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DESCRIPCION

Meétodos para la identificacién de compuestos que modulan al RAGE.
Campo de la invencion

La presente invencidn se relaciona con la regulacion del Receptor para Productos Finales con Glicacion Avanzada
(RAGE). Mas particularmente, la presente invencion describe métodos para la identificacion rapida de alto rendimiento
de los moduladores del RAGE.

Antecedentes de la invencion

La incubacién de proteinas o de lipidos con azicares de tipo aldosa resulta en la glicacién no enzimatica y en la
oxidacion de grupos amino sobre proteinas para formar aductos de Amadori. Con el tiempo, los aductos experimentan
reordenamientos adicionales, deshidrataciones, y entrelazamiento con otras proteinas para formar complejos conoci-
dos como Productos Finales con Glicosilacién Avanzada (AGE). Los factores que promueven la formacién de AGE
incluyen la renovacion demorada de la proteina (por ejemplo, como en la amiloidosis), acumulacién de macromolécu-
las que tienen un alto contenido de lisina, y altos niveles de glucosa en sangre (por ejemplo, como en la diabetes) (Hori
y colaboradores, J. Biol. Chem. 270:25752-761, (1995)). Los AGE han sido implicados en una variedad de desordenes
que incluyen complicaciones asociadas con la diabetes y el envejecimiento normal.

Los AGE exhiben un enlazamiento saturable y especifico con los receptores de la superficie de la célula sobre
monocitos, macréfagos, células endoteliales de la microvasculatura, células de musculo liso, células mesengiales, y
neuronas. El Receptor para Productos Finales con Glicaciéon Avanzada (RAGE) es un miembro de la stper familia de
las inmunoglobulinas de las moléculas de la superficie de la célula. El dominio extracelular (N-terminal) de RAGE
incluye tres regiones del tipo de las inmunoglobulinas: el dominio del tipo gne V (variable) seguido por dos dominios
del tipo C (constante) (Neeper y colaboradores, J. Biol. Chem., 267:14998-15004 (1992); Schmidt y colaboradores,
Circ. (Suppl.) 96#194 (1997)). Un dominio tnico de expansion transmembrana y una cola citosdlica corta altamente
cargada siguen al dominio extracelular. El dominio extracelular N-terminal se puede aislar por medio de protedlisis
del RAGE para generar un RAGE soluble (SRAGE) que consta de los dominios V y C.

El RAGE se expresa en la mayorfa de los tejidos, y en particular, se encuentra en neuronas corticales durante la
embriogénesis (Hori y colaboradores, J. Biol. Chem., 270:25752-761 (1995)). También se encuentran niveles mayores
de RAGE en tejidos de envejecimiento (Schleicherer y colaboradores, J. Clin. Invest., 99 (3): 457-468 (1997)), y en
la retina diabética, en la vasculatura y el rifion (Schmidt y colaboradores, Nature Med., 1:1002-1004 (1995)). La acti-
vacion de RAGE en diferentes tejidos y érganos conduce a una variedad de consecuencias patofisioldgicas. RAGE ha
sido implicado en una variedad de condiciones que incluyen: inflamacion aguda y crénica (Hofmann y colaboradores,
Cell 97:889-901 (1999)), el desarrollo de complicaciones diabéticas tardias tales como una permeabilidad vascular
mayor (Wautier y colaboradores, J. Clin. Invest., 97:238-243 (1995), nefropatia (Teillet y colaboradores, J. Am. Soc.
Nephrol., 11:1488-1497 (2000), aterosclerosis (Vlassara y colaboradores, The Finnish Medical Society DUODECIM,
Ann. Med., 28:419-426 (1996), y retinopatia (Hammes y colaboradores, Diabetologia. 42:603-607 (1999)). RAGE
también ha estado implicado en la enfermedad de Alzheimer (Yan y colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996));
disfuncioén eréctil; y en invasion tumoral y metdstasis (Taguchi y colaboradores, Nature, 405:354-357 (2000)).

Ademids de los AGE, otros compuesto se pueden unir a, y modular al RAGE. En el desarrollo normal, RAGE
interactda con anfoterina, un polipéptido que media la excrecencia de neurita en neuronas embrionarias cultivadas
(Hori y colaboradores, 1995). El RAGE también ha mostrado que interactia con ligandos como la cangranulina y el 5-
amiloide (Yan y colaboradores, Nature, 389:589-595, (1997); Yan y colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996); Yan
y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 94:5296-5301 (1997)).

WO 99/18987 revela un péptido aislado que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a la secuencia
de aminoacidos de un dominio V de un Receptor para un producto final con glicacién avanzada. También revela
la preparacién de composiciones farmacéuticas que contienen cantidades terapéuticamente efectivas del péptido. El
documento también revela un método para inhibir la interaccién de un péptido S-amiloide con un receptor para un
producto final con glicacién avanzada.

WO 00/20458 revela un método para determinar si un compuesto es capaz de inhibir la interaccién de un pép-
tido con un receptor para un producto final con glicacién avanzada. Este método determina el grado de inhibicién
por medio de la comparacién de la cantidad de péptido enlazado al RAGE o al fragmento del mismo con la cantidad
determinada cuando el péptido se mezcla con el RAGE o un fragmento del mismo en ausencia del compuesto. El
documento también revela que el péptido debe ser inactivado por medio de derivatizacién quimica antes del anlisis.
El documento provee un método para inhibir la interaccién de un producto final con glicacién avanzada con un re-
ceptor para productos finales con glicacién avanzada por medio de la administracién a un individuo de una cantidad
farmacéuticamente aceptable del compuesto identificado.

WO 97/39121 provee polipéptidos sustancialmente puros o aislados que se relacionan con, y/o se derivan de
polipéptidos humanos del RAGE. Estos péptidos se pueden caracterizar también por medio de su habilidad ya sea para
imitar o para inhibir la interaccion entre los productos finales de glicacién avanzada y sus receptores. El documento
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revela también composiciones farmacéuticas que contienen un polipéptido RAGE humano soluble. El documento
también revela un método de purificacién de un AGE a partir de una mezcla de proteinas y un método de evaluacién
selectiva para analizar un compuesto para determinar si dicho compuesto es un agonista de un antagonista de una
interacciéon AGE/RAGE.

El enlazamiento de ligandos tales como los AGE, S100/calgranulina, S-amiloide, CML (N°-Carboximetil lisina),
y anfoterina al RAGE ha mostrado que modifica la expresion de una variedad de genes. Por ejemplo, en muchos tipos
de células la interaccion entre el RAGE y sus ligandos genera estrés oxidativo, que resulta por lo tanto en la activacién
del factor de transcripciéon NF-«B sensible a los radicales libres, y la activacién de los genes regulados por NF-«B,
tales como las citoquinas EL-18, TNF-a y similares. Ademas, se ha mostrado que diferentes otras rutas reguladoras,
tales como aquellas que involucran p2lras, quinasas MAP, ERK1 y BRK?2, se ha mostrado que son activadas por
el enlazamiento de los AGE y otros ligandos a RAGE. En realidad, la transcripcién del RAGE por si mismo esta
regulada al menos en parte por NF-«B. Por lo tanto, una espiral ascendente y a menudo perjudicial s alimentada por
medio de un bucle de retroalimentacién positiva iniciado por medio del enlazamiento de un ligando. El enlazamiento
antagonizante de ligandos fisioldgicos al RAGE, por lo tanto, es un objetivo 16gico para reducir la expresion de los
cambios patofisoldgicos originados por concentraciones efectivas de los AGE y de otros ligandos para el RAGE.

Por lo tanto existe una necesidad por los métodos para descubrir compuestos que modulen el enlazamiento de ligan-
dos fisioldgicos al receptor RAGE. El método debe comprender un ensayo que sea sensible y sin embargo altamente
especifico. Preferiblemente, el método debe utilizar RAGE, o el mismo sitio de enlazamiento de RAGE, permitiendo
por lo tanto el desarrollo de los moduladores que varian en estructura y efecto fisiolégico. Idealmente, el método debe
prestarse en si mismo para técnicas automatizadas de alto rendimiento adecuadas para la evaluacion selectiva a gran
escala de multiples compuestos.

Resumen

La presente invencidn se relaciona con el uso de un ensayo de alto rendimiento para el descubrimiento del com-
puesto que modula al RAGE. En un aspecto, la presente invencién comprende un método para la deteccién de los
moduladores del RAGE que incluye: (a) la adsorcién de un ligando del RAGE sobre una superficie sé6lida; (b) la adi-
cién de un compuesto de interés y de una proteina que contiene al RAGE que comprende a la SEQ ID NO: 1 o un
fragmento del mismo al ligando preadsorbido; (c) la adicién de un anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina
del RAGE o a un fragmento de la misma; (d) la determinacién de la cantidad de proteina del RAGE o de un fragmento
de la misma enlazada al ligando por medio de la medicién de la cantidad de anticuerpo y anti-RAGE enlazados a la
superficie s6lida; y (e) la comparacién de la cantidad de proteina del RAGE o de un fragmento de la misma enlazada
al ligando en presencia de diferentes cantidades del compuesto de interés.

En otro aspecto, la presente invencion comprende un método para la deteccién de moduladores del RAGE que
incluye: (a) la adsorcién de un ligando RAGE sobre una superficie sélida; (b) la adicién de un compuesto de interés
y de una proteina que contiene al RAGE que comprende a la SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo al ligando
preadsorbido; (c) la adicién de un anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina del RAGE o a un fragmento de
la misma y un segundo anticuerpo que se enlaza al anticuerpo anti-RAGE; (d) la medicién del anticuerpo secundario
enlazado al anticuerpo y anti-RAGE; y (e) la comparacién de la cantidad del RAGE enlazada al ligando en presencia
de diferentes cantidades del compuesto de interés.

En otro aspecto, la invencién incluye compuestos identificados por medio de los métodos de la invencion.

