en este momenta es varies veces mayor que en el tratamiento solo con LPA, aunque no es tan grande 

coma en las °Mules control sin tratar. Esto demuestra que el anticuerpo anti-LPA tiene un efecto inhibidor sabre la 

migraciain estimulada par LPA de celulas de carcinoma de celulas renales (Caki-1). Se obtuvieron datos similares 

can los mAb 83 y 858 Esto indica que el mAb anti-LPA puede reducir la migraciOn mediada par LPA de lineas 

25 celulares producidas originariamente a partir de carcinomas metastasicos. 

Los mAb anti-LPA inhiben la liberacien de citoquinas orotumortenicas desde celulas tumorales  

El LPA este implicado en el establecimiento y el avance del cancer proporcionando un microentorno que favorece el 

crecimiento del tumor y estimulando la angiogenesis. En particular, se han observado un aumento en los factores 

que favorecen el crecimiento, tales coma IL-8 y VEGF, en celulas cancerosas. La IL-8 este muy implicada en el 

30 avance y la prognosis del cancer. La IL-8 puede ejercer su efecto en el cancer a traves de la estimulaciOn de la 

neovascularizacen y la inducci6n de la quimiotaxis de neutrefilos y celulas endoteliales. Ademes, la sobreexpresi6n 

de IL-8 se ha correlacionado can el desarrollo de un fenotipo resistente a farmacos en muchos tipos de canceres 

humanos. 

Be ensayaron fres mAb anti-LPA (B3, B7 y B58) para sus capacidades para reducir la producciOn de 1L-8 in vitro 

35 comparado can un anticuerpo no especifico (NS). Se sembraron celulas Caki-1 en places de 96 pocillos y se 

cultivaron hasta la confluencia. Despues de un ayuno de suero durante la noche, las celulas se trataron con LPA 

18:1 (0,2 mM), can o sin los mAb anti-LPA 63, 87, 858 o NS (no especifico). Despues de 24 h, los sobrenadantes 

cultivados de celulas de cancer renal (Caki-1), tratadas con o sin LPA y en presencia de concentraciones crecientes 

de los mAb anti-LPA 83, 87 y 858 se recolectaron y se analizaron para los niveles de IL-8 utilizando un kit ELISA 

40 disponible en el mercado (Human Quantikine Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN). En las celulas pretratadas con 

los mAb anti-LPA, la expresion de IL-8 se redujo significativamente de una manera dependiente de la dosis (de 0,1- 

30 mg/mL de mAb), mientras quo LPA aumenta a expresi6n de IL-8 on una media del 100% on celulas no tratadas. 

Be obtuvieron resultados similares con otro factor proangiogenico muy conocido, VEGF. Tambien se observe la 

inhibici6n de la fiberaciOn de IL-8 par los mAb anti-LPA en otras lineas de celulas cancerosas tales coma la linea 

45 celular pancreatica Panc-1. Estos datos sugieren quo el bloqueo de la liberaciOn de factores proangiogenicos es un 

efecto adicional y potencialmente importante de estos mAb anti-LPA. 

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

Una de los mAb anti-LPA (87) se ensay6 pars su capacidad para mitigar la angiogenesis in vivo utifizando el ensayo 

de !echo corto de Matrigel. Este ensayo utilize Matrigel, una mezcla patentada de remanentes tumorales quo 

50 incluyen membranes basales derivadas de tumores murinos. Cuando Matrigel, o su derivado can menos factores del 

crecimiento (Matrigel GFR), se inyecta par via subcutanea on un animal, se sofidifica y forma un lecho corto". Si se 

mezclan factores proangiogenicos can la matriz antes de su colocaciOn, el !echo corto sera invadido par °Mules 

endoteliales vasculares quo acaban formando vasos sanguineos. El Matrigel puede prepararse solo o mezclado can 

factores del crecimiento recombinantes (bFGF, VEGF) o celulas tumorales y despues inyectarse par via subcutanea 

55 en los fiances de ratones hembra atimicos (NCr Nu/Nu) de 6 semanas. En este ejemplo, se introdujeron celulas 

