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DESCRIPCION
Procedimiento para extraer anticuerpos antirreceptor de la endotelina a partir de muestras sanguineas.

La presente invencion pertenece al ambito biolégico, quimico, mas particularmente, inmunoldégico, asi como a los
procedimientos in vitro de extraccion de anticuerpos, mas en particular al campo del diagnéstico del rechazo de un
injerto, preeclampsia, a la que se hace asimismo referencia como toxemia, hipertensién, vasculitis, colagenosis y
enfermedades reuméticas inflamatorias asi como arteriosclerosis.

Para el trasplante exitoso de los 6rganos, se requiere que el érgano del donante sea compatible histolégicamente
tanto como sea posible, con el tejido del receptor. Dicha coincidencia esta determinada por el sistema HLA (antigeno
leucocitario humano), que consiste en un sistema complejo de antigenos tisulares que se encuentra virtualmente en
cualquier célula. Dicho sistema juega un papel fisiolégico importante en las reacciones inmunolégicas de defensa
(reconocimiento del “mismo” y del “no mismao”). Antes de cada trasplante, por tanto, se lleva a cabo un denominado
“tipaje tisular” en el érgano donador y receptor, de forma que se asegura lo mas posible la complementacién del
HLA.

Como resultado del inmenso polimorfismo genético, existe un nimero excepcionalmente grande de diversas
moléculas HLA. S6lo se observa una complementacién completa en los gemelos monocigoéticos. Por otro lado, las
moléculas HLA son Unicas para cada persona.

Sin embargo, existen problemas porque las reacciones de rechazo contra el 6rgano trasplantado no pueden ser
descartadas, a pesar de la extensa complementacion de HLA entre receptores y donantes.

WO 02/093171 da a conocer una invencién que se refiere a la utilizacién de AT; o de sus péptidos funcionalmente
analogos o proteinas para predecir (diagnosticar) el riesgo de rechazo del trasplante.

Es todavia necesario proporcionar un procedimiento eficiente y de confianza que permita una prediccion rapida y
positiva del riesgo de una reaccion de rechazo al trasplante.

La preeclampsia (denominada anteriormente toxemia) es un trastorno hipertensor del embarazo con una pérdida
proteinica asociada en la orina. La identificacién temprana puede prevenir la progresion a las convulsiones de la
eclampsia o efectos multisistémicos del sindrome HELLP que son potencialmente fatales para la madre y el feto.

La preeclampsia resulta de dificil diagndstico. La preeclampsia se diagnostica cuando mujeres embarazadas
desarrollan una presiéon sanguinea elevada (dos lecturas separadas que se toman por lo menos seis horas
espaciadas de 140/90 o mas) y 300 mg de proteina en una muestra de orina de 24 horas (proteinuria), el hinchazén
o0 edema (especialmente en las manos y la cara) se consider6 inicialmente un signo importante para el diagndstico
de la preeclampsia pero en la practica médica actual resultan Unicamente necesarios para el diagnéstico la
hipertensién y la proteinuria. Algunas mujeres desarrollan una presidon sanguinea elevada sin proteinuria; es
denominada hipertension inducida por el embarazo (PIH) o hipertension gestacional. Tanto la preeclampsia como la
PIH son consideradas como afecciones muy graves y requieren un seguimiento minucioso de la madre y el bebé.

La preeclampsia es mucho mas comudn en la primera gestacion (3-5%) de los nacimientos y resulta habitualmente
evidente en el tercer trimestre (y virtualmente siempre tras la vigésima semana de embarazo). Resulta asimismo
mas comin en mujeres que presentan hipertension preexistente, diabetes, enfermedades autoinmunitarias como
lupus, varias trombofilias hereditarias, como factor V Leiden o enfermedades renales en mujeres con un historial
familiar de preeclampsia y en mujeres con un embarazo multiple (gemelos, trillizos y méas). Se cree que la
preeclampsia es causada por una placenta implantada superficialmente que resulta hipdxica, conduciendo a
mediadores inflamatorios sobrerregulados, secretados por la placenta que ejecutan sobre el endotelio vascular. Si es
grave, progresa a la preeclampsia fulminante, con cefaleas, trastornos visuales y dolor epigastrico y ademas al
sindrome HELLP en la eclampsia. El desprendimiento placentario es asociado a los embarazos hipertensos. Son
estados potencialmente fatales para el desarrollo del feto y de la madre.

A pesar de la investigacion exhaustiva, la etiologia y la patofisiologia exactas de la enfermedad siguen confusas. Es
probable, sin embargo, que la perfusion placentaria inadecuada que resulta de una invasion placentaria inadecuada
precipite la liberacion de alguna forma de desencadenante quimico, que en madres susceptibles, conduzca al dafio
endotelial, a cambios metabdlicos y a una forma de respuesta inflamatoria. Hasta el momento el Gnico tratamiento
conocido de la eclampsia o la preeclampsia avanzada es la administracién. Por induccion de la cesarea, la
hipertensién puede controlarse en algunos casos con medicacidon antihipertensora, pero resulta desconocido
cualquier efecto que puede presentar sobre la progresion de la enfermedad subyacente. En algunos casos puede
estabilizarse temporalmente a las mujeres con preeclampsia o eclampsia con sulfato de magnesio intravenosamente
para prevenir los atagues mientras que se administran inyecciones de esteroides para promover la maduracion
pulmonar fetal. A partir de 2006 el citrato de sildenafilo (Viagra) se encuentra en ensayos clinicos de fase Il para el
tratamiento de la preeclampsia.
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Por lo tanto, resulta necesaria una herramienta de diagndstico fiable y segura para el diagnostico de la preeclampsia
asi como resulta necesario un medicamento para el tratamiento de la preeclampsia.

La hipertension o la presion sanguinea elevada es una afeccion médica en la que se encuentra elevada de manera
cronica la presiéon sanguinea. Aunque es denominada formalmente hipertension arterial, la palabra "hipertension” sin
un calificador se refiere habitualmente a la hipertension arterial. La hipertension persistente es uno de los factores de
riesgo para las apoplejias, los ataques cardiacos, la insuficiencia cardiaca y el aneurisma arterial, y es una causa
que conduce a la insuficiencia renal crénica.

La presion sanguinea es una variable distribuida de manera continua, y el riesgo de enfermedad cardiovascular
asociada aumenta asimismo continuamente. El punto en el que la presion sanguinea se define como hipertension es
por lo tanto de alguna manera arbitrario. Actualmente, descubrir una presion sanguinea prolongada de 140/90
mmHg o superior, medida en ambos brazos, es considerada generalmente como diagnostico. Debido a que las
lecturas de presidon sanguinea en muchos individuos son muy variables -especialmente en el ambito de los
consultorios- el diagnoéstico de la hipertension deberia realizarse Unicamente tras apreciar una elevacié media de
dos 0 mas lecturas, una, dos o mas visitas al consultorio, a menos que las elevaciones sean graves o0 asociadas con
indicios convincentes tales como la diabetes melitus, enfermedad renal crénica, insuficiencia cardiaca, posinfarto de
miocardio, apoplejia y riesgo de enfermedad coronaria elevado. Recientemente, el JNC7 (el séptimo informe del
Joint National Committee sobre la prevencién, deteccién, evaluacion y tratamiento de la presién sanguinea elevada
ha definido la presion sanguinea de 120/80 mmHg a 139/89 mmHg como "prehipertension”. La prehipertension no es
una categoria patologica; mas bien es una denominacion seleccionada para identificar a los individuos con un riesgo
elevado de desarrollar hipertension. Debido a que el diagnéstico de la hipertension resulta dificil, resulta necesario
una herramienta adicional para el diagnostico de la hipertension. Asimismo, resulta necesario un medicamento para
el tratamiento de la hipertension.

En medicina, la vasculitis (plural: vasculitis) es un grupo de enfermedades que presentan inflamacion en la pared de
los vasos sanguineos debido a la migracion leucocitaria y que provoca dafios. Aunque la mayoria de las vasculitis
son raras, afectan generalmente a varios sistemas organicos y pueden provocar una incapacidad grave. Las
vasculitis son clasificadas dentro de la vasculitis de vasos grandes tales como la arteritis de Takayasu y la arteritis
(temporal) de células gigantes. Ademas, la vasculitis de vasos medios, tales como la poliarteritis nodular y la
enfermedad de Kawasaki. La vasculitis de vasos pequefios tal como la arteritis de Churg-Strauss, la granulomatosis
de Wegener y la vasculitis con hipersensibilidad.

Los pacientes presentan habitualmente sintomas sistémicos con una disfuncién mono- o multiorganica. Las quejas
comunes (e inespecificas) comprenden fatiga, debilidad, fiebre, artralgia, dolor abdominal, hipertencién, insuficiencia
renal, una disfuncién neurologica. Los sintomas siguientes deberian levantar una sélida sospecha de vasculitis, sin
embargo, el diagnoéstico resulta dificil. Estos sintomas son la monoeuritis mdltiple, parpura palpable y pulmonal-
renal.