En atin otro aspecto, la invencién incluye un kit para la deteccién de los moduladores del RAGE que comprende:
(a) una superficie sélida que contiene un ligando para el RAGE; (b) una solucién empacada en forma separada que
contiene una proteina que comprende un RAGE que incluye una SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma; (c) un
sistema de deteccidén que contiene al menos un agente que se enlaza especificamente a la proteina del RAGE o a un
fragmento de la misma; (d) reactivos empacados en forma separada para el sistema de deteccion; y (e) instrucciones
para su uso.

Lo anterior se enfoca en las caracteristicas mds importantes de la invencién con el propdsito de que la descripcion
detallada que sigue a continuacién pueda ser entendida mejor y con el propdsito de que la presente contribucién al
estado del arte se pueda apreciar mejor. Existen, desde luego, caracteristicas adicionales de la invencion que serdn
descritas aqui mds adelante y que constituirdn el objeto de las reivindicaciones incluidas aqui. Se entiende que la
invencién no estd limitada en su aplicacién a los detalles expuestos en la siguiente descripcion y en los dibujos. La
invencién es capaz de otras modalidades y de ser practicada o llevada a cabo en diferentes formas.

A partir del resumen anterior, es claro que el objeto de la presente invencién es la de proveer un método rapido de
alto rendimiento para la deteccién de los moduladores del RAGE, Estos, junto con otros objetivos de la presente inven-
cion, con las diferentes caracteristicas de novedad que caracterizan a la invencidén, son sefialadas en forma particular
en las reivindicaciones anexas y que forma parte de este documento.
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Breve descripcion de los dibujos

Las diferentes caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién se hardn mds claras con referencia a la
siguiente descripcion, a las reivindicaciones anexas, y a los dibujos acompafantes.

La Figura 1 muestra una representacion esquemdtica de una modalidad del método de la presente invencidn.

La Figura 2 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende: (A) la SEQ ID NO:
1, la secuencia de aminoécidos para el RAGE humano como el reportado en la base de datos del GenBank/EMBL,
nimero de acceso m91211; (B) SEQ ID NO: 2, la secuencia de aminoacidos de SRAGE humano; (C) SEQ ID NO:
3, la secuencia de aminodcidos del dominio V de RAGE humano; y (D) SEQ ID NO: 4, el fragmento N-terminal del
dominio V de RAGE humano.

La Figura 3 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la optimizacién de la
concentracion de S-100b en donde sSRAGB estaba presente en una concentracién de 1,0 x 107 mg/ml, el anticuerpos
policlonal para SRAGE estaba presente en una concentracién de 3,0 x 107 mg/ml, y las incubaciones nocturnas se
hicieron utilizando S-100b en concentraciones en el rango aproximadamente entre 2 ng/pozo y 4 mg/pozo.

La Figura 4 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la optimizacién de
la concentraciéon de SRAGE en donde se utilizaron 500 ng/pozo de S-100b para recubrir los pozos, y el anticuerpo
policlonal para sSRAGE estaba presente en una concentracién de 3,0 x 10~ mg/ml, y la concentracién de sRAGE
estaba en el rango aproximadamente entre 2 a 10 nM.

La Figura 5 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la optimizacién de la
concentracion del anticuerpo donde SRAGE estaba presente en una concentracion de 1,0 x 10* mg/ml, las incubaciones
fueron hechas utilizando S-100b a razén de 50, 500, 1.000 y 2.000 ng/pozo como se indic6, y la concentracién de
anticuerpo monoclonal estaba en el rango entre 5 x 107° y 0,054 mg/ml.

La Figura 6 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la optimizacién de la
tolerancia de DMSO donde se utilizaron 500 ng/pozo de S-100b para recubrir los pozos, y estaba presente anticuerpo
monoclonal o policlonal para SRAGE en concentraciones de 3,0 x 107 mg/ml y 1,9 x 10™* mg/ml respectivamente, y
la concentracion de SRAGE era de 2,2 x 10 mg/ml.

La Figura 7 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la variacion de la OD
de la muestra para 88 muestras como una funcion de la posicion individual del pozo, donde la OD promedio consta de
0,705, 1a desviacion estandar (SD) es 0,054, y el grado de certidumbre (CV) del 95% es 7,73%.

La Figura 8 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende una curva de saturacién
para el enlazamiento de SRAGE a S-100b, donde se utilizaron 50 ng/ml de S-100b para recubrir los pozos, estaba
presente anticuerpo monoclonal para SRAGE en una concentracién de 3,0 x 10 mg/ml, y el rango de concentracin
de sRAGE estaba aproximadamente entre 0,5 y 9 nM.

La Figura 9 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende una curva de saturacién
para el enlazamiento de SRAGE a S-100b, donde se utilizaron 100 ng/ml de S-100b para recubrir los pozos, estaba
presente anticuerpo monoclonal para SRAGE en una concentracién de 3,0 x 10~ mg/ml, y el rango de concentracién
de sRAGE estaba aproximadamente entre 0,3 y 10 nM.

La Figura 10 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende una curva de saturacion
para el enlazamiento de SRAGE a S-100b, donde se utilizaron 500 ng/ml de S-100b para recubrir los pozos, y estaba
presente anticuerpo monoclonal para SRAGE en una concentracién de 3,0 x 10~ mg/ml, y el rango de concentracién
de sRAGE estaba aproximadamente entre 24 y 470 nM.

La Figura 11 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende una curva de saturacién
para el enlazamiento de SRAGE a S-100b, donde se utilizaron 100 ng/ml de S-100b para recubrir los pozos, estaba
presente anticuerpo monoclonal para SRAGE en una concentracién de 3,0 x 10 mg/ml, y el rango de concentracién
de sRAGE estaba aproximadamente entre 5y 76 nM.

La Figura 12 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la inhibicién del
enlazamiento de SRAGE por medio del Compuesto 1.

La Figura 13 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende la estructura del
Compuesto 1.

La Figura 14 muestra un aspecto de una modalidad de la presente invencién que comprende una inhibicién de la
activacion de sSRAGE del factor de transcripciéon NF-«B por medio del Compuesto 1.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se relaciona con el uso de un ensayo de alto rendimiento para el descubrimiento de com-
puestos que modulan al RAGE. El método mide el enlazamiento de ligandos a RAGE, o de fragmentos de RAGE,
bajo condiciones en las cuales se mantienen la integridad fisioldgica y estructural del receptor. Aquellos compuestos
que se enlazan se evaldan por la actividad fisioldgica.

En un aspecto, la presente invencién comprende un método para la detecciéon de moduladores del RAGE que
comprende: (a) la adsorcién de un ligando del RAGE sobre una superficie solida; (b) la adicién de un compuesto
de interés y de una proteina que contiene al RAGE que comprende a la SEQ ID NO: 1 o un fragmento del mismo
al ligando preadsorbido; (c) la adicién de un anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina del RAGE o a un
fragmento de la misma; (d) la determinacién de la cantidad de proteina del RAGE o de un fragmento de la misma
enlazada al ligando por medio de la medicion de la cantidad de anticuerpo y anti-RAGE enlazados a la superficie
solida; y (e) la comparacién de la cantidad de proteina del RAGE o de un fragmento de la misma enlazada al ligando
en presencia de diferentes cantidades del compuesto de interés.

En una modalidad, el fragmento de RAGE es la porcién extracelular soluble de RAGE (sRAGE), como la definida
por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancialmente homdloga a ella. En
otra modalidad, el fragmento de RAGE es el domino V de RAGE, como se lo define por medio de la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 3, o una secuencia sustancialmente homdloga a ella. En atn otra modalidad, el fragmento
de RAGE es un fragmento del dominio V de RAGE, como se lo define por medio de la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 4, o una secuencia sustancialmente homologa a ella. Preferiblemente, el método comprende medir la habilidad
del compuesto de interés para modular la habilidad de RAGE, o de una proteina sustancialmente homéloga a €1, para
activar procesos celulares. Mds preferiblemente, los agonistas comprenden la estimulacién de los procesos celulares
activados por RAGE y los antagonistas comprenden la inhibicién de los procesos celulares activados por RAGE. Atn
mads preferiblemente, el proceso celular comprende la activacion de la transcripcion génica por NF-«B.

En una modalidad, el anticuerpo para RAGE contiene un anticuerpo monoclonal. En una modalidad, el anticuerpo
para RAGE contiene anticuerpo policlonal.

Preferiblemente, el método comprende ademads la adicién de un segundo anticuerpo que reconoce al anticuerpo
anti-RAGE. Mis preferiblemente, al anticuerpo anti-RAGE y al anticuerpo secundario se les permite formar un com-
plejo antes de ser afiadidos. Preferiblemente también, el método comprende ademds un ensayo colorimétrico para el
anticuerpo secundario.

En una modalidad, la superficie sé6lida comprende un vaso de reaccién. En otra modalidad, la superficie sélida
comprende una varilla de medicién.

Preferiblemente, el ligando incluye un producto final con glicacién avanzada, o una fraccién del mismo. Preferible-
mente también, el ligando comprende AGE modificado con carboximetil-lisina. Preferiblemente también, el ligando
comprende S-amiloide. Preferiblemente también, el ligando comprende calgranulina. Preferiblemente también, el li-
gando comprende S-100b. Preferiblemente también, el ligando comprende anfoterina.

Preferiblemente, el compuesto de interés contiene un péptido. Preferiblemente también, el compuesto de interés
contiene una imitacion de péptido. Preferiblemente también, el compuesto de interés contiene un compuesto orgénico.
Preferiblemente también, el compuesto de interés contiene un compuesto inorgdnico. Preferiblemente también, el
compuesto de interés contiene un lipido. Preferiblemente también, el compuesto de interés contiene un carbohidrato.
Preferiblemente también, el compuesto de interés contiene un acido nucleico.

La invencion se relaciona con el uso de un ensayo de enlazamiento fisiologicamente relevante para descubrir
compuestos identificados que modulan al RAGE. En un aspecto, la invencidon incluye compuestos identificados por
medio de un método que tiene etapas que comprenden: (a) adsorber un ligando sobre una superficie sélida; (b) afiadir
un compuesto de interés y una proteina que comprende al RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de
la misma del ligando preadsorbido; (c) afiadir un anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina de RAGE o a
un fragmento de la misma; (d) determinar la cantidad de proteina de RAGE o un fragmento de la misma enlazada
al ligando por medio de la medicién de la cantidad de anticuerpo anti-RAGE enlazada a la superficie s6lida; y (e)
comparar la cantidad de proteina de RAGE o un fragmento de la misma enlazada al ligando en presencia de cantidades
variables del compuesto de interés.