Caki-1 (carcinoma renal) dentro del Matrigel y quo producen suficientes niveles de VEGF y/o IL-8 y LPA. Se 

preparan !echos cortos de Matrigel quo contienen 5 x 105 celulas Caki-1 de ratones tratados con disolucien saline o 

can 10 mg/kg de mAb anti-LPA 87, cada 3 dias comenzando el dia 1 antes de la implantacien del Matrigel. Los 

!echos cortos se tifien para CD31 endotelial, seguido de la cuantificaciOn de la microvasculatura formada en los 

60 !echos cortos. Los datos de cuantificaciOn son la media +/- MEE de al menos 16 campos/secci6n de 3 !echos codes. 
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Los !echos cortos de ratones tratados con el mAb anti-LPA B7 muestran una reducci6n destacada en la formacian 

de vasos sanguineos, segOn se ensaya mediante tinciOn endotelial para CD31, comparado con los !echos codas de 

ratones tratados con disolucian sauna. La cuanfificaciOn de los vasos tenidos demuestra una reduccian mayor que 

50% en la angiogenesis en lechos codas que contienen Caki-1 procedentes de animales tratados con mAb B7, 

5 comparado can los animales tratados con disoluciOn sauna. Esto result6 una reduccion estadisficamente significativa 

(p<0,05 para mAb B7 frente a disolucian sauna, segOn se determina mediante el ensayo de la t de Student) en la 

angiogenesis de calulas tumorales como resultado del tratamiento con mAb anti-LPA. 

Los mAb anti-LPA reducen el avance del tumor en xenoiniertos renales v pancreaticos  

Los anticuerpos anti-LPA han demostrado (ver anteriormente) ser eficaces para reducir la proliferaciOn de celulas 

10 tumorales inducida par LPA, la migraci6n, la protecci6n frente a la muerte celular y la fiberacian de citoquinas en 

rratiples lineas celulares tumorales. Los mAb B58 y B7 despues se ensayaron en un modelo de xenoinjerto de 

cancer renal y pancreatic°. A continuacion se exponen los resultados preliminares que demuestran los potenciales 

efectos antitumoriganicos de la estrategia de anticuerpos anti-LPA. 

Se desarrollaron tumores mediante la inyecci6n subcutenea de celulas de tumores humanos Caki-1 y Panc-1 en el 

15 flanco izquierdo de ratones atimicos (NCr Nu/Nu) hembra de 4 semanas utilizando protocolos convencionales. 

Despues de 10 dias para Caki-1 y 30 dias para Panc-1, cuando se hal:Ilan formado tumores salidos 

(aproximadamente 200 mm3), los animales se clasificaron aleatoriamente en grupos de tratamiento. El tratamiento 

se inici6 mediante la administraci6n intraperitoneal de 25 mg/kg de los mAb anti-LPA o de portador (disolucian 

salina). Los anticuerpos se administraron cada tres dias durante la duraci6n del estudio. Los tratamientos 

20 consistieron en 25 mg/kg de mAb anti-LPA B58 para los tumores Caki-1 y de mAb B7 para Panc-1 o disolucian 

salina. Los datos son la media +/- MEE de 7 ratones tratados can disolucian salina y 6 ratones tratados con B58 para 

el estudio de Caki-1 y 4 ratones tratados con disoluciOn sauna y 5 tratados can B7 para el estuido de Panc-1. Se 

midieron los volOmenes tumorales en dias alternos utilizando calibradores electranicos y se determin6 el volumen 

tumoral mediante la formula P2 x L12. Despues los animales se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron 1500 

25
 mm3

 en el grupo de disolucian salina. Se registraron los pesos y los volOmenes tumorales finales. 

En este experimento preliminar, la capacidad de los mAb anti-LPA para reducir el volumen tumoral fue evidente 

despues de que los tumores alcanzasen aproximadamente 400-500 mm3. En este momenta, los tumores de los 

animales control continuaron creciendo, mientras que 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 

30 mAb anti-LPA tambien reduce el peso final de los tumores de Caki-1 y Panc-1 cuando se compara can los pesos de 

los tumores de los animales tratados con disoluciOn salina. 