Como historial detallado resulta importante obtener informaciéon sobre medicaciones recientes, cualquier riesgo de
infeccion por hepatitis o cualquier diagndstico reciente con un trastorno de tejido conjuntivo tal como lupus sistémico
eritematoso (SLE). El diagnoéstico puede incluir una prueba de anticuerpos antinucleares (ANA) que detecta un
trastorno de tejido conjuntivo subyacente, especialmente SLE. El diagndstico puede incluir asimismo un anticuerpo
citoplasmico antineutréfilos (ANCA) que puede sugerir granulomatosis de Wegener, poliarteritis nodular, el sindrome
de Chrug-Strauss o la vasculitis inducida por farmacos, pero no es un diagnoéstico. La Gnica manera segura de
diagnosticar la vasculitis es una biopsia tisular que en la actualidad es el "método de referencia" de diagndstico.

Por lo tanto, resulta necesaria una herramienta de diagnostico para el diagnostico de la vasculitis. Ademas, resulta
necesario un medicamento para el tratamiento de la vasculitis.

Colagenosis es un término para un grupo de enfermedades autoinmunes raras. En éstas el organismo crea
anticuerpos contra partes del tejido conjuntivo. La colagenosis comprende enfermedades Comprende enfermedades
como SLE, lupus sistémico, granulomatosis de Wegener y sindromes CREST y SHARP. La colagenosis es dificil de
diagnosticar. Por tanto, es necesaria una herramienta para diagnosticarla.

Aproximadamente, 100 millones de personas en Europa sufren de alguna forma de enfermedad reumatoide
degenerativa o inflamatoria, lo que provoca que el impacto de estas enfermedades en las sociedades europeas sea
arrollador para éstas. Las enfermedades de las articulaciones significan la mitad de la totalidad de las situaciones
cronicas en las personas de 65 afios y mayores.

La calidad de vida de aproximadamente el 7,5% de la poblacion europea es grave y se ve permanentemente
reducida por el dolor y la incapacidad funcional provocados por las enfermedades reumaticas. Las consecuencias
mas notables de estas enfermedades, por el momento, incurables, son la inmovilidad y la esperanza vital
disminuida. Sélo en Europa, las enfermedades reumaticas imponen una carga econémica de mas de 200 billones de
euros al afio. En verdad, el impacto de las enfermedades reumaticas como una carga econdmica y social aumentara
notablemente cuando la poblaciéon europea envejezca. Una nueva terapia que consiste en poner el énfasis en las
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moléculas implicadas en la patogénesis de las enfermedades inflamatorias cronicas, se ha desarrollado
recientemente. A pesar de estos esfuerzos, no es posible todavia curar la mayoria de las enfermedades reumaticas.
Un reto terapéutico incluye la cronicidad de la inflamacion, la autoinmunidad, y la degeneracion del sistema muscular
esquelético. Aunque las enfermedades reumaticas difieren en su inmunoenfermedad, comparten mecanismos
comunes de iniciacién y perpetuacion. Ademas, existe una potencial translacional considerable para la comprension
de otras enfermedades que implican al sistema inmune, por ejemplo, las enfermedades autoinmunes, las alergias y
las infecciones. La diversidad de enfermedades reumaticas, la multiplicidad de los tejidos implicados, es decir, los
huesos, cartilagos, articulaciones, rifién, piel, vasos sanguineos, asi como el enfoque multidisciplinario, requieren
entender la base molecular de estas enfermedades y esto hace que su diagndstico sea muy dificil de llevar a cabo.

El diagnéstico de la artritis y de otras enfermedades reumaticas es a menudo dificil, pues, entre las diversas
enfermedades, muchos sintomas son similares. Para llevar a cabo un diagndstico fiable, un médico puede necesitar
llevar a cabo una revision del historial médico, realizar un examen fisico, obtener analisis de laboratorio, pruebas con
rayos X y otros ensayos de obtencion de imagenes. Las enfermedades reumaticas, son por ejemplo, la artritis
reumatoide, la fibromialgia, el lupus eritematoso, la polimialgia reumatica, la esclerosis sistémica progresiva, el
sindrome de Sjogren, el lupus eritematoso sistémico y la inflamacion de las articulaciones.

El American College of Rheumatology ha definido (1987) varios criterios para el diagnéstico de, por ejemplo, artritis
reumatoide; rigidez matutina de mas de una hora, artritis y el hinchamiento del tejido blando de mas de 3 de 14
grupos de articulaciones/articulacion, la artritis de los dedos de la mano, la artritis simétrica, los nédulos subcutaneos
en sefializaciones especificas, un factor reumatoide superior a un nivel de 95 th/% y cambios radiolégicos que
sugieren erosion de la articulacion. Al menos, deben cumplirse cuatro criterios para establecer el diagndstico,
aunque muchos pacientes son tratados a pesar de no cumplir con estos criterios. Cuando se sospecha clinicamente
de artritis reumatoides son necesarios estudios inmunologicos tales como el factor reumatoide (RF, un anticuerpo
especifico). Un RF negativo no descarta la artritis reumatoide. Recientemente, se ha desarrollado un nuevo ensayo
serolégico, que detecta la presencia de anticuerpos de una proteina denominada anti-citrulinada (ACP). Como RF,
este ensayo puede detectar aproximadamente el 80% de todos los pacientes RA, pero es raramente positiva en los
pacientes no-RA. Asimismo, se llevan a cabo habitualmente otros varios analisis de sangre para investigar otras
causas de la artritis, tal como el lupus eritematoso. Dichos andlisis incluyen la velocidad de sedimentacién globular
(ESR), la proteina c-reactiva, el contaje sanguineo total, la funcién renal, ensayos inmunolégicos y de enzimas
hepaticas, por ejemplo, se llevan a cabo en esta etapa todos los ensayos para anticuerpos antinucleares/ANA.

Tal como se ha indicado, para la artritis reumatoide, como una enfermedad entre las de la familia de las reumaticas,
el diagnoéstico en este ambito de enfermedades, es dificil. Por tanto es necesarios disponer de un diagnéstico mas
seguro y fiable.

La arterioesclerosis es una enfermedad que afecta a los vasos sanguineos arteriales. Es causada por la formacion
de multiples placas en el interior de la arteria.

Las zonas de estrechamiento grave, estenosis, detectables mediante angiografia, y en menor extension "prueba de
esfuerzo" han sido durante mucho tiempo el objetivo de las técnicas de diagnéstico humanas para las enfermedades
cardiovasculares en general. Como se ha demostrado mediante estudios clinicos humanos, la mayoria de los
episodios graves se producen en ubicaciones con una placa pesada, pero se produce de manera repentina un
estrechamiento pequefio o sin luz presente antes de los episosios debilitantes. La ruptura de la placa puede conducir
a la oclusion de la luz arterial entre segundos y minutos y a una debilidad permanente potencial y en algunas
ocaciones a la muerte subita. La estenosis de luz de 77% acostumbra a ser considerada por los cardiélogos como el
indicio de enfermedad significativa clinicamente debido a que es Unicamente en esta gravedad de estrechamiento de
las arterias cardiacas de gran tamafio que los episodios recurrentes de angina de pecho y anormalidades
detectables pueden apreciarse mediante métodos de pruebas de esfuerzo. Sin embargo, los ensayos clinicos
muestran que Unicamente aproximadamente 14% de los episodios debilitantes clinicamente se producen en
ubicaciones con esta gravedad, o mayor, de estrechamiento. La mayoria de episodios se produce debido a la
ruptura de placas de arteroma en zonas sin suficiente estrechamiento para producir cualquier anormalidad de
prueba de esfuerzo o angina de pecho. Por lo tanto, existe una gran necesidad de un procedimiento de diagnostico
para el diagnoéstico de la arterioesclerosis. Existen algunos diferentes tipos de arterioesclerosis. La arterioesclerosis,
tal como arterioesclerosis coronaria, arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y encefalomalacia, nefroesclerosis
diabética y nefroesclerosis maligna infantil y arterioesclerosis de Ménckeberg.

La presente invencién afronta la necesidad de una herramienta para la extraccién de anticuerpos de sangre aislada
junto con la familia de enfermedades mencionadas anteriormente, por ejemplo, para el tratamiento de las
enfermedades mencionadas anteriormente.

Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para la extraccion de anticuerpos antirreceptor de la

endotelina a partir de sangre aislada, (a) en el que en una primera etapa la presencia o ausencia de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina es determinada en una muestra sanguinea a partir de un paciente que debe
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diagnosticarse, en el que se cree que el paciente presenta una enfermedad seleccionada de entre el grupo de
rechazo al injerto, preeclampsia, hipertension, vasculitis, colagenosis, una enfermedad reumatica inflamatoria y
arterioescleroris, y (b) en el que al determinar la presencia de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina en la
muestra sanguinea del paciente el anticuerpo antirreceptor de la endotelina es extraido de la sangre aislada de
dicho paciente.

Es divulgado ademas un procedimiento para el diagnéstico de una enfermedad, en el que la presencia 0 ausencia
del anticuerpo antirreceptor de la endotelina es determinada en una muestra a partir de un paciente que se debe
diagnosticar. La presencia de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina es un indicio de la enfermedad.