En una modalidad, el fragmento de RAGE es la porcién extracelular soluble de RAGE (sSRAGE), como se la define
por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancialmente homdloga a ella. En
otra modalidad, el fragmento de RAGE es el domino V de RAGE, como se lo define por medio de la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 3, o una secuencia sustancialmente homéloga a ella. En atin otra modalidad, el fragmento
de RAGE es un fragmento del dominio V de RAGE, como se lo define por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ
ID NO: 4, o una secuencia sustancialmente homoéloga a ella.

Preferiblemente, el método para identificacién de los compuestos comprende ademads la medicién de la habilidad
del compuesto de interés para modular la habilidad de RAGE que comprende la SEQ ID NO: 1 o una proteina subs-
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tancialmente homoéloga a ella, para activar procesos celulares. Preferiblemente, el compuesto identificado por medio
de los métodos de la invencién es usado para tratar sintomas de diabetes y sintomas de complicaciones diabéticas
tardfas. Preferiblemente también, el compuesto identificado por medio de los métodos de la invencién es usado para
tratar amiloidosis. Preferiblemente también, el compuesto identificado por medio de los métodos de la invencidn es
usado para tratar la enfermedad de Alzheimer. Preferiblemente también, el compuesto identificado por medio de los
métodos de la invencién es usado para tratar cancer. Preferiblemente también, el compuesto identificado por medio
de los métodos de la invencidn es usado para tratar inflamacion. Preferiblemente también, el compuesto identificado
por medio de los métodos de la invencién es usado para tratar una falla renal. Preferiblemente también, el compuesto
identificado por medio de los métodos de la invencidn es usado para tratar nefritis por lupus sistémico o nefritis por
lupus inflamatorio. Preferiblemente también, el compuesto identificado por medio de los métodos de la invencién es
usado para tratar disfuncién eréctil.

El método de la invencién suministra un protocolo flexible que se adapta a una variedad de reactivos sin reduc-
cién en la confiabilidad o en la precisién. Por lo tanto, se pueden utilizar una variedad de reactivos en desarrollo o
preparaciones de anticuerpos. En un aspecto, la presente invencién comprende un método para la deteccién de los
moduladores de RAGE que comprende: (a) adsorber un ligando de RAGE sobre una superficie sélida; (b) afiadir un
compuesto de interés y una proteina que comprende al RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la
misma del ligando preadsorbido; (c) afiadir un anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina de RAGE o a un
fragmento de la misma y un anticuerpo secundario que se enlaza al anticuerpo anti-RAGE; (d) medir el anticuerpo se-
cundario enlazado al anticuerpo anti-RAGE; y (e) comparar la cantidad de RAGE o un fragmento del mismo enlazado
al ligando en presencia de cantidades variables del compuesto de interés.

En una modalidad, el fragmento de RAGE es la porcién extracelular soluble de RAGE (sRAGE), como el definido
por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancialmente homéloga a ella. En
otra modalidad, el fragmento de RAGE es el dominio V de RAGE, como el definido por medio de la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 3, o una secuencia sustancialmente homdloga a ella. En atin otra modalidad, el fragmento
de RAGE es un fragmento del dominio V de RAGE, como el definido por medio de la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 4, o una secuencia sustancialmente homoéloga a ella.

Preferiblemente, el método comprende medir la habilidad del compuesto de interés para modular la habilidad de
RAGE, o proteina sustancialmente homoéloga a ella, para activar procesos celulares. Mds preferiblemente, los agonistas
comprenden la estimulacién de los procesos celulares activados por RAGE y los antagonistas comprenden la inhibi-
cion de los procesos celulares activados por RAGE. Aun mds preferiblemente, los procesos celulares comprenden la
activacion de la transcripcion génica por NF-«B.

Preferiblemente, el método comprende ademds un ensayo colorimétrico parale anticuerpo secundario. En una mo-
dalidad, al anticuerpo anti-RAGE y al anticuerpo secundario se les permite formar un complejo antes de ser afiadidos
al vaso de reaccién que contiene RAGE, manteniendo asi al dominio de enlazamiento de RAGE en un estado no en-
lazado al anticuerpo (esto es, no perturbado). En una modalidad, la superficie sélida comprende un vaso de reaccion.
En una modalidad, la superficie s6lida comprende una varilla de medicion.

En atin otro aspecto, la invencién comprende un kit para la deteccién de los moduladores de RAGE que contiene:
(a) una superficie sélida que comprende un ligando de RAGE; (b) una solucién empacada por aparte que comprende
una proteina que incluye RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma; (c) un sistema de
deteccion que contiene al menos un agente que se enlaza especificamente al RAGE, o a un fragmento del mismo; (c)
un sistema de deteccién que contiene al menos un agente que especificamente se enlaza al RAGE, o a un fragmento
del mismo; (c) reactivos colorimétricos empacados separadamente para el sistema de deteccidn; y (d) instrucciones
para el uso. En una modalidad, el kit contiene un anticuerpo empacado en forma separada que se enlaza a RAGE,
0 a un fragmento del mismo. En una modalidad, el fragmento de RAGE es la porcién extracelular soluble de RAGE
(sRAGE), como la definida por medio de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancialmente
homoéloga a ella. En una modalidad, el fragmento de RAGE es el dominio V de RAGE, como se lo define por medio
por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 3, o una secuencias sustancialmente homologa a ella. En atin
otra modalidad, el fragmento de RAGE es un fragmento del dominio V de RAGE, como se define por medio de la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 4, o de una secuencia sustancialmente homoéloga a ella.

La presente invencién comprende un método para la deteccién de moduladores de RAGE que utilizan un ligando y
RAGE, o un fragmento de RAGE, que no han sido quimicamente modificados. Por lo tanto, el método de la presente
invencion es capaz de medir el enlazamiento de ligandos y la modificacién de tal enlazamiento, con especificidad
fisiol6gica. El método es mds confiable que los sistemas de ensayo que utilizan parejas radiomarcadas de enlazamiento
y el altamente sensible debido al uso de un sistema de desarrollo acoplado a una enzima. Ademds, el ensayo emplea
reactivos no toxicos que no representan una amenaza para el personal de laboratorio o para el medio ambiente.

Por lo tanto, en un aspecto la invencion comprende el uso de ensayos tipo ELISA como método para la deteccion
de moduladores de RAGE. En una modalidad, y en relacién ahora con la Figura 1, a un ligando de RAGE, tal como S-
100b, se le permite ser adsorbido por los pozos de una placa de microtitulacion. Los pozos son lavados luego utilizando
suero fisiol6gico amortiguado para remover al ligando no enlazado, y los sitios que contienen sitios no especificos de
enlazamiento de proteina se bloquean utilizando amortiguador de bloqueo que contiene albimina de suero de bovino
(BSA) u otra proteina no relacionada para el enlazamiento de RAGE. Se remueve entonces el amortiguador de bloqueo,
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por ejemplo por medio de aspiracion, y se lavan los pozos varias veces para remover las trazas del amortiguador de
bloqueo. Se afade a cada pozo una solucién que incluye al compuesto de interés (esto es, un modulador putativo
de RAGE) y RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma. Por ejemplo, en una modalidad, el
fragmento de RAGE utilizado es sSRAGE (Taguchi y colaboradores, Nature, 405:354-360 (1996)). La mezcla se incuba
bajo condiciones que permitan el enlazamiento fisiolégico de la proteina de RAGE (por ejemplo, SRAGE) al ligando
inmovilizado en cada pozo.

Preferiblemente, durante la reaccién de enlazamiento de sSRAGE al ligando inmovilizado, se permite que se forme
en un vaso de reaccion separado un complejo que contiene: (a) anticuerpo anti-RAGE (anti-RAGE); (b) IgG biotinila-
do anti-ratén de cabra (B-anti-IgG), y (c) fosfatasa alcalina marcada con estreptavidina (S-AP). Después de un tiempo
adecuado para el enlazamiento de SRAGE al ligando inmovilizado, se lavan los pozos de reaccién para remover las
trazas de SRAGE no enlazado y al compuesto de interés, y al complejo anti-RAGE:B-anti-IgG:S-AP afiadido a cada
pozo. La adicién del complejo permite la inmovilizacién de la enzima fosfatasa alcalina a través de la interaccion
del complejo con sRAGE inmovilizado en el pozo (Figura 1). Por medio de la adicién del complejo inmune sepa-
radamente, se le permite al SRAGE enlazarse al ligando y al compuesto de interés (esto es, al modulador putativo)
sin interferencia debida al enlazamiento del anticuerpo. La cantidad de fosfatasa alcalina, y por lo tanto la cantidad
de sSRAGE inmovilizado, se puede detectar entonces utilizando un ensayo colorimétrico para la conversion de para-
nitrofenil fosfato (pNPP) a para-nitrofenol (pNP).

Como se lo utiliza aqui, RAGE abarca a un péptido que tiene la secuencia completa de aminoacidos de RAGE
como la mostrada en la Figura 2A (SEQ ID NO: 1) o una porcién de aquella secuencia de aminoécidos (Neeper y
colaboradores, (1992)). El dominio de enlazamiento de RAGE comprende a la region de la proteina que es capaz de
enlazar ligandos con especificidad fisiol6gica. Un fragmento de RAGE es de al menos 5 aminoacidos de longitud, pero
mads preferiblemente superior a 30 aminodcidos de longitud, pero es sustancialmente menor a la secuencia completa
de aminodcidos. Por lo tanto, en otra modalidad, el fragmento de RAGE contiene SRAGE (SEQ ID NO: 2; Figura 2B),
en donde sSRAGE es la proteina de RAGE libre de 1a membrana celular (Park y colaboradores, Nature Med., 4:1025-
1031 (1998)). En otra modalidad, el RAGE o el fragmento del mismo comprende al dominio V (SEQ ID NO: 3; Figura
2C) (Neeper y colaboradores, (1992); Schmidt y colaboradores, (1997)), o un fragmento del mismo (SEQ ID NO: 4,
Figura 2D). En atin otra modalidad, el RAGE o un fragmento del mismo es un péptido sintético.