Los mAb anti-LPA modulan los niveles de citoquinas Droancliocianicas en la circulaciOn en animales can tumores 

Los mAb anti-LPA (B58 y B7) tambian influyen en los niveles de citoquinas proangiogenicas en la circulaciOn. En 

animales tratados con el mAb7 anti-LPA (Panc-1), el nivel sarico de interleuquina-8 (IL-8) no fue detectable en 

35 ninguno de los animales tratados can anticuerpos, mientras que sf fueron detectables los niveles sericos de IL-8 en 

los xenoinjertos de Panc-1 y Caki-1 depsuas de 85 y 35 dias, respectivamente. De forma mas importante, existe una 

fuerte correlacian (r = 0,98) entre el tamano del tumor y los niveles de IL-8. En los animales que portan tumores 

Caki-1, los niveles sericos de IL-8 humana tambien se redujeron par el tratamiento con mAb58 anti-LPA (r = 0,34), 

cuando se compara can el tratamiento can disolucian salina (r = 0,55). Tal como se mencion6 anteriormente, se cree 

40 que la reduccian de los niveles de citoquinas en la circulacien es debida a una inhibiciOn directa de la liberaciOn de 

citoquinas desde las propias colulas tumorales. Los datos demuestran la capacidad del mAb anti-LPA para reducir el 

avance del tumor, mientras que tambien reducen los niveles de compuestos proangiogenicos en la circulacian. 

Los mAb anti-LPA reducen el avance del tumor en un modelo murino de metastasis 

Una caracterisfica importante del avance del tumor es la capacidad de un tumor para metastatizar y formar n6clulos 

45 tumorales secundarios en sitios remotos. Los estudios in vitro descritos en la presente anteriormente han 

demostrado la capacidad de LPA para inducir a las colulas tumorales para evitar la inhibiciOn par contact° y 

esfimular la migracion en un ensayo de cierre de herida para la movilidad c,elular. En estos estudios, los mAb anti-

LPA tambien inhiben a los efectores esfimulantes del crecimiento tumoral de LPA. Se ensay6 la eficacia del mAb 

anti-LPA para inhibir la metastasis tumoral in vivo . El fen6meno de la metastasis tumoral ha sido dificil de imitar en 

50 modelos animales. Muchos investigadores utifizan un modelo de metastasis "experimental" en el que las celulas 

tumorales se inyectan directamente en la corriente sanguinea. 

La formacian de vasos sanguineos es un proceso integral de metastasis, porque un aumento en el nOrnero de vasos 

sanguineos significa que las celulas tienen que recorrer una distancia mas coda para alcanzar la drculaciOn. Se cree 

que el mAb anti-LPA inhibirla la metastasis de celulas tumorales in vivo, basandose en el descubrimiento de que el 

55 mAb anti-LPA puede bloquear varias etapas integrales en el proceso metastasico. 

El estudio fue el siguiente. Se emple6 un melanoma murino altamente metastasico (B16-F10) para estudiar el efecto 

terapoutico de tres mAb anti-LPA sobre la metastasis in vivo . Este modelo ha demostrado ser muy sensible a los 
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inhibidores de cPA de autotaxina. Ratones hembra de 4 semanas (C57BU6) recibieron una inyeccien de celulas 

tumorales de melanoma murino B16-F10 (100 ul de 5 x 104 celulas/animales) a troves 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 disoluci6n salina cada tres dias 

mediante una inyecciOn intraperitoneal. Despues de 18 dies, los pulmones se recolectaron y se analizaron. Los 

5 Organos pulmonares son el sitio metastasico preferido de las celulas de melanoma y por tanto se evaluaron 

cuidadosamente para la observacien de nodules metastasicas. Los pulmones se inflaron con formaldehido 

tamponado al 10% a traves de la trequea, para inflar y fijar simultaneamente, de modo que pudiesen detectarse 

incluso los focos pequenos tras un examen histolOgico. Los pulmones se separaron en cinco lObulos y los tumores 

se clasificaron segOn su dimension (grandes z 5 mm; medianos 1-4 mm; pequeftos < 1 mm) y se contaron bajo un 

10 microscopio de disecci6n. Tras estudiar los pulmones, el nOmero 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% y, los tumores pequenos en 22%. Un analisis estadisfico mediante un ensayo t de Student 

produjo un p<0,05 para el nOmero de tumores pequenos en animales tratados con mAb 83 frente a la disoluciOn 

saline. 