En una forma de realizacion preferida de la invencion el anticuerpo antirreceptor de la endotelina es un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina A. Segun la invencion la enfermedad es seleccionada de entre el grupo de diabetes,
rechazo al injerto, preeclampsia, a la que se hace referencia asimismo como toxemia, hipertension, vasculitis,
colagenosis y enfermedad reumatica inflamatoria y arterioesclerosis.

Los inventores encontraron que el 95% de los pacientes con rechazo del injerto, fueron positivos respecto a la
presencia del anticuerpo de la antiendotelina, mientras que en los pacientes sin rechazo del injerto sélo el 6,2%
mostraron un anticuerpo de la antiendoletina detectable.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, la determinacion de la presencia o ausencia de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina se lleva a cabo detectando uno o mas de los anticuerpos seleccionados de entre el
grupo constituido por los anticuerpos IgA; anticuerpo IgG y anticuerpo IgM y mas particularmente los anticuerpos
IgG1, 1gG2, 1gG3 y IgG4.

Es divulgado en la presente memoria asimismo un inmunoensayo. Existen varias formas de llevar a cabo un
inmunoensayo en una forma de realizacion preferida de la invencién, siendo el inmunoensayo uno de entre la
luciferasa y/o un ELISA.

Es divulgada ademas la utilizacion de un péptido receptor de la endotelina o de su analogo funcional para el
diagndstico de una enfermedad, seleccionandose a partir del grupo del rechazo al injerto y de la esclerosis
sistémica.

En una forma de realizacién preferida, el péptido receptor de la endotelina es un péptido A receptor de la endotelina.

Es divulgado asimismo un kit de investigacién y/o diagnéstico para el diagnéstico de una enfermedad seleccionada a
partir del grupo de diabetes, rechazo del injerto, preeclampsia a la que se hace referencia asimismo como toxemia,
hipertensién, vasculitis, colagenosis y enfermedades reumaticas inflamatorias asi como arteriosclerosis, en el que el
kit incluye un péptido receptor de la endotelina o su analogo funcional.

Es divulgada asimismo la utilizacién de un inhibidor de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina o un inhibidor de
un receptor de la endotelina para la produccién de un medicamento, siendo en un aspecto el anticuerpo antirreceptor
de la endotelina un anticuerpo A antirreceptor de la endotelina o un inhibidor de un receptor A de la endotelina.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores encontraron que las enfermedades pueden diagnosticarse detectando la presencia o ausencia de un
anticuerpo antirreceptor de la endotelina en una muestra procedente de un paciente que va a ser diagnosticado. De
hecho, los inventores encontraron que el 95% de los pacientes que presentan un rechazo al trasplante son positivos
para el anticuerpo de la antiendoletina. EI mismo anticuerpo de la antiendoletina puede detectarse sélo en el 6,2%
delos casos, en pacientes sin rechazo.

De este modo, la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para el diagndstico de una enfermedad, en el
que, en una muestra procedente de un paciente que va a diagnosticarse, se determina la presencia o ausencia de
un anticuerpo antirreceptor de la endotelina.

Ha sido posible demostrar que existe una relaciéon entre la presencia de dicho anticuerpo antirreceptor de la
endotelina y la posibilidad de que se presente un rechazo al trasplante, la enfermedad preeclampsia a la que se
hace referencia asimismo como toxemia, hipertension, vasculitis, colagenosis, y enfermedad reumatica inflamatoria y
arterioesclerosis. En estudios citobiolégicos e inmunohistoquimicos, asi como investigando materiales bidpsicos, se
ha encontrado que no existen factores inmunolégicos de riesgo afiadidos al rechazo del trasplante. Se ha
demostrado que la presencia de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina da lugar a reacciones de rechazo en un
receptor con 6rganos trasplantados. Ademas, se ha demostrado que la presencia de un anticuerpo antirreceptor de
la endotelina es diagnéstico para la preeclampsia, hipertension, vasculitis, colagenosis y enfermedades reumaticas
inflamatorias y arteriosclerosis.

En relacién con la presente invencion, se utilizaran diversos términos generales, de la forma siguiente: “injerto”
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segun el significado de la invencidn, es un érgano o tejido que se ha trasplantado a, o va a serlo. En el significado de
la invencion, sin embargo, los injertos pueden constituir también implantes particulares que estan compuestos de
materiales 0 componentes que se incorporan a un organismo durante un tiempo limitado, o durante la vida, para que
asuman funciones sustitutivas especificas. Por ejemplo, tales injertos pueden realizarse con material inorganico
revestido con sustancias organicas tales como células cartilaginosas u 6seas.

Segun la invencion, “por rechazo al injerto” se entiende de induccién de una reacciéon inmune al injerto en el
receptor. Una reaccién inmune en el receptor es una reaccion de defensa o protectora especifica del organismo
contra los antigenos del trasplante.

El “receptor de la endotelina” puede encontrarse en su entorno celular natural y puede utilizarse junto con material
asociado al receptor en su estado natural, asi también como en una forma aislada con respecto a sus estructuras
primarias, secundarias o terciarias, siendo bien conocido por los expertos en la materia. Basandose en el peso del
receptor completo en la preparacion, que va a utilizarse segun la invencion, el receptor aislado representaria por lo
menos el 0,5%, preferentemente, por lo menos, el 5%, mas preferentemente al menos el 25%, y en una forma de
realizacién particularmente preferida, por lo menos, el 50%. El receptor se utiliza preferentemente en forma aislada,
es decir, esencialmente libre de otras proteinas, lipidos, hidratos de carbono u otras sustancias que se asocien
naturalmente con el receptor. “Esencialmente libre de” significa que el receptor esta preferente y especialmente libre
de otras proteinas, lipidos, hidratos de carbono o de otras sustancias asociadas naturalmente con el receptor, por lo
menos en un 75%, preferentemente, por lo menos, en un 85%, mas preferentemente, por lo menos, en un 95% y
especialmente y preferentemente por lo menos, en un 99%.

En relaciéon con la presente invencion, puede utilizarse el receptor que se encuentra de forma natural, asi como
también todas las modificaciones, mutantes o derivados del receptor de la endotelina. De modo similar, un receptor
de la endotelina obtenido mediante técnicas recombinantes, el cual incluye modificaciones aminoacidas, tales como
inversiones, deleciones, inserciones, adiciones, etc., puede utilizarse segln la invencién, siempre que esta parte de
la funcién esencial del receptor de la endotelina esté presente, principalmente la capacidad de unirse a anticuerpos.
El receptor de la endotelina que se utilice puede también incluir aminoacidos excepcionales y/o modificaciones tales
como alquilacién, oxidacion, modificaciones tidlicas, desnaturalizaciéon, oligomerizacion y similares. El receptor
puede también sintetizarse mediante medios quimicos. Segun la invencion, el receptor de la endotelina puede
particularmente una proteina y/o péptido o una proteina de fusion, que ademas de otras proteinas, péptidos o sus
fragmentos, incluye el receptor de la endotelina como un todo o en parte. Utilizando procedimientos convencionales
por los expertos en la materia, pueden determinarse propiedades analogas a las de los péptidos o polipéptidos del
receptor de la endotelina que tienen analogos funcionales. Por ejemplo, dichos polipéptidos o péptidos tienen una
homologia del 50-60%, 70% o 80% preferentemente 90%, mas preferentemente 95%, y muy preferentemente del
98%, con respecto a los péptidos identificados como receptores de la endotelina, pudiéndose determinar dicha
homologia, por ejemplo, mediante el algoritmo de bisqueda de la homologia de Smith-Waterman, utilizando el
Programa MPFRCH (Oxford Molecular), por ejemplo.

El término “péptido” de un receptor de la endotelina que se utiliza en la presente invencién, comprende también
moléculas que difieren de la secuencia original por delecién o deleciones, insercion o inserciones, sustitucion(s), y/o
otras modificaciones bien conocidas en la técnica anterior y/o que comprenden un fragmento de la molécula del
aminoéacido original, exhibiendo todavia el receptor de la endotelina las propiedades anteriormente mencionadas.
También se incluyen variantes alélicas y modificaciones. Los procedimientos para producir los cambios
mencionados en la secuencia aminoacida son bien conocidos por los expertos en la materia y se han descrito en los
libros de texto estandar de biologia molecular, por ejemplo, Sambrook et al. supra. Estos expertos en la materia
podran también determinar si un receptor de la endotelina, por tanto, modificado, posee todavia las propiedades
mencionadas anteriormente. Posibles péptidos receptores de la endotelina que se utilizan segln la invencion
pueden ser, por ejemplo, la secuencia de cinco aminoacidos (140-KLLAG-144 (SEC ID n°. 1)), en el asa B. En la
presente especificacion a todas las modificaciones anteriormente ilustradas del receptor de la endotelina se hara
referencia brevemente como “péptidos o proteinas funcionalmente analogos”.

El término “muestra”, segun el significado de la invencién es sangre. La muestra se recupera del paciente y se
somete a diagndstico segun la invencion.