Los términos “sustancialmente homdélogo” cuando se refieren a polipéptidos se refieren al menos a dos secuencias
de aminodcidos que cuando se alinean en forma 6ptima, son al menos 75% homdlogas, preferiblemente aproxima-
damente al menos 85% homdlogas, mds preferiblemente aproximadamente al menos 90% homdlogas, y ain mas
preferiblemente 95% homdlogas. La alineacién 6ptima de secuencias para alinear una comparacion puede ser reali-
zada utilizando los algoritmos estdndar en el arte (por ejemplo, Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981);
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970); Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 85:2444 (1988))
o por medio de versiones computarizadas de estos algoritmos (Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, WI).

Preferiblemente, la concentracién del ligando utilizado para recubrir a la superficie sélida (esto es, pozos de reac-
cién) permite cualquier antagonismo de enlazamiento del ligando inmovilizado para detectar a SRAGE. Por ejemplo,
con referencia ahora a la Figura 3, donde sSRAGE contiene 0,1 pg/ml, y el anticuerpo anti-RAGE contiene 3,0 ug/ml, se
observa casi la maxima sefial con 500 ng de S-100b, y las concentraciones de ligando entre 10 y 50 ng/pozo incluyen
un incremento lineal en el enlazamiento de SRAGE.

Preferiblemente también, y con relacién ahora a la Figura 4, el ensayo se disefia para permitir la seleccién de
una cantidad de SRAGE que comprende una regién lineal de enlazamiento de SRAGE y al ligando inmovilizado.
Por ejemplo, si se emplea una concentracién muy baja de SRAGE, la deteccion del enlazamiento serd dificil debido
a lo bajo de la sefial. Si se utiliza un exceso de SRAGE, sin embargo, la habilidad del compuesto de interés para
competir con el ligando inmovilizado se disminuird debido al exceso de enlazamiento de RAGE tanto al ligando como
al compuesto que estd siendo analizado.

Preferiblemente también, el ensayo se disefia para permitir la optimizacién del anticuerpo anti-RAGE. Por lo
tanto, en una modalidad, y con referencia ahora a la Figura 5, se puede determinar la concentracion de la cantidad de
anticuerpo utilizada para permitir una sefial maxima, pero no tan alta como para incluir niveles altos de enlazamiento
de fondo. Mas preferiblemente, la cantidad de anticuerpo que permite una sefial mdxima contiene un rango similar de
anticuerpo a pesar de la concentracién del ligando inmovilizado.

Preferiblemente también, se optimiza el ensayo para ser independiente de los solventes requeridos para disolver a
los compuestos que estdn siendo analizados. En una modalidad, y con referencia a la Figura 6, para concentraciones
de dimetil sulféxido (DMSO) del 2%, que es la concentracién de DMSO generalmente empleada en el ensayo para la
disolucién de compuestos orgédnicos de interés, el ensayo provee una sefial mdxima. Auln a concentraciones tan altas
como 10% de DMSQO, el ensayo provee casi una sefial maxima.

Por lo tanto, el ensayo permite la optimizacién de cada componente, de tal manera que la variacion en los resultados
del ensayo resulta debida a factores ambientales y se minimiza la variacién experimental. Preferiblemente, una vez
optimizada para un ligando especifico, la concentracién de sSRAGE, y la concentracion de anticuerpo anti-sRAGE,
el ensayo proveerd un evaluacién confiable de la afinidad de enlazamiento de la muestra haciendo caso omiso del
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compuesto competidor especifico (esto es, el modulador putativo) que esta siendo analizado. Preferiblemente también,
el ensayo incluye un ensayo de alto rendimiento que es preciso y reproducible. Con referencia ahora a la Figura 7, en
una modalidad el ensayo incluye una variacién de menos del 10%.

Sin estar atado a ninguna teoria en particular, una premisa del ensayo es que el enlazamiento de sSRAGE al ligando
inmovilizado en el ensayo reflejard bien la naturaleza del enlazamiento de RAGE al ligando in vivo. Por lo tanto, n una
modalidad, el ligando inmovilizado se enlazard a RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1, o a un fragmento del mismo,
de una forma especifica y saturable. Por ejemplo, y con referencia ahora a las Figuras 8-11, SRAGE en concentraciones
en el rango aproximadamente entre 0,3 y 480 nM se enlaza en una forma saturable al ligando S-100b inmovilizado
en un pozo de microtitulacién. Ademads, un andlisis de los datos por medio de la transformacién de Scatchard muestra
tanto a los sitios de alta como de baja afinidad con constantes de disociacion (Kd) similares a la Kd para RAGE
anteriormente reportado (Hofmann y colaboradores, Cell, 97:889-901 (1999); Hori y colaboradores, J. Biol. Chem.,
270:25752-25761 (1995)).

Preferiblemente, el ensayo de la presente invencion es capaz de detectar compuestos que antagonicen tanto a los
sitios de enlazamiento de baja afinidad como a los de alta afinidad. Con referencia ahora a las Figuras 8 y 9, utilizando
SRAGE en concentraciones en el rango entre 0,3 y 10 nM, se detecta un sitio de enlazamiento de alta afinidad que
contiene un Kd aproximadamente de 2-6 nM. También, con referencia ahora a las Figuras 10 y 11, utilizando sRAGE
en concentraciones en el rango entre 24 y 480 nM, y 5 a 80 nM respectivamente, se detecta un sitio de enlazamiento
de baja afinidad que contiene un Kd aproximadamente de 60 nM.

En una modalidad, el anticuerpo anti-RAGE es policlonal. Los anticuerpos policlonales son una poblacién he-
terogénea de moléculas de anticuerpo derivadas de los sueros de animales inmunizados con el antigeno de interés.
Adyuvantes tales como el adyuvante de Freund (completo e incompleto), péptidos, emulsiones en aceite, lisolecitina,
polioles, polianiones y similares, pueden ser utilizados para incrementar la respuesta inmunoldgica. Por lo tanto, en
una modalidad, se prepara un anticuerpo policlonal para SRAGE por medio de la inyeccion de SRAGE suplementado
con un adyuvante en conejos, utilizando métodos conocidos en el arte (por ejemplo, Schmidt y colaboradores, J. Biol.
Chem., 267:14987-14997 (1992)).

Los anticuerpos monoclonales son poblaciones homogéneas de anticuerpos para un antigeno particular, y se obtie-
nen generalmente por medio de cualquier técnica que provea la produccién de anticuerpo por medio de lineas celulares
continuas en cultivo (ver por ejemplo, la patente estadounidense No. 4.873.313). Por ejemplo, en una modalidad se
utiliza la proteina de RAGE para la produccién de anticuerpos monoclonales utilizando métodos conocidos en el arte
(Zymed Laboratorios, San Francisco, CA).

Nuevamente sin estar atado a ninguna teoria en particular, una premisa del ensayo es que uno de los componentes
en el sistema de deteccidn estd marcado. Se contempla que el sistema de deteccion pueda utilizar reactivos que puedan
ser observados visualmente, y que son definidos por lo tanto como “colorimétricos”. Por ejemplo, en una modalidad,
se utiliza un complejo anticuerpo anti-RAGE:IgG anti-humano biotinilado de cabra:fosfatasa alcalina marcada con
estreptavidina para detectar SRAGE enlazado al ligando. La enzima fosfatasa alcalina cataliza la conversion de para-
nitrofenil fosfato amarillo palido (pNPP) al producto color rosa para-nitrofenol. Estd, sin embargo, dentro del alcance
de la presente invencidn utilizar variaciones del sistema de deteccién que son conocidas por aquellos en el arte. Por
ejemplo, en una modalidad, el anticuerpo secundario que se enlaza al anticuerpo anti-RAGE estd marcado con estrep-
tavidina y luego detectado con fosfatasa alcalina biotinilada. Otras fracciones para marcacién incluyen fluoresceina,
digoxigenina, sal de 2,2’-Azino-di-[3-etilbenzotiazolina sulfonato (6)] diamonio y similares. En otra modalidad, se
emplea peroxidasa de rdbano marcada con estreptavidina como sistema de deteccidon. Alternativamente, en otra mo-
dalidad, se puede utilizar un tercer anticuerpo que contiene IgG biotinilado anticabra para detectar IgG no biotinilado
antirratén. En ain otra modalidad, el anticuerpo anti-RAGE por si mismo puede ser biotinilado, y detectado utilizando
fosfatasa alcalina marcada con estreptavidina.

El ensayo puede ser llevado a cabo con el ligando inmovilizado a la superficie de un vaso de reaccién o a otra
superficie solida. Por ejemplo, en una modalidad, el ligando se inmoviliza en un pozo de microtitulacién. En otra
modalidad, el ligando se inmoviliza sobre una varilla de medicién. En este formato, el ensayo se puede realizar
transfiriendo a la varilla de medicién que contiene un ligando inmovilizado primero a una solucién que contiene
SRAGE y un compuesto de prueba (o muestra bioldgica), y luego a un reactivo para detectar el enlazamiento de
SRAGE a la varilla de medicién (por ejemplo, un complejo anticuerpo anti-sSRAGE:IgG biotinilada:fosfatasa alcalina
marcada con estreptavidina). Una reduccién en la sefial sobre la varilla de medicién comparada con la de un control
conocido indicarfa que la muestra contiene un compuesto que se puede enlazar a RAGE. En una modalidad, el ensayo
puede detectar una mayor cantidad de ligandos de RAGE en una muestra biolégica. Preferiblemente, tales ligandos
incluyen a los AGE, anfoterina (Hori y colaboradores, 1995), y S-amiloide (Yan y colaboradores, Nature 389:589-595,
(1997); Yan y colaboradores, Nature 382:685-691 (1996); Yan y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 94:5296-5301
(1997)). En otra modalidad, el ligando se inmoviliza sobre cuentas, una membrana de nylon, o cualquier otro soporte
sélido.