15 Tal coma se muestra en los anteriores ejemplos, se ha demostrado que los efectos tumorigenicos de LPA se 

extienden a lineas c,elulares de carcinoma renal (por ejemplo, Caki-1) y de carcinoma pancreatic° (Panc-1). El LPA 

induce la proliferacian de celulas tumorales, la migraci6n y la liberaci6n de agentes proangiogeticos y/o 

prometastasicos, tales como VEGF e IL-8, en ambas lineas celulares. Se ha demostrado que tres anticuerpos anti-

LPA monodonales especificos de alta afinidad muestran eficacia en un panel de ensayos celulares in vitro y 

20 modelos de tumores in vivo de angiogenesis y metastasis. 

Ejemplo 11: lnmunohistoquimica de material de biopsia tumoral 

El objetivo de este ejemplo es demostrar que los mAb desarrollados contra S1P pueden utilizarse para detectar S1P 

en material de biopsia Este metodo inmunohistoquimico (INC) evalua el nivel de la S1P en el tumor (que se cree 

que es producida por el propio tumor) y puede ser mas sensible y especifico que medir la expresion de proteinas o 

25 ARN de esfingosina quinasa. Ademas, el metodo IHC no sufre disminuci6n de la serial de S1P, puesto que la S1P 

segregada del tumor es diluida en el espacio extracelular (par ejemplo, compartimento plasmatico). Los inventores 

analizaron el contenido en SIP en secciones de tumor humano U937 (congeladas, espesor de 10 mm) procedentes 

de un modelo de Matrigel/xenoinjerto de rat6n. Las cOlulas U937 plea celular de linfoma humano; ATCC n° de 

catalog° CRL-1593.2) se mezclaron con la matriz de Matrigel a una concentraciOn de 10,5 mg/mL. Se implantaron 

30 600 mL de mezcla de Matrigel que contenia U937 (30 x 106 celulas/lecho 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 exfirparon los !echos cortos de Matrigel y se introdujeron en OTC y se congelaron de forma 

instantanea en hielo seco e isopentano. Despues se cortaron ufilizando un criostato en secciones de 5 um. Las 

secciones despues se fijaron en formaldehido tamponado neutro al 10% (Sigma, St. Louis, MO, n° de catalog° HT 

35 50-1-1, n° de lote 025K4353) durante 20 min a temperatura ambiente y despues 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 PBSfTween 

20 al 0,1%. Las secciones se bloquearon en BSA al 1%/PBSfTween al 0,05% durante 20 min a temperatura 

am biente. Se diluyeron los anticuerpos primarios (por ejemplo, mAb anti-S1P murinos) (1:25 o 1:50, segOn se indica) 

en BSA al 1%/PBSfTween al 0,05% y se incubaran con secciones de tumor durante 3 h a temperatura ambiente. 

40 Despues as secciones se lavaron 3x con PBSfTween al 0,1% con agitaci6n suave. Se incubaron anticuerpos 

secundarios diluidos (Ab anti-raten conjugado con FITC (1:250) y Ab anti-rata conjugado con RRx (1:2500 o 1:500) 

en BSA al 1%/PBSfTween al 0,05% con secciones de tumores durante 1 ha temperatura ambiente. Las secciones 

entonces se lavaron 6x a intervalos de 5 min con PBS/Tween al 0,05%. Las secciones se contratifteron con DAPI 

(dilactato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 10 mg, Sigma, St. Louis, MO, n° de catalago D3571, lote 22775)) 