El “anticuerpo antirreceptor de la endotelina”, segin la invencion, que va a detectarse, se une al receptor endotélico
de forma especifica. El anticuerpo puede también modificarse (por ejemplo, anticuerpos oligoméricos, reducidos,
oxidados y marcados). El término anticuerpo antirreceptor de la endotelina, tal como se utiliza en la presente
memoria comprende dos moléculas intactas y también fragmentos del anticuerpo antirreceptor de la endotelina, tales
como Fab, F(ab’), y Fv, capaces de unirse al epitopo especifico que determina el receptor de la endotelina. En estos
fragmentos, la capacidad del anticuerpo o anticuerpos antirreceptores de la endotelina de unirse selectivamente a su
antigeno o receptor se conserva en parte, definiéndose los fragmentos de la forma siguiente: (1) Fab, el fragmento
gue contiene un fragmento monovalente de unién antigénica de una molécula de anticuerpo, puede generarse por la
fragmentacion de un anticuerpo entero, utilizando la enzima papaina, obteniendo de este modo una cadena ligera
intacta y parte de una cadena pesada; (2) el fragmento Fab de una molécula de anticuerpo, puede producirse
mediante tratamiento de un anticuerpo entero con papaina y una reduccion subsiguiente, obteniendo por tanto una
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cadena ligera intacta y parte de una cadena pesada, obteniéndose dos fragmentos Fab por molécula de anticuerpo;
(3) F(ab’),, el fragmento del anticuerpo que puede obtenerse por tratamiento de un anticuerpo completo con la
enzima pepsina sin subsiguiente reduccién siendo F(ab’); un dimero formado por dos fragmentos Fab unidos juntos
mediante dos enlaces disulfato; (4) Fv se define como un fragmento modificado mediante ingenieria genética que
incluye la region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada se expresa en forma de dos
cadenas; y (5) anticuerpo de cadena Unica (SCA) definido como una molécula modificada mediante ingenieria
genética, que incluye la regién variable de la cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada unida mediante
un engarce polipeptidico apropiado para obtener una molécula de cadena Unica fusionada genéticamente.

El término “epitopo”, tal como se utiliza en la presente invencion, representa cualquier antigeno determinante sobre
el receptor de la endotelina. La determinacién epitépica consiste normalmente en grupos superficiales quimicamente
activos de moléculas tales como aminoacidos o cadenas con lados azucarados, presentando normalmente
caracteristicas especificas de la estructura dimensional libre, asi como propiedades esquematicas especificas.

El anticuerpo antirreceptor de la endotelina se une especificamente al receptor endotélico, o, llevando este a cabo,
muestra una reactividad inmunoespecifica cuando el anticuerpo antirreceptor de la endotelina asume su funcion en
una reaccion de union, en presencia de una poblacién heterogénea de receptores endotélicos o sus fragmentos,
permitiendo de este modo una conclusion sobre si se encuentra presente el receptor endotélico u otra estructura
bioldgica. Bajo estas condiciones de un inmunoensayo, los anticuerpos antirreceptores de la endotelina
anteriormente mencionados, se uniran preferentemente a una parte especifica del receptor de la endotelina,
mientras que no se lleven a cabo uniones significativas a otras proteinas presentes en la muestra.

Por “pacientes”, segun la invencion, se entienden todas las personas o animales, independientemente de si
presentan o no cambios patoldgicos. Segun la invencién cualquier muestra recogida de células, tejidos, 6rganos,
organismos o similares, puede ser una muestra de un paciente, que va a diagnosticarse. En una forma de
realizacién preferida, el paciente segun la invencién, es un hombre. En otra forma preferida de realizacion, el
paciente segun la invencién es un hombre sospechoso de tener una enfermedad seleccionada del grupo de rechazo
de injerto, preeclampsia, a la que se hace referencia asimismo como toxemia, hipertension, vasculitis, colagenosis,
una enfermedad reumatica inflamatoria y arterioesclerosis.

Una “reaccién inmunitaria” segun la invencién consiste en una interaccion especifica entre el receptor endotélico o
los péptidos o proteinas de funcién analoga y los anticuerpos antirreceptor de la endotelinas. La reaccion inmunitaria
puede detectarse utilizando diversos inmunoensayos.

“Inmunoensayos” segun la invencion, son ensayos que utilizan la interaccién especifica entre el receptor de la
endotelina y péptidos o proteinas de funcién andloga, y los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, para
detectar la presencia o determinar la concentracion de los anticuerpos antirreceptor de la endotelinas. Por ejemplo,
una deteccioén en la cuantificaciéon de los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, puede realizarse con la ayuda
de dichos péptidos o proteinas de funcién analoga, por ejemplo, mediante inmuno precipitacion o inmuno
transferencia.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo antirreceptor de la endotelina determinado en la
muestra sanguinea es un anticuerpo antirreceptor de la endotelina A.

Las endotelinas juegan un papel importante en la regulaciéon del sistema cardiovascular (Watson, S. et al.,,
Endothelin, the G-protein link receptor facts book, 1994). Constituyen los vasoconstrictores mas potentes
identificados, estimulan la contraccion cardiaca, regulan la liberacion de sustancias vasoactivas y estimulan la
nitrogénesis en los vasos sanguineos en los cultivos primarios. También estimulan la contraccién en casi todos los
otros musculos lisos (por ejemplo, Gtero, bronquios, estdbmago) y estimulan la secrecién en varios tejidos (por
ejemplo, rifién, higado y adrenales). En el cerebro también se han encontrado receptores de la endotelina, por
ejemplo en el cortex cerebral y en el cerebelo. Las endotelinas se han implicado en varias situaciones
patofisiolégicas asociadas con el estrés. Se cree que los receptores ETB juegan un papel significativo en la
vasodilatacion dependiente del endotelio y un papel menos importante en la vasoconstriccion. En el SNC, el receptor
se ha encontrado en el cortex cerebral, hipocampo, cerebelo y astrositos. Los receptores ETB activan la via
fosfoinositida a través de una proteina G no sensible a la toxina pertussis, y por tanto, algunas acciones son
sensibles a pertussis (Watson et al., 1994). El receptor ETA es el tipo predominante de receptor de la endotelina.
Media la contraccién en vasos sanguineos, bronquios, Utero y corazon; también inhibe la secrecion de aldosterona.
Los receptores se han identificado en células gliales en SNC. Activan la via fosfoinositida mediante una proteina G
no sensible a la toxina pertussis, probablemente del tipo Gg/G11 (Watson et al., 1994).

La endotelina en si misma, endotelina-1 (ET-1), es un péptido vasoconstrictor potente derivado del endotelio, aislado
originariamente del medio de cultivo de células endoteliales vasculares (EC) (Yanigisawa, M.H. et al., 1988, A novel
potent vasoconstrictor peptide produced by vascular endotelial cells, Nature (Londres) 332:411-415). La clonacion
subsiguiente del ADNc gendémico humano, revelé tres isopéptidos ET diferentes denominados ET-1, ET-2 y ET-3
(Inoue, A.M. et al., 1989, The human endothelin family: three structurally and pharmacologically distinct isopeptides
predicted by three separate genes, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86: 2863-2867), sugiriendo la existencia de subtipos
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del receptor. La clonacion ADNc de los receptores ET a partir de los pulmones bovinos revelé por lo menos los dos
distintos subtipos antes mencionados. El receptor endotelinico A parece ser selectivo para ET-1 y ET-2 y el otro
receptor endotelinico B parece no ser isopéptido selectivo. Ambos subtipos receptores incluyen siete dominios
transmembranosos comunes a los receptores unidos a la proteina G.

Segun la invencion, la enfermedad se selecciona del grupo del rechazo del injerto, preeclampsia, a la que se hace
referencia asimismo como toxemia, hipertension, vasculitis, colagenosis, una enfermedad reumatica inflamatoria y
arterioesclerosis.

En una forma de realizacién preferida la diabetes es la diabetes de tipo I.

En una forma de realizacion preferida la colagenosis es una enfermedad seleccionada de entre el grupo de lupus
eritematoso diseminado, esclerosis generalizada, eosinofilia infecciosa, polimiositis, dermatomiositis, periarteritis
nodular, artritis reumatoide, granulomatosis de Wegener, sindrome de CREST y sindrome de SHARP.

En una forma de realizacién muy preferida la colagenosis es una enfermedad seleccionada de entre esclerosis
generalizada y artritis reumatoide.

En una forma de realizacion preferida la enfermedad reumatica inflamatoria es seleccionada de entre el grupo de
artritis reumatoide, fibromialgia, lupus eritematoso, polimialgia reumatica, esclerosis generalizada progresiva,
sindrome de Sjogren, lupus eritematoso generalizado, sindrome de Raynaud (Morbus Raynaud) e inflamacién
articular.

En una forma de realizacion muy preferida la enfermedad reumatica inflamatoria es seleccionada de entre esclerosis
generalizada, sindrome de Raynaud (Morbus Raynaud) y artritis reumatoide.

En una forma de realizacion preferida la hipertensién es seleccionada de entre el grupo de hipertension arterial de
origen suprarrenal, hipertension arterial, hipertension ateroesclerética, hipertensiéon endocrina, hipertension esencial,
hipertension fija, hipertension cardiovascular, hipertension maligna, hipertension labil, hipertensién neurdégena,
hipertensién paroxistica, hipertension portal, hipertension pulmonar, hipertension renal e hipertension secundaria.

En una forma de realizacién muy preferida la hipertensién es seleccionada de entre hipertensién maligna.