Los métodos de la invencién proveen ensayos de enlazamiento para identificar compuestos que interactien con
RAGE bajo condiciones fisioldgicas de enlazamiento. En este sentido, las condiciones fisiolégicas de enlazamiento
comprenden aquellas condiciones que resultan en afinidades de enlazamiento similares a aquellas observadas in vivo.
Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invenciéon comprende a los compuestos identificados por medio de los métodos

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271028 T3

de la invencién. Los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencion pueden contener varios tipos
quimicos diferentes. Por ejemplo, en una modalidad el compuesto es un péptido. En otra modalidad, el compuesto es
una imitacion de péptido. En otra modalidad, el compuesto es una molécula organica. En otra modalidad, el compuesto
es una molécula inorganica. En algunos casos, el compuesto de interés se puede derivatizar para incrementar la vida
media.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser una imitacion de péptido que es al menos parcialmente no na-
tural. Preferiblemente el compuesto de interés puede ser modificado para incrementar la estabilidad, eficacia, potencia
y biodisponibilidad. El compuesto pude ser preparado en forma sintética. E1 compuesto pude incluir aminoédcidos L, D,
o no naturales, aminodcidos alfa disustituidos, N-alquil aminoacidos, o dcido lactico. En una modalidad, el compuesto
contiene una imitacién de péptido que tiene una columna vertebral de péptido o un aminoacido reemplazado con una
imitacién adecuada.

Por ejemplo, como se muestra en la Figura 12, el Compuesto 1, cuya estructura se muestra en la Figura 13, inhibe
el enlazamiento de SRAGE a S-100b con ICsy = 1,8 + 0,2 uM, en donde ICs, se define como la concentracién del
agente (esto es, el Compuesto 1) que comprende un 50% de inhibicién del enlazamiento de sSRAGE.

En una modalidad, los compuestos identificados por medio del ensayo de enlazamiento se prueban ademds por
tener la habilidad de modular una actividad biolégica de RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1, o un fragmento
de la misma. Por ejemplo, los compuestos pueden ser analizados por su habilidad para modular los incrementos
inducidos por RAGE en la expresion génica. Por lo tanto, en una modalidad y con referencia ahora a la Figura 14,
los compuestos identificados por medio de los andlisis de enlazamiento son utilizados para modular la activacién por
medio de RAGE de la transcripcién de un gen reportero mediada por NF-«B. Preferiblemente, los compuestos que
modulan el enlazamiento del ligando a RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1, o un fragmento de la misma, serdn
identificados como moduladores de los efectos de RAGE sobre otros procesos celulares.

En una modalidad, la invencién comprende el tratamiento de una enfermedad humana por medio de compuestos
identificados por los métodos de la invencién. Preferiblemente, los compuestos identificados por medio de los métodos
de la invencién se utilizan para tratar la diabetes. Se ha mostrado que la glicoxidacién no enzimética de macromolé-
culas que resulta en dltima instancia en la formacién de productos finales con glicacién avanzada (los AGE) se mejora
en los sitios de inflamacidn, en falla renal, en la presencia de hiperglicemia y de otras condiciones asociadas con
estrés oxidante sistémico o local (Dyer y colaboradores, J. Clin. Invest., 91:2463-2469 (1993); Reddy y colaborado-
res, Biochem., 34:10872-10878 (1995); Dyer y colaboradores, J. Biol. Chem., 266:11654-11660 (1991); Degenhardt
y colaboradores, Cell Mol. Biol., 44:1139-1145 (1998)). La acumulacién de los AGE en la vasculatura puede ocurrir
focalmente, como en la unién amiloide compuesta de AGE-S3,-microglobulina encontrada en pacientes con amiloido-
sis relacionada con didlisis (Miyata y colaboradores, J. Clin. Invest., 92:1243-1252 (1993); Miyata y colaboradores, J.
Clin. Invest., 98:1088-1094 (1996)), o generalmente, como lo ejemplifican la vasculatura y los tejidos de pacientes con
diabetes (Schmidt y colaboradores, Nature Med., 1:1002-1004 (1995)). La acumulacién progresiva de los AGE con el
tiempo en pacientes con diabetes sugiere que los mecanismos enddgenos de aclaracién no son capaces de funcionar
efectivamente en sitios de deposicién de AGE. Tales AGE acumulados tienen la capacidad de alterar las propiedades
celulares por medio de un cierto niimero de mecanismos. Aunque RAGE se expresa a bajos niveles en tejidos norma-
les y vasculatura, en un ambiente en donde se acumulan los ligandos del receptor, se ha mostrado que RAGE llega
a favorecer la expresion (Li y colaboradores, J. Biol. Chem., 272:16498-16506 (1997); Li y colaboradores, J. Biol.
Chem., 273:30870-30878 (1998); Tanaka y colaboradores, J. Biol. Chem., 275:25781-25790 (2000). La expresion de
RAGE se incrementa en el endotelio, en las células de misculo liso y en la infiltracién de fagotitos mononucleares en
vasculatura diabética. También, los estudios en cultivo celular han demostrado que la interaccion AGB RAGE causé
cambios en las propiedades importantes en homedstasis vascular.

Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencidn son utilizados
para tratar aterosclerosis. Por lo tanto, se ha mostrado que la enfermedad cardiaca isquémica es particularmente alta
en pacientes con diabetes (Robertson, y colaboradores, Lab Invest., 18:538-551 (1968); Kannel y colaboradores, J.
Am. Med. Assoc., 241:2035-2038 (1979); Kannely colaboradores, Diab. Care, 2:120-126 (1979)). Ademds, estudios
han mostrado que la aterosclerosis en pacientes con diabetes es mds acelerada y extensiva que en pacientes que no
sufren de diabetes (ver por ejemplo, Waller y colaboradores, Am. J. Med., 69:498-506 (1980); Crall y colaboradores,
Am. J. Med. 64:221-230 (1978); Hamby y colaboradores, Chest, 2:251-257 (1976); y Pyorala y colaboradores, Diab.
Metab. Rev., 3:463-524 (1978)). Aunque las razones para aterosclerosis acelerada en el establecimiento de la diabetes
son muchas, se ha mostrado que la reduccién de los AGE puede reducir la formacién de placa.

Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencién son utilizados
para tratar amiloidosis y la enfermedad de Alzheimer. Se ha mostrado que RAGE se enlaza al material fibrilar en
lamina S haciendo caso omiso de la composicién de las subunidades (péptido amiloide 3, amilina, amiloide A sérico,
péptido derivado del prién) (Yan y colaboradores, Nature, 382:685-691 (1996); Yan y colaboradores, Nat. Med., 6:643-
651 (2000)). Ademds, la deposicién de amiloide ha mostrado que resulta en una expresiéon mejorada de RAGE. Por
ejemplo, en los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer (AD), la expresion de RAGE se incrementa en
las neuronas y en la glia (Yan, y colaboradores, Nature 382:685-691 (1996)). Las consecuencias de la interaccion del
péptido B-amiloide (AB) con RAGE parecen ser muy diferentes sobre neuronas versus la microglia. Mientras que la
microglia se activa como consecuencia de la interacciéon AB-RAGE, como se refleja por medio de la mayor motilidad
y expresion de las citoquinas, la activacién neuronal temprana mediada por RAGE es supercedida por la citotoxicidad
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momentos después. Se muestra evidencia adicional del papel de RAGE en las interacciones celulares de Ag por medio
de la inhibicién de la vasoconstriccion cerebral inducida por AB y la transferencia del péptido a través de la barrera
hematoencefdlica hacia el parénquima cerebral cuando el receptor fue bloqueado (Kumar y colaboradores, Neurosci.
Program, p141-#275.19 (2000)). Se ha mostrado que la inhibicién de la interaccion RAGE-amiloide desminuye la
expresion de RAGE celular y los marcadores de estrés celular (asi como la activaciéon de NF-kB), y que disminuye la
deposicién de amiloide (Yan y colaboradores, Nat. Med., 6:643-651 (2000)) sugiriendo un papel para la interaccién
RAGE-amiloide tanto en la perturbacién de las propiedades celulares en un ambiente enriquecido por amiloide (atin
en etapas tempranas) asi como en la acumulacién de amiloide.

Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencién son utilizados
para tratar cincer. Por ejemplo, la anfoterina es una proteina de enlazamiento al ADN cromosomal sin histona del
grupo I de alta movilidad (Rauvala y colaboradores, J. Biol. Chem., 262:16625-16635 (1987); Parkikinen y colabora-
dores, J. Biol. Chem. 268:19726-19738 (1993)) que se ha mostrado que interactia con RAGE. Se ha mostrado que la
anfoterina promueve la excrecencia de neurita, asi como sirviendo como superficie para el montaje de complejos de
proteasa en el sistema fibrinolitico (también conocido por contribuir a la movilidad de la célula). Ademds, el efecto
inhibidor del crecimiento tumoral local del RAGE bloqueador ha sido observado en un modelo de tumor primario
(glioma C6), en el modelo de metastasis de pulmén de Lewis (Taguchi y colaboradores, Nature 405:354-360 (2000)),
y en los papilomas que surgen espontdneamente en ratones que expresan al transgén v-Haras (Leder y colaboradores,
Proc. Natl. Acad. Sci., 87:9178-9182 (1990)).

Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencién son utilizados
para tratar inflamacion. Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la inven-
cion son utilizados para tratar fallas renales. Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los
métodos de la invencién son utilizados para tratar nefritis por lupus sistémico o nefritis por lupus inflamatorio. Por
ejemplo, se ha mostrado que S100/calgranulinas incluyen a una familia de polipéptidos para enlazamiento de calcio
estrechamente relacionadas caracterizadas por medio de dos regiones manuales EF enlazadas por medio de un péptido
de conexién (Schafer y colaboradores, TIBS, 21:134-140 (1996); Zimmer y colaboradores, Brain Res. Bull., 37:417-
429 (1995); Rammes y colaboradores, J. Biol. Chem., 272:9496-9502 (1997); Lugering y colaboradores, Eur. J. Clin.
Invest., 25:659-664 (1995)). Aunque ellas carecen de péptidos de sefial, se sabe desde hace tiempo que S 100/calgra-
nulinas ganan acceso al espacio extracelular, especialmente en los sitios de respuestas inmune/inflamatoria crénicas,
como en la fibrosis cistica y la artritis reumatoide. RAGE es un receptor para muchos miembros de la familia de
S100/calgranulina, mediando sus efectos proinflamatorios sobre células tales como linfocitos y fagotitos mononuclea-
res. También, los estudios sobre la respuesta de hipersensibilidad del tipo retrasado, en modelos de colitis en ratones
nulos en IL-10, artritis inducida por coldgeno, y de encefalitis autoinmune experimental sugiere que la interaccién
ligando-RAGE (presumiblemente con S-100/calgranulinas) tiene un papel proximo en la cascada inflamatoria.