45 mediante incubacian con DAPI (1:5000) diluido en PBS durante 20 min a temperatura ambiente. Despues las 

secciones se lavaron 2x a intervalos de 5 min con PBS y lx con H2O DI y se montaron en medio de montaje Gelvitol 

y se dejaron secar. Los anticuerpos primarios utilizados fueron mAb anti-S1P LT1002 (LH-2, 15 mg/mL) diluidos 

hasta 1,0 mg/mL y se anadieron a una concentraciOn de trabajo de 1:25 en BSA al 1%/PBS/Tween al 0,05%. Los 

anticuerpos secundarios utilizados fueron Ab de IgG anti-ratOn (H+L) de conejo conjugado con fluoresceina (FITC) 

50 (Jackson ImmunoResarch, West Grove, PA, n° catalog° 315-095-003, n° de lote 67031) diluido 1:250 en BSA al 

1%/PBSfTween al 0,05%. Se capturaron imagenes con un sistema de microscopio de deconvoluciOn DeltaVision 

(Applied Precision Inc., Issaquah, WA). El sistema induye un CCD Photometrics montado sabre un microscopic de 

epifluorescencia invertido Nikon TE-200. En general, se tomaron 8-10 secciones opticas separadas por 

aproximadamente 0,2 um. Los tiempos de exposici6n se ajustaron de modo que la respuesta de la c.amara se 

55 encontrase en el intervalo lineal para cada fluoreforo. Las lentes incluian 20x y 10x. Los conjuntos de datos se 

deconvolucionaron y se analizaron utilizando el programa informatico SoftWork (Applied Precision, Inc.) en una 

estaci6n de trabajo Silicon Graphics Octane. 

La S1P puede observarse con facilidad en las imagenes de biopsia tumoral utilizando este metodo IHC, empleando 

el mAb anti-S1P como anticuerpo primario. Par contraste, no apareci6 finciOn de S1P en las muestras control de las 

60 cuales se ornitiO el anticuerpo primed°. 

Aunque no se pretenda limitacien alguna por la teoria ni a estos ejemplos, se cree que la mediciOn del biomarcador 

S113 puede utilizarse junto con medidones de la expresi6n genica de receptores de S1P y de esfingosina quinasa, 

41 

ES 2 411 979 T3

 



 

pudiendo ambos actuar como marcadores sustitutos del cancer. Los ejemplos de matodos de analisis de expresi6n 

genica conocidos en la tecnica incluyen matrices de ADN o micromatrices (Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 

17-24; Celis, et at , FEBS Lett., 2000, 480, 2-16), SAGE (analisis en serie de la expresiOn genica) (Madden, et a! , 

Drug Discov. Today, 2000, 5, 415-425), READS (amplificaciOn con enzimas de restriccion de ADNc digeridos) 

5 (Prashar y Weissman, Methods Enzymol., 1999, 303, 258-272), TOGA (analisis de la expresi6n genica total) 
(Sutcliffe, et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 1976-1981), matrices de proteinas y prote6mica (Celis, et a! , 

FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al. , Electrophoresis, 1999, 20, 2100-2110), secuenciacian de marcadares 

de secuencia expresados (EST) (Celis, et al. , FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, et al , J. BiotechnoL, 2000, 80, 

143-157), huella genetica de sustracci6n de ARN (SuRF) (Fuchs, et at , Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98; Larson, et 
10 al. , Cytometry, 2000, 41, 203-208), clonacion de sustracci6n de presentaciOn diferencial (DD) (Jurecic y Belmont, 

Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-321), hibridaciOn genOrnica comparativa (Carulli, et al. , J. Cell Biochem. Suppl., 

1998, 31,286-296), tacnicas de FISH (hibridacien in situ fluorescente) (Going y Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 

1895-1904) y metodos de espectrometria de masas (To, Comb. Chem. High Throughput Screen, 2000, 3, 235-241). 
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REIVINDICACIONES 

1.- Un reactivo de diagnOstico, que comprende un soporte said° y un lipido bioactivo derivabzado asociado a 61, en 

el que el lipido bioactivo derivatizado comprende un grupo de cabeza polar y al menos una cadena hidrocarbonada 

en el que un atomo de carbon dent° de la al menos una cadena hidrocarbonada esta derivatizado con un gaily) 