Ademas, en una forma de realizacion preferida la arterioesclerosis es seleccionada de entre el grupo de
arterioesclerosis central, arterioesclerosis coronaria, arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y encefalomalacia,
nefroesclerosis tal como nefroesclerosis diabética y nefroesclerosis maligna infantil, y arterioesclerosis de
Monckeberg.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, la determinacion de la presencia o ausencia de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina se lleva a cabo detectando uno o varios de los anticuerpos seleccionados de entre el
grupo constituido por el anticuerpo IgA, IgB e IgM.

Los anticuerpos humanos pueden dividirse en cinco tipos de inmunoglobulinas. El tipo A de inmunoglobulina (IgA)
existe en una forma que se disuelve en la sangre, asi como también en una variante secretoria. IgA comprende dos
tipos basicos. El IgA secretorio consiste en dos moléculas inmunoglobulinicas basicas junto a una cadena J y un
componente secretorio. Mas moléculas especificamente IgA pueden prevalecer en las secreciones corporales.

El tipo 1IgG de inmunoglobulinas representa la parte mas importante entre las inmunoglobulinas. Los anticuerpos de
la segunda respuesta inmunitaria que tiene lugar después del contacto del sistema inmune de un antigeno particular
pertenecen ampliamente al tipo 1gG.

En una forma de realizacién particularmente de la invencion, el anticuerpo antirreceptor de la endotelina, se
selecciona a partir del grupo 1gG1, 19G2, 1gGs e 1gGa.

“Inmunoensayos” segun la invencién, son ensayos que utilizan la interaccion especifica entre el receptor endotélico y
péptidos o proteinas de funcidon analoga, y los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, para detectar la
presencia o determinar la concentracion de los anticuerpos antirreceptor de la endotelina. Por ejemplo, una
deteccién y la cuantificacion de los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, puede realizarse con la ayuda de
dichos péptidos o proteinas de funcién analoga, por ejemplo, mediante inmuno precipitacion o inmuno transferencia.
Por ejemplo, los inmunoensayos, segun la invencién, pueden subdividirse en las siguientes etapas: (1) reaccion
anticuerpo antirreceptor de la endotelina /receptor de la endotelina, (2) si se requiere la separacion del complejo
anticuerpo antirreceptor de la endotelina de otros componentes de la mezcla reactiva, especialmente de los
anticuerpos no unidos a los anticuerpos antirreceptores de la endotelina y (3) midiendo la respuesta. Asi para la
reaccion anticuerpo antirreceptor de la endotelina/receptor de la endotelina son posibles varias configuraciones, por
ejemplo (a) precipitacion de una reaccién con un exceso de la otra, o (b) la competicion entre cantidades conocidas
de anticuerpos antirreceptor-endotelina o receptor de la endotelina y el material que va a investigarse.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 540 801 T3

Por ejemplo, puede llevarse a cabo un ensayo para los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, mediante a)
utilizacion de receptores-endotelina/péptidos en exceso o proteinas de funcion analoga; o b), competiciéon entre un
anticuerpo marcado antirreceptor de la endotelina de cantidad conocida y un anticuerpo no marcado de cantidad
desconocida para una cantidad definida de receptor endotelina o de péptidos o proteinas de funcion analoga.

El receptor endotelina puede inmovilizarse sobre un soporte sélido para permitir la separacion de un complejo
anticuerpo antirreceptor de la endotelina/receptor endotelina. Por ejemplo, el material de soporte sélido puede ser
nitrocelulosa, cloruro de polivinilo o poliestireno, por ejemplo, el pocillo de una placa de microtitulacién. El
inmunoensayo puede llevarse a cabo en un entorno microfluido. Para medir la interaccion anticuerpo antirreceptor
de la endotelina/receptor-endotelina, es posible utilizar anticuerpos antirreceptor-endotelina marcados, receptores-
endotelina marcados o reactivos secundarios, por ejemplo. El receptor endotelina puede marcarse radioactivamente
0 con enzimas, o con compuestos fluorescentes, por ejemplo. Cualquiera que sea la marca que se utilice, la
respuesta de la interaccién anticuerpo antirreceptores de la endotelina/receptor-endotelina, puede potenciarse
utilizando la afinidad de las proteinas avidina o estreptoavidina por la biotina. Los inmunoensayos utilizados segun la
invencioén, pueden ser: (1) inmunoensayos que utilicen marcadores radioactivos: (a) radioinmunoensayos con union
competitiva (RIA) y (b) ensayo inmunoradiométrico (IRMA); (2) inmunoensayos que utilicen un marcador enzimatico:
(a) inmunoensayos enzimaticos (EIA) y (b) enzima inmunoanalisis de absorcién (ELISA); (3) inmunoensayos que
utilicen una combinacion de marcadores radioisotopicos y enzimaticos (inmunoensayo radio-enzimatico
ultrasensible) (USERIA). Ademas, el inmunoensayo segun la invencion puede ser un inmunoensayo fluorescente, un
ensayo quimioluiniscente, en ensayo de aglutinacion, un ensayo nefelométrico, un ensayo turbidimétrico, un ensayo
Western Blot, un inmunoensayo competitivo, un inmunoensayo no competitivo, un inmunoensayo homogénico, un
inmunoensayo heterogénico, un ensayo delator, por ejemplo, un ensayo de luciferasa.

En una forma de realizacién preferida de la invencién, el inmunoensayo es un ELISA.

La invencidn divulga también a la utilizaciéon de un péptido receptor de la endotelina, o su analogo funcional, para el
diagndstico de una enfermedad seleccionada del grupo formado por el rechazo de un injerto, preeclampsia, a la que
se hace referencia asimismo como toxemia, hipertension, vasculitis, colagenosis, y enfermedad reumatica
inflamatoria y arterioesclerosis.

En una forma de realizacién preferida, el péptido receptor de la endotelina es un péptido A receptor de la endotelina.

Ademas, en una forma de realizacion preferida en la utilizacién segun la invencién, la colagenosis es una
enfermedad seleccionada de entre el grupo de lupus eritematoso diseminado, esclerosis generalizada, eosinofilia
infecciosa, polimiositis, dermatomiositis, periarteritis nodular, artritis reumatoide, granulomatosis de Wegener,
sindrome de CREST y sindrome de SHARP. La enfermedad reumatica inflamatoria es seleccionada de entre el
grupo de artritis reumatoide, fibromialgia, lupus eritematoso, polimialgia reumatica, esclerosis generalizada
progresiva, sindrome de Sjogren, lupus eritematoso generalizado e inflamacién articular. La hipertension es
seleccionada de entre el grupo de hipertensién arterial de origen suprarrenal, hipertensién arterial, hipertensién
ateroesclerotica, hipertension endocrina, hipertension esencial, hipertensién fija, hipertensién cardiovascular,
hipertensién maligna, hipertension labil, hipertension neurégena, hipertension paroxistica, hipertension portal,
hipertensién pulmonar, hipertension renal e hipertension secundaria. La arterioesclerosis es seleccionada de entre el
grupo de arterioesclerosis central, arterioesclerosis coronaria, arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y
encefalomalacia, nefroesclerosis tal como nefroesclerosis diabética y nefroesclerosis maligna infantil y
arterioesclerosis de Monckenberg.

La invencion se refiere ademas a la utilizacién de un kit de investigacion y/o diagnostico para el diagndstico de una
enfermedad seleccionada de entre el grupo constituido por el rechazo de un injerto y de la esclerosis sistémica, en el
que el kit incluya un péptido receptor de endotelina o su grupo analogo funcional.

En una forma preferida, el kit de investigacién o de diagnéstico, comprende un péptido A receptor de la endotelina o
su analogo funcional.

En una forma de realizacion preferida el kit diagnéstico y/o de investigacion divulgado en la presente memoria esta
destinado al diagndstico de la diabetes, preferentemente la diabetes de tipo I, una enfermedad colagendtica
seleccionada de entre el grupo de lupus eritematoso diseminado, esclerosis generalizada, eosinofilia infecciosa,
polimiositis, dermatomiositis, periarteritis nodular, artritis reumatoide, granulomatosis de Wegener, sindrome de
CREST y sindrome de SHARP, la enfermedad reumatica inflamatoria es seleccionada de entre el grupo de artritis
reumatoide, fibromialgia, lupus eritematoso, polimialgia reumatica, esclerosis generalizada progresiva, sindrome de
Sjogren, lupus eritematoso generalizado e inflamacion articular, la hipertension es seleccionada de entre el grupo de
hipertensiéon arterial de origen suprarrenal, hipertension arterial, hipertension ateroesclerética, hipertension
endocrina, hipertension esencial, hipertension fija, hipertensiéon cardiovascular, hipertension maligna, hipertensién
labil, hipertensién neurégena, hipertension paroxistica, hipertensién portal, hipertension pulmonar, hipertension renal
e hipertension secundaria, y la arterioesclerosis es seleccionada de entre el grupo de arterioesclerosis central,
arterioesclerosis coronaria, arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y encefalomalacia, nefroesclerosis tal como
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nefroesclerosis diabética y nefroesclerosis maligna infantil y arterioesclerosis de Ménckenberg.