Preferiblemente también, los compuestos identificados por medio de los métodos de la invencién son usados para
tratar la disfuncién eréctil. Relajacion de las células de musculo liso en las arteriolas y senos cavernosos resulta en
un mayor flujo de sangre dentro del pene, elevando la presién del cuerpo cavernoso para culminar en ereccidon del
pene. El 6xido nitrico se considera el principal estimulador de la relajacién cavernosa del misculo liso (Wingard
y colaboradores, Nature Medicine, Enero; 7(1):119-122 (2001)). La activaciéon de RAGE produce oxidantes (Yan y
colaboradores, J. Biol. Chem., 269:9889-9887, 1994) a través de una enzima del tipo NADH oxidasa, suprimiendo por
lo tanto la circulacién del 6xido nitrico. Potencialmente por la inhibicion de la activacién de las rutas de sefializacion de
RAGE por medio de la disminucién de la produccién intracelular de los AGE, se atenuard la generacién de oxidantes.
Los bloqueadores de RAGE pueden promover y facilitar la ereccion del pene por medio del bloqueo del acceso de
los ligandos a RAGE. La ruta de la quinasa Ro para sensibilizacién del calcio puede jugar un papel sinergistico en
la vasoconstriccidn cavernosa para mantener la flacidez del pene. El antagonismo de de la quinasa Ro resulta en una
presiéon mayor en el cuerpo cavernoso, iniciando la respuesta eréctil independientemente del 6xido nitrico (Wingard y
colaboradores, 2001). Uno de los mecanismos de sefalizacion activado por RAGE involucra a miembros de la familia
de la quinasa Ro tales como a cdc42 y a rac (Huttunen y colaboradores, J. Biol Chem., 274:19919-24 (1999)). Por lo
tanto, la inhibicién de la activacién de las quinasas Ro a través de la supresion de las rutas de sefialamiento de RAGE,
mejorardn y estimulardn la ereccién del pene independientemente del 6xido nitrico.

En un aspecto, la presente invencion también provee un método para la inhibicién de la interaccion de un AGE con
RAGE en un individuo, que comprende la administracién a un individuo de una cantidad terapéuticamente efectiva
de un compuesto identificado por medio de los métodos de la invencién. Una cantidad terapéuticamente efectiva
es una cantidad que es capaz de prevenir la interaccion de AGE/RAGE en un individuo. Por lo tanto, la cantidad
variard con el individuo que estd siendo tratado. La administracion del compuesto puede ser por horas, diariamente,
semanalmente, mensualmente, anualmente o un evento unico. Preferiblemente, la cantidad efectiva del compuesto
contiene aproximadamente desde 1 ng/kg de peso corporal aproximadamente hasta 100 mg/kg de peso corporal.
Mais preferiblemente, la cantidad efectiva del compuesto contiene aproximadamente desde 1 ug/kg de peso corporal
aproximadamente hasta 50 mg/kg de peso corporal. Atn mds preferiblemente, la cantidad efectiva del compuesto
contiene aproximadamente desde 10 ug/kg de peso corporal aproximadamente hasta 10 mg/kg de peso corporal. La
cantidad real efectiva se establecerd por medio de los ensayos de dosis/respuesta utilizando métodos estdndar en el
arte (Johnson y colaboradores, Diabetes. 42: 1179, (1993)). Por lo tanto, como es conocido por aquellos capacitados
en el arte, la cantidad efectiva dependera de la biodisponibilidad, bioactividad, y biodegradabilidad del compuesto.
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En una modalidad, el individuo es un animal. En una modalidad, el individuo es un humano. En una modalidad,
el individuo sufre de una enfermedad relacionada con AGE, amiloidosis, falla renal, envejecimiento, o inflamacién.
En otra modalidad, el sujeto comprende a un individuo con enfermedad de Alzheimer. En una modalidad alternativa,
el sujeto comprende a un individuo con cdncer. En ain otra modalidad, el sujeto comprende a un individuo con
eritematosis por lupus sistémico, o nefritis por lupus inflamatorio.

En una modalidad, la administracion del compuesto comprende una inyeccién dentro de la lesion, intraperitoneal,
intramuscular, o intravenosa. En una modalidad, la administracion del compuesto comprende la infusién o el suminis-
tro mediado por liposomas. En una modalidad, la administraciéon del compuesto comprende aplicacién topica a la piel,
cavidad nasal, membranas orales o tejido ocular.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables de la invencién comprenden a cualquiera de los excipientes estandar
farmacéuticamente aceptados conocidos en el arte. En una modalidad, el excipiente contiene un diluyente. En una
modalidad, el excipiente contiene un liposoma, una microcapsula, una célula encapsulada en polimero, o un virus.
Por ejemplo, en una modalidad, el excipiente farmacéutico puede ser un liquido y la composicién farmacéutica en la
forma de una solucién. En otra modalidad, el excipiente farmacéuticamente aceptable es un sélido y la composicién
estd en la forma de un polvo o tableta. En una modalidad adicional, el excipiente farmacéutico es un gel o ungiiento y la
composicién estd en la forma de un supositorio, crema, o liquido. Por lo tanto, el término excipiente farmacéuticamente
aceptable abarca, pero no se limita a, cualquiera de los excipientes estindar farmacéuticamente aceptables, tales como
una solucién salina amortiguada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones aceita/agua o emulsién de
triglicéridos, diferentes tipos de agentes de humectacion, tabletas, tabletas recubiertas y cdpsulas.

Por ejemplo, las tabletas o las cdpsulas pueden utilizar agentes de enlazamiento farmacéuticamente aceptables (por
ejemplo, polivinilpirrolidona, hidroxipropil metilcelulosa, almidén); rellenos (por ejemplo, lactosa, celulosa micro-
cristalina, fosfato 4cido de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, silice o talco). Las preparaciones
liquidas para administracién oral pueden comprender jarabes o suspensiones preparadas por medios convencionales
con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspensién (por ejemplo, grasas hidrogenadas, ja-
rabe de sorbitol), agentes emulsificantes (por ejemplo, lecitina), y preservantes. Las preparaciones pueden contener
amortiguador, sales, y agentes saborizantes segin sea conveniente. Los ejemplos adecuados de excipientes liquidos
incluyen agua, alcoholes, y aceites que contienen aditivos como se describi6 anteriormente.

Cuando se los administra, los compuestos son a menudo rdpidamente eliminados de la circulacién. Por lo tanto, en
una modalidad, los compuestos se modifican por medio de la unién covalente de polimeros solubles en agua tales como
polietilén glicol (PEG), copolimeros de PEG y polipropilén glicol, polivinilpirrolidona o poliprolina, carboximetil
celulosa, dextrano, polivinil alcohol, y similares. Tales modificaciones pueden incrementar también la solubilidad de
los compuestos en solucién acuosa, y reducir la inmunogenicidad del compuesto. Polimeros tales como PEG pueden
estar unidos en forma covalente a uno o mas residuos amino reactivos, residuos sulfhidrilo o residuos carboxilo. Se han
descrito numerosas formas activadas de PEG, incluidos ésteres activos de acido carboxilico o derivados de carbonato,
particularmente aquellos en los cuales los grupos salientes son N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol, imidazol o 1-
hidroxi-2-nitrobenceno-3 sulfona por la reaccién con grupos amino, maleimido o derivados haloacetilo por reaccién
con grupos sulfhidrilo, y amino hidrazina o derivados de hidrazida por reaccién con grupos carbohidrato.

Ejemplos

Las caracteristicas y ventajas del concepto inventivo cubiertas por la presente invencion se ilustran ademads en los
ejemplos que vienen a continuacién.

Ejemplo 1
Protocolo del Ensayo ELISA

Generalmente, el protocolo para la deteccién de los moduladores de RAGE es como sigue. El ligando del RA-
GE (por ejemplo, S-100b, S-amiloide, CML) se diluye hasta 5 ug/ml en amortiguador A (amortiguador de fijacion)
(Na,CO;/NaHCO; 100 mM, pH 9,8) y se afiaden 100 ul a los pozos de la placa de microtitulacién y se les permite
que se incuben durante la noche a 4°C para permitirle al ligando que se fije a la superficie de los pozos. Los pozos
se lavan luego 3 veces con 400 ul/pozo con amortiguador C (amortiguador de lavado) (Imidazol 20 mM, NaCl 150
mM, pH 7,2), con un remojo durante 5 segundos en amortiguador C entre cada lavado. Se afade luego amortiguador
B (amortiguador de bloqueo) (Imidazol 50 mM pH 7,2, BSA al 5%, CaCl, 5 mM, MgCl, 5 mM) a los pozos y se les
permite incubarse durante 2 horas a 37°C para bloquear a los sitios de enlazamiento de no especificos de la proteina.
Se aspira entonces el amortiguador de bloqueo de los pozos, y se lava 3 veces la placa (400 ul/pozo) con amortiguador
C, con un remojo durante 5 segundos en amortiguador C entre cada lavada. El compuesto de interés, 25 ul disueltos
en DMSO al 2% como FAC (Concentracion Final del Ensayo) y sSRAGE (75 ul) (2,2 x10™* mg/ml como FAC) son
afiadidos a cada pozo, e incubados durante 1 hora a 37°C. Mientras tanto, se afladen anticuerpo policlonal o anticuerpo
monoclonal para sRAGE (por ejemplo, 3,0 x 10~ mg/ml y 1,9 x 10™* mg/ml como FAC, respectivamente), IgG an-
tirraton biotinilado F(ab’), de cabra (por ejemplo, 8,0 x 10~ mg/ml como FAC) (Biosource International, Camarillo,
CA (TAGO)), y estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina (3,0 x 10~ mg/ml como FAC) (ZYMED, San Francisco,
CA) a 5 ml de amortiguador D (amortiguador complejo) (Imidazol SO mM, pH 7,2; BSA al 0,2%, CaCl, 5 mM, MgCl,
5 mM) en un tubo cénico de 15 ml y se permite incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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Se aspira entonces la solucién que contiene SRAGE y al compuesto de interés de cada pozo, y después de 3
lavados con amortiguador para lavado, con un remojo durante 5 segundos entre cada lavado, se afiade el complejo
anti-SRAGE:IgG:estreptavidina-fosfatasa alcalina a cada pozo (100 ul de complejo por pozo). Después de 1 hora a
temperatura ambiente, se aspira la solucién en cada pozo, y se lavan los pozos 3 veces, con 5 segundos de remojo
entre cada lavada.