5 sulfhidrilo colgante y en el que el lipido bioactivo se selecciona del grupo que consiste en un esfingolipido, un 

metabolito de esfingolipido, un add° lisofosfatidico y un precursor del acido lisofosfatidico, 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, esfingosilfosforilcolina (SPC), dihidroesfingosina, dihidroesfingosina-1-  

fosfato, y esfingosina-1-fosfato (S1P), en el que el lipid° bioactivo esta asociado con el soporte solid° a traves del 

10 grupo sulfhidrilo. 

2.- El reactivo de diagnOstico segOn la reivindicaciOn 1, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta unido directa o 

indirectamente al soporte said°. 

3.- El reactivo de diagn6sfico segtin la reivindicaci6n 1, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta unido 

covalentemente directamente al soporte solid°. 

15 4.- El reactivo de diagn6stico segtin la reivindicaciOn 1, en el que el lipido bioactivo derivatizado esta conjugado con 

un resto portador, en el que dicho resto portador esta unido al soporte solid°. 

5.- El reactivo de diagnostic° segOn la reivindicaciOn 1, en el que el esfingolipido es esfingosina-1-fosfato.  

6.- El reactivo de diagn6stico segOn la reivindicacien 4, en el que el resto portador se selecciona del grupo que 

consiste en una proteina, polietilenglicol, oro coloidal, adyuvantes y esferas de silicona. 

20 7.- El reaovo de diagn6stico segOn la reivindicaciOn 4, en el que el resto portador es una proteina, en el que la 

proteina se selecciona del grupo que consiste en hemocianina de lapa (KLH), albOmina, hemaglutinina, toxoide del 

tetanos y toxoide de la difteria. 

8.- El reactivo de diagnostic° segOn la reivindicacion 5, en el que el reactivo de diagn6stico es un derivado de 

sulfhidrilo de esfingosina-1-fosfato unido covalentemente a hemocianina de lapa (KLH) o albOrnina. 

25 9.- El reactivo de diagn6stico segOn la reivindicaciOn 1, en el que el reactivo de diagnesfico es un derivado de 

sulfhidrilo del acido lisofosfatidico unido covalentemente a hemocianina de lapa (KLH) o alloOrnina. 

10.- Un metodo 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 diagn6stico que porta un 

reactivo de diagnOsfico segOn la reivindicacion 1, bajo condiciones que permiten que el resto inmunoderivado, Si esta 

30 presente, se una al lipido bioactivo derivafizado del reacfivo de diagnostic°, en el que el lipido bioactivo que esta 

derivatizado en el reactivo de diagnostic° y el lipido bioactivo seleccionado son el mismo lipido bioactivo. 

11.- El mato& segOn la reivindicaciOn 10, en el que el resto inmunoderivado se selecciona del grupo que consiste 

en un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal; un anticuerpo quimerico; un fragmento de un anticuerpo 

policlonal, monoclonal o quimerico; un variante de un anticuerpo policlonal, monoclonal o quimerico; un derivado de 

35 un anticuerpo polidonal, monoclonal o quimerico; y un autoanticuerpo.  

12.- El mato& segun la reivindicathin 10, en el que el lipido bioactivo derivafizado esta unido al soporte sOlido. 

13.- El metodo seg0n la reivindicaciOn 10, en el que el lipid° bioactivo derivatizado esta conjugado con un resto 

portador. 

14.- El meted° segOn la reivindicaciOn 13, en el que el resto portador esta unido al soporte solid°. 

40 15.- El meted° segiin la reivindicacian 10, en el que la muestra se deriva de un animal. 

16.- El metodo segOn la reivindicaci6n 15, en el que el animal es un ser humano. 

17.- El metodo segOn la reivindicaci6n 15, en el que la muestra es un fluido corporal o una muestra de tejido. 
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Union de SIP por anticuerpos 306D quimericos y murinos 
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