El kit de ensayo inmunolégico divulgado en la presente memoria comprende el receptor endotelina o un analogo
funcional suyo, o el receptor A de la endotelina o un andlogo funcional suyo, o péptidos o proteinas de funcion
andloga per se. El kit de ensayo de la invencion comprende, por lo menos, un receptor endotelina completo, o
péptidos o proteinas funcionalmente analogos de dicho receptor, unidos opcionalmente a una fase solida. Ademas,
el kit de ensayo puede también incluir tampones, conjugados especificos con una enzima, solucién limpiadora,
solucion del sustrato, para detectar la reaccién inmune y/o una solucion de extincion. Utilizando estas sustancias, un
experto en la materia podra llevar a cabo, por ejemplo, un ELISA, para detectar los anticuerpos antirreceptores de la
endotelina. Los tampones, el conjugado especifico mas la enzima, la solucién limpiadora, la solucién del sustrato
para detectar la reaccién inmune y la solucién de extincion, son bien conocidos para los expertos en la materia. Por
ejemplo, sera suficiente tener el ensayo incluyendo un receptor de la endotelina liofilizado, o péptidos o proteinas de
funciéon andloga al receptor de la endotelina con funcién andloga, liofilizados, y afiadir los tampones y otras
soluciones inmediatamente antes de ensayar el material biolégico. Sin embargo, también es posible proporcionar el
kit de ensayo con el receptor de la endotelina o sus péptidos funcionalmente analogos de proteinas unidas a una
fase sélida. Para detectar los anticuerpos antirreceptores de la endotelina, el conjugado especifico, la solucion de
lavado, la solucidon de sustrato y la solucion de extincién que pueden ser componentes del kit de ensayo, tienen que
afiadirse segiin un modo bien conocido por los expertos en la materia.

Resulta ventajoso que el kit de ensayo sea una cinta que incluye el receptor endotelina o sus proteinas o péptidos
funcionalmente analogos inmovilizados sobre una fase sélida. Por ejemplo, la cinta de ensayo puede sumergirse en
suero u otra muestra de un paciente, e incubarse. Utilizando una reaccién bioquimica especifica sobre la cinta de
ensayo después de la formacién del complejo anticuerpo antirreceptor de la endotelina/receptor endotelina, puede
desencadenarse una reaccion colorimétrica especifica mediante la cual puede detectarse el anticuerpo antirreceptor
de la endotelina.

El sistema de ensayo divulgado en la presente memoria, permite la cuantificacion directa de los anticuerpos
antirreceptores de la endotelina en una muestra, por ejemplo, en el plasma de los pacientes. El procedimiento de
deteccion divulgado en la presente memoria ahorra tiempo y es rentable. Pueden ensayarse grandes cantidades de
muestras, y, contando con la pequefa cantidad del kit requerido, pueden utilizarse rutinas de laboratorio.

Son divulgados asimismo un inhibidor de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina y un inhibidor de un receptor
de la endotelina para la produccion de un medicamento. La divulgacién se refiere a la utilizacion de un inhibidor del
receptor de la endotelina para la produccion de un medicamento, en la que el receptor de la endotelina es un
receptor de la endotelina A.

El término "inhibidor" hace referencia a un agente que se une al receptor pero que no provoca la respuesta biolégica
normal. Por ejemplo, un inhibidor puede ser cualquier molécula que, cuando se une al receptor de la endotelina,
disminuye la actividad de o reduce los niveles de expresion del receptor de la endotelina.

El medicamento puede utilizarse para el tratamiento de una enfermedad seleccionada de entre el grupo de rechazo
al injerto, preeclampsia, a la que se hace referencia como toxemia, hipertension, vasculitis, colagenosis, una
enfermedad reumatica inflamatoria y arterioesclerosis.

La colagenosis puede ser una enfermedad seleccionada de entre el grupo de lupus eritematoso diseminado,
esclerosis generalizada, eosinofilia infecciosa, polimiositis, dermatomiositis, periarteritis nodular, artritis reumatoide,
granulomatosis de Wegener, sindrome de CREST y sindrome de SHARP, la enfermedad reumatica inflamatoria es
seleccionada de entre el grupo de sindrome de Raynaud (Morbus Raynaud), artritis reumatoide, fibromialgia, lupus
eritematoso, polimialgia reumatica, esclerosis generalizada progresiva, sindrome de Sjogren, lupus eritematoso
generalizado e inflamacion articular, la hipertensién es seleccionada de entre el grupo de hipertension arterial de
origen suprarrenal, hipertension arterial, hipertensién ateroescler6tica, hipertension endocrina, hipertension esencial,
hipertension fija, hipertension cardiovascular, hipertension maligna, hipertension labil, hipertension neurdégena,
hipertensién paroxistica, hipertension portal, hipertension pulmonar, hipertension renal e hipertension secundaria, y
la arterioesclerosis es seleccionada de entre el grupo de arterioesclerosis central, arterioesclerosis coronaria,
arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y encefalomalacia, nefroesclerosis tal como nefroesclerosis diabética y
nefroesclerosis maligna infantil y arterioesclerosis de Ménckenberg.

El inhibidor del receptor de la endotelina puede ser seleccionado de entre el grupo
(i) bosentan (4-terc-butil-N-[6-(2-hidroxi-etoxi)-5(2-metoxi-fenoxi)-2,2”-bipirimidin-4-il]-bencenosulfonamida),
(i) BQ788 (N-cis-2,6-dimetilpiperidincarbonilo-L-.gamma.-metilleucil-D-1-metoxi-carboniltriptofanil-D-norleucina),

(iii) IRL1083,
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(iv) RES7011,

(v) RES7013,

(vi) PD142983,

(vii) IRL2500,

(viil) R0468443,

(ix) A192621,

(x) BQ-778 (N-cis-2,6-dimetilpiperidinocarbonil-L-y-metilleucil-D-1-metoxicarbonil-triptofanil-D-norleucina),
(xi) SB209670,

(xii) sitaxsentano,

(xiii) trans, acido trans-2(4-metoxidenil)-4-(1,3-benzodiazol-5-il)-1-(dibutilaminocarbonilmetil)-pirrolidina-3-carboxilico
(ZD4054)

(xiv) SB 209670

(xv) L-754,142

(xvi) IRL-1620

(xvii) BMS-182874

(xviii) un inhibidor de la enzima de conversién de la endotelina (ECE) tal como CGS26303 y fosforamidon,
(xviv) una molécula antisentido dirigida contra el receptor de la endotelina,

(xvv) anticuerpos contra el receptor de la endotelina y

(xvvi) una molécula de acidos nucleicos que resulta en el silenciamiento de la actividad del receptor de la endotelina
B a través de ARNi tal como ARNbc.

Preferentemente, el inhibidor del receptor de la endotelina resulta especifico para el receptor de la endotelina A es
un grupo selectivo de sitaxsentano y trans, acido trans-2(4-metoxidenil)-4-(1,3-benzodiazol-5-il)-1-
(dibutilaminocarbonilmetil)-pirrolidina-3-carboxilico (ZD4054).

La invencién divulga asimismo inhibidores del anticuerpo antirreceptor de la endotelina tal como anticuerpos y
moléculas antisentido.

La invencion se refiere a un procedimiento para la extraccion de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina a partir
de sangre aislada. Segun este procedimiento en una primera etapa se determina la presencia o ausencia de un
anticuerpo antirreceptor de la endotelina en una muestra sanguinea de un paciente que deben diagnosticarse en el
que, el paciente se cree que presenta una enfermedad seleccionada de entre el grupo de rechazo al injerto,
preeclampsia, hipertension, vasculitis, colagenosis, una enfermedad reumatica inflamatoria y arterioesclerosis, y en
el que en una segunda etapa al determinar la presencia de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina se somete la
sangre aislada del paciente a plasmaféresis. Esta plasmaféresis esta destinada a extraer el anticuerpo antirreceptor
de la endotelina de dicha sangre aislada. El procedimiento de plasmaféresis es conocido por el experto en la
materia.

La invencion se refiere asimismo a la utilizacion de la plasmaféresis para el aislamiento de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina a partir de sangre.

Ejemplos

Ejemplo I: ELISA del receptor de la endotelina

Una placa de microtitulacién apropiada revestida con una estreptavidina se carga con el péptido biotinilado que
codifica el receptor endotelina. Entonces 100 ul de una solucién por pocillo en la placa de microtitulacién se incuba

con 5 pl/ml en un tampon de dilucion apropiada. Para medir la unién no especifica, los pocillos se rellenan también
con 100 pl de tampdn de dilucion. El tampén de dilucién puede incluir albumina sérica bovina al 0,5%, 10 mM de
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tampon fosfato (pH 7,4), 140 mM de NaCl y Tween 20 al 0,05%.

Consecutivamente al tiempo de reaccion, la solucion peptidica se traslada por decantaciéon y cada pocillo se lava
tres veces con 250 pl de un tampon apropiado para lavado. Un tamp6n apropiado, para lavado puede incluir 10 mM
de tampén fosfato (pH 7,4), 140 mM de NaCl y Tween 20 al 0,1%. Entonces, 100 pl por pocillo de suero son diluidos
en un tampon de dilucion y se sitlan en ambas placas cargadas con péptidos, incubandose placas comparativas. A
continuacion, los pocillos se lavan tal como se describié anteriormente.