Se afiade el sustrato para la fosfatasa alcalina, para-nitrofenil fosfato (pNPP) (1 mg/ml en dietanolamina 1 M, pH
9,8), y se permite el desarrollo de color durante 1 hora en la oscuridad. Después de la adicién de 10 ul de solucién de
detencion por pozo (NaOH 0,5 N; metanol al 50%), se mide el OD,gs.

Ejemplo 2
Optimizacion de las Condiciones del Ensayo

Los experimentos que detallan la aproximacién para la aproximacion utilizada para la optimizacién de las condi-
ciones del ensayo se muestran en las Figuras 3-6. Por ejemplo, se muestra en la Figura 3 un experimento que muestra
la optimizacién del ensayo para diferentes concentraciones de ligando. Por lo tanto, utilizando SRAGE en una con-
centracién de 1,0 x 10 mg/ml como FAC y anticuerpo policlonal o monoclonal (3,0 x 10~ mg/ml y 1,9 x 10~
mg/ml como FAC respectivamente), se encontrd que la sefial médxima (1,06 OD) se logré cuando se utilizé S-100b en
una concentracién de 500 ng/pozo para recubrimiento, y que las concentraciones de ligando entre 10 a 500 ng/pozo
contenian un incremento lineal en el enlazamiento de SRAGE.

Los experimentos que muestran la optimizacién del ensayo a diferentes concentraciones de SRAGE se muestran en
la Figura 4. Utilizando 500 ng/pozo de S-100b para recubrir los pozos, anticuerpo anti-sRAGE policlonal o monoclonal
(3,0 x 107 mg/ml y 1,9 x 10™* mg/ml como FAC respectivamente), y sSRAGE en el rango entre 2 y 10 nM como FAC,
se observa una sefial maxima aproximadamente con 10 nM de sSRAGE (Figura 4).

Los experimentos que muestran la optimizacién del ensayo para diferentes concentraciones de anticuerpo se mues-
tran en la Figura 5. Se recubrieron los pozos utilizando S-100b ya sea con 50, 500, 1.000 o 2.000 ng/pozo durante la
noche como se indic6. Se aiadié SRAGE 6 nM y después de 1 hora a 37°C, se afiadi6 anticuerpo policlonal a SRAGE
que contiene concentraciones finales en el rango desde 5,0 x 1072 hasta 5,5 x 107> mg/ml. Se puede observar que
hacienda caso omiso de la concentracién de ligando usada para recubrir los pozos, se obtuvo una sefial maxima con
5,4 x 107 mg/ml de anticuerpo. Utilizando 500 ng/pozo de S-100b para recubrir los pozos, y sSRAGE en 1,0 x 107
mg/ml, se encontré la mdxima sefial con 1,4 x 107> mg/ml de anticuerpo.

Un experimento que muestra la optimizacion del ensayo para diferentes concentraciones de DMSO se muestra
en la Figura 6. Por lo tanto, utilizando sSRAGE en una concentraciéon de 6 nM como FAC y anticuerpo policlonal o
monoclonal (3,0 x 10 mg/ml y 1,9 x 10™* mg/ml como FAC, respectivamente), se encontré que la sefial méxima se
logré utilizando concentraciones de DMSO entre 0% y 2% como FAC.

Ejemplo 3
Exactitud y Precision del Ensayo

En el experimento mostrado en la Figura 10, los pozos se recubrieron por medio de incubacién con 500 ng/pozo de
S-100b durante la noche, y después de lavar, se afiadié sSRAGE diluido en amortiguador D hasta las concentraciones
finales mostradas. Se afiadié entonces anticuerpo policlonal anti-sSRAGE (3,0 x 10~ mg/ml como FAC), y después de
1 hora a 37°C, se lavaron y se desarrollaron las placas como se describe en el Ejemplo 1. Se encontré que sobre cuatro
determinaciones separadas, la precision del ajuste contenia un R* de 0,9383, con un valor de Kd con un intervalo de
confianza del 60 y 95% de 41,2 hasta 78,6.

Se muestra una evaluacién de la variabilidad de la sefial en la Figura 7. En este experimento, se recubrieron 88
pozos por medio de incubacién con 500 ng/pozo de S-100b durante la noche, y después del lavado, se afiadié SRAGE
diluido in amortiguador D a todos los pozos con una concentracién final de 2,2 x 10* mg/ml. Se afiadi6 luego anticuerpo
policlonal anti-sRAGE (3,0 x 10~* mg/ml como FAC), y después de 1 hora a 37°C, se lavaron y se desarrollaron las
placas como se describi6 en el Ejemplo 1. Se observé un OD,4ys promedio de 0,705+0,054 y un porcentaje de varianza
del coeficiente de 7,7. Los datos indican que la variabilidad de la sefial de pozo a pozo es menor al 10%.

Ejemplo 4
Deteccion de Baja y Alta Afinidad de Enlazamiento de los Ligandos a SRAGE

La utilidad del ensayo para detectar compuestos que antagonicen tanto con dominios de enlazamiento de RAGE
de baja como de alta afinidad se muestra en las Figuras 8-11. En estos experimentos, se recubrieron los pozos con
cantidades variables de S-100b (50-500 ng/pozo durante la noche) y se afiadié sSRAGE a cada pozo. La cantidad de
sRAGE enlazado al ligando inmunizado se detect6 utilizando anticuerpo anti-sRAGE policlonal o monoclonal (3,0 x
10~ mg/ml y 1,9 x 10~* mg/ml como FAC, respectivamente) y el sistema de desarrollo como el descrito en el Ejemplo
1. Se hizo una linealizacién de las graficas por medio de andlisis de Scatchard y se determinaron los valores para Kd
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y Bmax. El andlisis estadistico de la precisién experimental se determiné por medio de la utilizacién del programa
GraghPad Prisam version 3 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA).

Tanto el enlazamiento de baja como de alta afinidad de SRAGE a S-100b se detectan utilizando el método de
andlisis de la invencién. En los experimentos mostrados en las Figuras 8 y 9, se incubaron las placas durante la noche
con S-100b a una concentracién de 50 y 100 ng/pozo, respectivamente. Después del lavado, se afiadi6 SRAGE a cada
Pozo que contenia una concentracién final en el rango aproximadamente desde 0,3 hasta 10 nM, y después de 1 hora a
37°C, se midi6é sSRAGE enlazado por medio de la adicién de complejo anticuerpo policlonal. Para ambos experimentos,
se detecta un componente de enlazamiento de alta afinidad que contenia un Kd aproximadamente de 6 nM (Figura 8)
a2 nM (Figura 9).

En los experimentos mostrados en las Figuras 10 y 11, se incubaron las placas durante la noche con S-100b a una
concentracidon de 500 y 100 ng/pozo, respectivamente. Después del lavado, se anadié SRAGE a cada pozo que contenia
una concentracién final aproximadamente en el rango entre 23 y 470, o 5 y 76 nM, respectivamente, y después de 1
hora a 37°C, se midi6 el SRAGE enlazado por medio de la adicién del complejo anticuerpo policlonal de SRAGE (anti-
SRAGE:IgG:estreptavidina-fosfatasa alcalina) y los reactivos de deteccién. Para ambos experimentos, se detecté un
sitio de enlazamiento de baja afinidad, que tiene un Kd aproximadamente de 60 nM.

Ejemplo 5
Inhibicion del Enlazamiento de sSRAGE por medio de Moduladores

La interaccion de los AGE con RAGE genera estrés oxidativo intracelular (Yan, y colaboradores, J. Biol. Chem.,
269:9889-9897 (1994)) resultando en la activacion del factor de transcripcion NF-kB sensible a radicales libres y en la
activacion de los genes regulados por NF-kB (Yan, y colaboradores, J. Biol. Chem., 269:9889-9897 (1994); Wautier,
y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci., 91:7742-7746 (1994)). Ya que la transcripcion de RAGE es también regulada
por medio de la interaccién en dos sitios diferentes de enlazamiento de NF-kB en la secuencia promotora de RAGE
(Li, y colaboradores, J. Biol. Chem., 272:16498-16506 (1997)), se alimenta una espiral nociva ascendente por medio
de este bucle de retroalimentacién positiva. Se utiliz6 una célula secundaria con base en el andlisis funcional para
evaluar a las pequefias moléculas que modulan el enlazamiento de SRAGE a un ligando inmovilizado. Se introdujo
el gen pNF-kB-Luc dentro de una linea celular de glioma C6 que expresa altos niveles de RAGE (ver por ejemplo,
Huttunen y colaboradores, J Biol Chem., 274:19919-24 (1999)) por medio de transfeccion utilizando técnicas estandar.
El pNF-kB-Luc reportero se disefia de tal manera que por activaciéon de NF-«B, se expresa el gen de la luciferasa. Se
cuantifica entonces la actividad de la luciferasa por medio de la medicién de la luminiscencia con un luminémetro.
Generalmente, la expresion del gen de la luciferasa es baja. Sin embargo, por medio de la introduccién de un ligando
de RAGE, RAGE activa a NF-kB, resultando en un incremento en la expresion de la luciferasa. Por lo tanto, el ensayo
mide la habilidad de un compuesto para modular la actividad de la luciferasa inducida por RAGE. Si el modulador
contiene a un agonista, el compuesto induce la activacion de la transcripcién de NF-kB, y se incrementa la actividad
de la luciferasa. Si el modulador es un antagonista, el compuesto inhibe la habilidad de los agonistas de RAGE para
inducir la activacién de la transcripcion de NF-kB, y se incrementa la actividad de la luciferasa.