Los anticuerpos unidos se detectan utilizando anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinicos G humanos, con una
peroxidasa conjugada. A continuacién el anticuerpo se diluyé en un tampén para dilucion y se incub6 (100 pl/pocillo),
siguiéndose esto de tres etapas de lavado (véase anteriormente).

Después de la adicién de 100 ul sobre una soluciéon de sustrato preparada para el uso, (por ejemplo, 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina), el color se desarrolla dependiendo de la cantidad de peroxidasa en el pocillo. La reaccién del
sustrato se determina afiadiendo 100 pl de acido sulfirico 0,5 M. La absorcion se mide a 450 nm. Para la
evaluacion, se busca la diferencia entre las absorciones de la placa de microtitulacion cargada con péptidos y las de
la placa sin péptidos. Las muestras que poseen una absorcién mas alta, muestran, entonces, que la extincion es
positiva. Esta se calcula a partir del valor promedio de la absorcion de donadores negativos mas tres veces la
desviacion estandar. En general, en el ensayo se co-realiza un control de la extincion o una serie de diluciones
estandar que permiten la cuantificacion en unidades relativas.

Ejemplo Il

Varios grupos de pacientes (con diagndstico positivo), asi como los controles, se ensayaron con respecto a la
presencia o ausencia del anticuerpo antirreceptor de la endotelina. La tabla | muestra los resultados obtenidos.

Tabla 1: Deteccién del anticuerpo antirreceptor de la endotelina en muestras sanguineas de controles saludables,
enfermedades de control, pacientes SSc pacientes con enfermedades inflamatorias y pacientes con rechazo del
injerto.

Enfermedad Presencia del anticuerpo antirreceptor de la endotelina en porcentaje
Controles sanos 2,8

Enfermedades de control 10,8

SSc 57,5

Enfermedad inflamatoria 35

Pacientes con rechazo del injerto 95

Pacientes sin rechazo del injerto 6,2

Ejemplo Il

La invencién se refiere a un procedimiento para la extraccion de los anticuerpos antirreceptores de la endotelina de
la sangre aislada, en el que en una primera etapa, se determina la presencia o0 ausencia de un anticuerpo
antirreceptores de la endotelina en una muestra sanguinea de un paciente que va a diagnosticarse, en el que se
cree que el paciente presenta una enfermedad seleccionada a partir del grupo de rechazo del injerto, el sindrome de
Raynaud (Morbus Raynaud), diabetes, preeclampsia, hipertensién, vasculitis, colagenosis, una enfermedad
reumatica inflamatoria y arteriosclerosis y en el que, después de determinar la presencia de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina, la sangre del paciente se somete a una plasmaféresis. Se analizé la sangre aislada de
los pacientes que se pensaba presentaban esclerosis sistémica, en cuanto a la presencia de un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina. En ambos pacientes se confirmé la presencia de un anticuerpo antiendotelina. La
sangre aislada se sometid a plasmaféresis. Entonces, la sangre aislada fue reinfundida a los pacientes. El titulo de
anticuerpos disminuyd significativamente por debajo de la extincién del valor que podia determinarse segun la
invencion. La sintesis de la esclerosis sistémica se redujo significativamente.

Ejemplo IV

Mediante un ensayo en fase sélida, se analizan los sueros de 212 pacientes con esclerosis sistémica, 60 individuos
sanos de control, 120 pacientes con artritis reumatoide y 124 individuos adicionales de control, con hipertensién
pulmonar idiopatica o escleroderma respecto a la presencia de anticuerpos dirigidos contra receptores tipo A de la
endotelina-1 (ETaR). También se evaluaron la implicacion organica individual, la supervivencia de los pacientes y el
efecto de las terapias celulares o inmunosupresoras. Se estudio ex vivo la Endotelina-1 en las arterias de resistencia
pulmonar y la respuesta vascular a los ligandos receptores naturales.

Se detecté ETaAR-AA en el 57,5% de los pacientes SSc, pero sélo en el 10,8% de los individuos con enfermedades
de control, respectivamente, y en el 2,8% de los individuos normales. Los pacientes ETaR-AA presentaban una
enfermedad mas severa. La posibilidad para ETaR-AA predijo intensamente el desarrollo de hipertension arterial
pulmonar y la mortalidad SSc-asociada. Los niveles de anticuerpos no fueron influenciados por la inmunosupresion

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 540 801 T3

habitualmente utilizada o por el trasplante de células troncales. La estimulacion de los vasos de resistencia pulmonar
con ETAR-AA ex vivo, aumenté la respuesta con respecto a la Endotelina-1, que pudo bloquearse mediante los
correspondientes antagonistas receptores.

Pacientes y evaluacién de las manifestaciones clinicas.

Se recuperaron muestras séricas en 212 pacientes consecutivos con escleroderma entre enero del 2004 y
noviembre del 2006. Los pacientes presentaban un sindrome limitado (n=89), SSc difuso (n=78), o uno solapado
(n=45) con otras enfermedades del tejido conjuntivo tal como se ha definido por LeRoy et al., y que se corresponde
con los criterios para la clasificacion de SSc del American College of Rheumatology (21, LeRoy-EC, J. Rheumatol.
1988, Massi). Se obtuvieron sueros de control de 71 pacientes sanos y de 239 pacientes con enfermedades de
control que incluian 115 pacientes con artritis reumatoidea, 33 pacientes con escleroderma, 38 con el fenémeno de
Raynaud (PRP) y 60 pacientes con hipertensién pulmonar arterial idiopatica. El diagnéstico en cada grupo de control
se llevd a cabo segun los criterios establecidos para cada situacion. De cada paciente, se obtuvo por escrito un
consentimiento respecto a la utilizacion de muestras séricas con propdsitos de investigacion.

También estudiamos 11 pacientes al azar con una temprana esclerosis sistémica difusa, antes del inicio de terapia
pulsante con ciclofosfamida intravenosa (750 mg/m2 por pulso), tratdndose 3 pacientes con rituximab y receptores de
trasplantes autélogos celulares troncales incluidos en el ensayo ASTIS (Laar). Las primeras muestras se obtuvieron
antes del inicio de la terapia y hasta siete muestras de control, durante 24 meses de seguimiento.

Un procedimiento estandarizado por el grupo europeo de investigacion y de ensayos clinicos para el escleroderma
(EUSTAR), se utilizo para recoger datos sobre todos los pacientes, reuniéndose las variables siguientes durante los
primeros meses de seguimiento después de obtener muestras séricas. Se evalud la fibrosis dérmica mediante, por lo
menos, dos investigadores independientes utilizando la clasificacién modificada dérmica de Rodnan. El nivel de
hemoglobina y ESR se derivaron a partir de muestras sanguineas. Se analizé el suero con respecto a la presencia
de anticuerpos anticentroméricos (ACA), anticuerpos antitopoisomerasa (Scl-70), anti AT1R, y los autoanticuerpos
anti-ETaR. La funcién pulmonar se evalu6 mediante la capacidad vital forzada predicha (FVC) y la capacidad de
difusién se ajusté para la concentracién de hemoglobina (DLCO) mediante un procedimiento respiratorio sencillo.
Los pacientes con un ensayo de funciéon pulmonar patolégica se examinaron con un escaner CT de alta resolucion,
los restantes pacientes sufrieron un examen pulmonar mediante rayos X. La implicacion cardiaca se confirmé por un
médico si se encontraban presentes dos de los cambios siguientes disfuncidon diastélica, cambios en el ECG,
fraccion de eyeccién disminuida, o palpitaciones.

PAH secundaria a SSc se sospeché en pacientes con disnea progresiva con ejercicio moderado (NYHA Ill), > a una
presion sistolica arterial pulmonar de 25 mmHg mediante ecocardiografia, > a un aumento de 1,4 veces de la
relaciéon FVC/DLCOCcSB, o sintomas de fallo ventricular derecho tal como se evalué mediante ecocardiografia (por
ejemplo, efusion pericardica, aumento de los diametros del ventriculo derecho. Se consideré PAH probado por una
presion arterial pulmonar (mPAP) media superior a 25 mmHg durante el descanso o = 35 mmHg en ejercicio, en
presencia de resistencia vascular pulmonar superior a 3 mmHg/L/min y una presion en cufia capilar < 15 mmHg
mediante cateterizaciones del corazén derecho. Las muertes y las resucitaciones se incluyeron solo en el estudio
cuando se relacionaron con SSc.

Ensayo en fase sélida

Anticuerpos anti-AT1R y autoanticuerpos anti-ETAR se midieron mediante un ensayo ELISA celular. El ensayo utiliza
extractos membranosos de células CHO que sobreexpresan AT:R o ETaR que sirven como fase sélida. La
especificidad de los anti-AT1R y de los anti-ETAR-ELISA se demostré mediante experimentos de bloqueo utilizando
extractos membranosos de las correspondientes progenies celulares que muestran una disminucién antigénica
restringida y dependiente de la dosis en la unién al anticuerpo para los antigenos respectivos. Contrariamente a
esto, los extractos membranosos de las células CHO no transfectadas, no mostraban efecto de bloqueo sobre AT1R
y sobre la union del anticuerpo anti-ETaR.

Extincion y variabilidad inter-ensayos. Las muestras séricas se dispusieron al azar para el analisis y los ensayos se
llevaron a cabo por personas que no sabian nada de la enfermedad de los pacientes. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado para ambos, el anticuerpo anti-AT1R y el anticuerpo anti-ETaR.

Estadistica

Curvas caracteristicas operantes de los receptores (ROC), se graficaron con respecto a la sensibilidad de los
ensayos de deteccion de los anticuerpos ATiR y ETAR contra 1 menos la especificidad para todas las enfermedades
estudiadas, determinandose los respectivos valores de extincién. Se dan a conocer datos continuos con valores
medios (con intervalos). Llevamos a cabo comparaciones entre grupos, utilizando el ensayo Mann-Whitney para
variables continuas. Ademas, mediante analisis Kaplan-Meyer se evaluaron proporciones perjudiciales para la
primera manifestacion de la hipertension pulmonar, Ulceras digitales, y muerte y resucitacién durante el periodo de
observacion. Las proporciones extrafias y el riesgo relativo se calcularon para determinar asociaciones con
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implicaciones organicas individuales. Los datos miograficos de los pequefios vasos se analizaron por ANOVA. Se
consider6 significativo un valor P inferior a 0,05. Los resultados se expresan como promedios + SEM, estando n
relacionado con el nUmero de los segmentos anulares arteriales pulmonares estudiados.

Autoanticuerpos ETaR en diversas enfermedades.

ETAR-AA (figura 1) se detectaron en 123 de los 212 SSc (57,5%), pero en so6lo 2,8% de los individuos normales, en
8,7% de los pacientes RA y en el 9,1% de los pacientes con escleroderma. La mayoria de los pacientes (84%)
presentaban AT:R-AA y ETAR-AA (P<0,001, r’ = 0,75, Fig. 1, cuadro B). La positividad singular para AT1R-AA se
detecto en el 6% de los pacientes SSc y en el 10% para ETaR-AA solo.

Tabla 2: Positividad AT:R-AA y ETAR-AA y manifestaciones patolégicas determinadas mediante parametros clinicos
y de laboratorio.

Riesgo para manifestaciones organicas en pacientes relacionados con
anticuerpos anti-ETAR y anti AT1R

Proporciones raras

Anti-ETAR Anti-ATR

Ulceras digitales
"Positividad Anti-Sci 70
Muerte y resucitacion

Contracturas

PAH probada
PAH supuesta
Fibrosis pulmonar
SSc limitada

SSc difusa

20 10 0 10 20

La asociacion entre pacientes positivos al anticuerpo antirreceptor y la fibrosis pulmonar se vio también apoyada
mediante el analisis de los parametros de la funciéon pulmonar. El porcentaje de FVC y DLCO predichas fue inferior
en el grupo de pacientes positivos al anticuerpo cuando se compararon con los pacientes ensayados negativamente.
El grado méas alto de cambios fibroticos en la cohorte positiva al anticuerpo fue también corroborado por la
clasificacion dérmica de Rodnan muy modificada en el grupo positivo al anticuerpo. Los pacientes con anticuerpos
antirreceptor presentan también un curso mas largo de la enfermedad y presentan un ESR mas alto cuando se
comparan con el grupo negativo de anti-anticuerpos para el receptor vascular (Tabla 2).

Valor predictivo

Para determinar el valor predictivo de ambos anti-anticuerpos anti-ATiR, y anti-ETaR, llevamos a cabo un andlisis
prospectivo para la mortalidad relacionada con SSc y PAH después del andlisis de anticuerpos (figura 3). Los
anticuerpos anti-AT:R y anti-ETAR tienen ambos un valor predictivo para la mortalidad (P = 0,002 y P = 0,001
respectivamente) durante un periodo promedio de observacién de 22 meses. 14 de los 110 pacientes SSc con
anticuerpos anti-AT1R o anti-ETAR, murieron (N = 11) o resucitaron (N = 3), pero ningun paciente Unico en el grupo
negativo de anticuerpos (P = 0,004, Figura 3a). Las causas de muerte relacionadas con SSc fueron un fallo
multiorganico con y sin PAH (N = 7), PAH (N = 3) e implicacidén cardiaca con taquicardia ventricular (N = 4).

Ademas, los anticuerpos antirreceptor también predicen la hipertension arterial pulmonar. Durante el periodo de
observacion, el diagnostico de PAH se realiz6 en 21 pacientes con anticuerpos anti-AT:R, pero no en un paciente
Unico sin anticuerpos anti-AT:R (P < 0,001, Figura 4b). Resultados similares se obtuvieron también para los
pacientes positivos a anticuerpos anti-ETaR (P < 0,001). Los dos pacientes negativos para los anticuerpos anti-
ETaR, pero que desarrollaron PAH, fueron positivos para los anticuerpos anti-AT:R y mostraban anticuerpos anti-
ETaR superiores a 16 U. Para los pacientes que tienen ambos anticuerpos antirreceptores, la incidencia de la PAH
demostrada aument6 también (P < 0,001).
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Leyendas de las Figuras

Figura 1: Niveles y valor diagndstico de los auto anticuerpos anti-AT:R-AA y anti-ETAR-AA en distintas
enfermedades autoinmunes. Niveles de autoanticuerpos AT:R (cuadro A) y ETAR (cuadro B) medidos en el suero de
individuos sanos de control (N), pacientes con artritis reumatoide (RA), esclerosis sistémica (SSC), escleroderma
(M), y fendmeno primario de Raynaud (PRP). Se muestran como lineas los niveles medios, las lineas con puntos
representan los intervalos normales superiores. Comparados con los niveles de anticuerpos encontrados en la
esclerosis sistémica, todas las demas enfermedades revelaron niveles mas bajos (P < 0,001).

Figura 2: Comparacién de los niveles de autoanticuerpos ATiR (cuadro A) y ETAR en pacientes SSc con PAH,
pacientes SSc sin PAH o con IPAH.

Figura 3: Curvas Kaplan-Meier para analizar el valor prospectivo de anticuerpos anti-AT:R y anti-ETaR. Los
pacientes SSc con anticuerpos anti-AT;R, anti-ETaR, 0 con ambos anticuerpos antirreceptor muestran un riesgo
mayor para la mortalidad relacionada con SSc (cuadro a), definida por muerte (n = 12) o resucitacion (n = 3) y
muestran un riesgo mayor para PAH (cuadro b) durante un periodo promedio de observacién de 22 meses. Téngase
en cuenta que el eje Y empieza al 70%.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para la extraccion de anticuerpos antirreceptor de la endotelina a partir de sangre aislada,

a. en el que en la primera etapa es determinada la presencia o ausencia de un anticuerpo antirreceptor de la
endotelina en una muestra sanguinea de un paciente que debe diagnosticarse, en el que se cree que el paciente
presenta una enfermedad seleccionada de entre el grupo de rechazo a un injerto, preeclampsia, hipertension,
vasculitis, colagenosis, una enfermedad reumatica inflamatoria y arterioesclerosis,

b. en el que al determinar la presencia de un anticuerpo antirreceptor de la endotelina en la muestra sanguinea del
paciente el anticuerpo antirreceptor de la endotelina es extraido de la sangre aislada de dicho paciente.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo antirreceptor de la endotelina es un anticuerpo
antirreceptor de la endotelina A.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que

a. la colagenosis es una enfermedad seleccionada de entre el grupo de lupus eritematoso diseminado, esclerosis
generalizada, eosinofilia infecciosa, polimiositis, dermatomiositis, periarteritis nodular, artritis reumatoide,
granulomatosis de Wegener, sindrome de CREST y sindrome de SHARP,

b. la enfermedad reumatica inflamatoria es seleccionada de entre el grupo de artritis reumatoide, fibromialgia,
lupus eritematoso, polimialgia reumatica, esclerosis generalizada progresiva, sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso generalizado, sindrome de Raynaud (Morbus Raynaud) e inflamacién articular,

c. la hipertensién es seleccionada de entre el grupo de hipertension arterial de origen suprarrenal, hipertension
arterial, hipertension ateroescler6tica, hipertension endocrina, hipertension esencial, hipertension fija, hipertension
cardiovascular, hipertension maligna, hipertension labil, hipertension neurégena, hipertensién paroxistica,
hipertension portal, hipertension pulmonar, hipertension renal e hipertension secundaria, y

d. la arterioesclerosis es seleccionada de entre el grupo de arterioesclerosis central, arterioesclerosis coronaria,
arterioesclerosis cerebral tal como apoplejia y encefalomalacia, nefroesclerosis tal como nefroesclerosis diabética
y nefroesclerosis maligna infantil y arterioesclerosis de Ménckeberg.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1 a 3, en el que los anticuerpos antirreceptor de la endotelina que se
deben determinar en la etapa a) son seleccionados de entre el grupo de anticuerpo IgA, anticuerpo 1gG y anticuerpo
IgM.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que los anticuerpos que se deben determinar en la etapa a) son
seleccionados de entre el grupo de IgGs, 1gG», IgGs e 1gGa.
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Fig. 1 B
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Fig. 2
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Fig. 3
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