En el experimento mostrado en la Figura 14, la inhibicién de la interaccién de S-100b/RAGE en las células de
glioma C6 por medio del Compuesto 1 (Figura 13) tenfa un ICs, de 3,3 uM. Por lo tanto, el ensayo basado en las
células mostrado en la Figura 14 mostr6 una buena correlacién con el valor de ICs, de enlazamiento por ELISA para
la inhibicién del enlazamiento de SRAGE por el Compuesto 1 de 1,8 uM (Figura 12).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccién de moduladores de RAGE (Receptor para Productos Finales con Glicacién Avan-
zada) que comprende:

a) adsorber un ligando de RAGE sobre una superficie sélida;

b) adicionar al ligando preadsorbido un compuesto de interés y una proteina que comprende RAGE que con-
tiene la SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma;

¢) adicionar anticuerpo anti-RAGE que se enlaza a la proteina de RAGE o a un fragmento de la misma;

d) determinar la cantidad de proteina de RAGE o un fragmento de la misma enlazada al ligando, por medio
de la medicion de la cantidad de anticuerpo anti-RAGE enlazado a la superficie sélida; y

e) comparar la cantidad de proteina de RAGE o un fragmento de la misma enlazada al ligando en presencia
de diferentes cantidades del compuesto de interés.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo para la proteina de RAGE, o un fragmento de la misma,
contiene un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

3. El método de la reivindicacién 1, en cuya etapa c) incluye la adicién de un segundo anticuerpo que reconoce
al anticuerpo anti-RAGE y la etapa d) comprende determinar la cantidad de proteina de RAGE o un fragmento de la
misma enlazada al ligando por medio de la medicién del anticuerpo secundario enlazado al anticuerpo anti-RAGE.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde al anticuerpo anti-RAGE y al anticuerpo secundario se les permite
que formen un complejo antes de ser afiadidos.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde el fragmento de RAGE contiene
SRAGE como el definido por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancial-
mente homoéloga de la misma, o el dominio V de RAGE como el definido por medio de la secuencia de aminodcidos

SEQ ID NO: 3, o una secuencia sustancialmente homéloga a la misma, o

un fragmento el dominio V de RAGE como el definido por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 4,
0 una secuencia sustancialmente homéloga de la misma.

6. El método de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademads la medicién de la habilidad del compuesto de
interés para modular la habilidad de RAGE que contiene la SEQ ID NO: 1 o una secuencia sustancialmente homdloga
de la misma, para activar procesos celulares.

7. El método de la reivindicacion 5, en donde el proceso celular comprende la activacion de la transcripcion del
gen de NF-«B.

8. El método de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademds un andlisis colorimétrico para el anticuerpo
secundario.

9. El método de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la superficie sélida comprende un pozo de microtitulacién o
una varilla de medicién.

10. El método de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el ligando comprende un producto final con glicacién
avanzada, o un fragmento del mismo, un AGE modificado con carboximetil-lisina, S-amiloide, calgranulina, S 100b,
o anfoterina.

11. El método de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el compuesto de interés comprende un péptido sintético, una
imitacién de péptido, un compuesto organico, un compuesto inorganico, un lipido, un carbohidrato, un acido nucleico.

12. Un kit para la deteccion de los moduladores de RAGE que comprende:
a) una superficie sélida que comprende un ligando de RAGE;

b) una solucién empacada en forma separada que contiene una proteina que incluye RAGE que comprende
ala SEQ ID NO: 1 o un fragmento de la misma;

¢) un sistema de deteccion empacado en forma separada que comprende al menos un agente que se enlaza
especificamente a RAGE o a un fragmento del mismo;
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ES 2271028 T3

d) reactivos empacados en forma separada para el sistema de deteccion; e
e) instrucciones de uso.

13. El kit de la reivindicacién 12, en donde el sistema de deteccién comprende un anticuerpo empacado en forma
separada que se enlaza a RAGE, o a un fragmento del mismo.

14. El kit de la reivindicacién 12, en donde el fragmento de RAGE comprende
SRAGE como el definido por medio de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2, o una secuencia sustancial-
mente homoéloga de la misma, o el dominio V de RAGE como el definido por medio de la secuencia de aminodcidos

SEQ ID NO: 3, o una secuencia sustancialmente homéloga a la misma, o

un fragmento el dominio V de RAGE como el definido por medio de la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 4,
0 una secuencia sustancialmente homoéloga de la misma.
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A.
M91211: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE RAGE HUMANO (SEQ ID NO: 1)

GAAGTAVGAWVLVLSLWGAVVGAQNITARIGEPLVLKCKGAPKK
PPQRLEWKLNTGRTEAWKVLSPQGGGPWDSVARVLPNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAM
NRNGKETKSNYRVRVYQIPGKPEIVDSASELTAGVPNKVGTCVSEGSYPAGTLSWHLD
GKPLVPNEKGVSVKEQTRRHPETGLFTLQSELMVTPARGGDPRPTFSCSFSPGLPRHR
ALRTAPIQPRVWEPVPLEEVQLVVEPEGGAVAPGGTVILTCEVPAQPSPQIHWMKDGY
PLPLPPSPVLILPEIGPQDQGTYSCVATHSSHGPQESRAVSISIIEPGEEGPTAGSVG

GSGLGTLALALGILGGLGTAALLIGVILWQRRQRRGEERKAPENQEEEEERAELNQSE

EPEAGESSTGGP

B.
SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE sRAGE HUMANO (SEQ ID NO: 2)

GAAGTAVGAWVLVLSLWGAVVGAQNITARIGEPLVLKCKGAPKKPPQRLEWKLNTGRTEAWKY

LSPQGGGPWDSVARVLPNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAMNRNGKETKSNYRVRVYQIPGKPEIV
DSASELTAGVPNKVGTCVSEGSYPAGTLSWHLOGKPLVPNEKGVSVKEQTRRHPETGLFTLQS

ELMVTPARGGDPRFPTFSCSFSPGLPRHRALRTAPKIPRVWEPVPLEEVQLVVEPEGGAVAPGG

TVILTCEVPAQPSPQIHWMKDGVPLPLPPSPVLILPEIGPODQG TYSCVATHSSHGPQESRAVSH

SHEPGEEGPTAGSVGGSGLG

FIG.2
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEL DOMINIO V DE RAGE HUMANO (SEQID
NO: 3)

AQNITARIGEPLVLKCKGAPKKPPQRLEWKLNTGRTEAWKVLSPQGGGPWDSVARVL
PNGSLFLPAVGIQDEGIFRCQAMNRNGKETKSNYRVRVYQIPGKPEIVDSASELT

D.
SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEL FRAGMENTO DEL DOMINIO V DE RAGE
HUMANO (SEQ ID NO: 3)

AQNITARIGEPLVLKCKGAPKKPPQRLEWK

FIG. 2a
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Shahbaz, Manouchehr
<120> Métodos para Identificar Compuestos que Modulan al Rage
<130> 41305/252460

<140> US 09/799.152
<141> 2001-03-05

<150> 60/207.342

<151> 2000-05-30

<160> 4

<170> Patentln version 3.0
<210>1

<211> 404

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Ala Ala Gly Thr Ala Val Gly Rla Trp Val Leu Val Leu Ser Leu
1 5 10 15

Trp Gly Ala Val Val Gly Ala Gln Asn Ile Thr Ala Arg Ile Gly Glu
20 25 30

Pro Leu Val Leu Lys Cys Lys Gly Ala Pro Lys Lys Pro Pro Gln Arg
35 40 45

Leu Glu Trp Lys Leu BAsn Thr Gly Arg Thr Glu Ala Trp Lys Val Leu
50 55 60
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Asn
Fhe
Tyx
Sexr
val
145

Gly

Thr

Sex
Ile
225

Val

Lys
Pro
His
305
Ile

Gly

Thr

Pro

Gly

Arg

Arg

Ala

130

Sex

Lys

Arg

val

Phe

210

Gln

val

Thr

Asp

Glu

290

Ser

Glu

Leu

Ala

Gly

Gln
Ser
Cys
Val
115
Ser
Glu
Pro
Arg
Thr
195
Serxr
Pro
Glu
Cys
Gly
215
Ile
Ser
Pro
Gly
Ala

385

Glu

Gly
Leu
Gln
100
Azg
Glu
Gly
Leu
His
180

Pro

Arg
Pro
Glu
260
Gly
His
Gly
Thr
340

Leu

Glu

Gly
Phe
85

Ala
Val
Leu
Ser
val
165
Pro
Ala
Gly
Val
Glu
245
Val
Pro
Pro
Gly
Glu
325
Leu

Leu

Axg

Gly

70

Leu

Met

Tyr

Thr

150

Pro

Glu

Arg

Leu

230

Gly

Leu

Gin

Pro

310

Glu

Ala

Ile

Lys

ES 2271028 T3

Pro Trp
Pro Ala
Asn Arg
Gln Ile

120
Ala Gly
135
Pro Ala
Asn Glu
Thr Gly
Gly Gly

200

Pro Arg
215

Glu Pro
Gly Ala

Ala Gln

Pro Leu
280

295

Gln Glu
Gly Pro
Leu Ala
Gly Vval

360

Ala Pro

Asp
Val
Asn
105
Pro
Val
Gly
Lys
Leu
185
Asp
His
vVal
va)
Pro
265
Pro
Gly
Ser
Thr
Leu
345

1le

Glu

Ser
Gly
90

Gly
Gly
Pro
Thr
Gly
170
Phe
Pro
Arg
Pro
Ala
250
Serx
Pro
Thr

Arg

Ala
330

Gly

Leu

Asn

val
75

Ile
Lys
Lys
Asn
Leu
155

val

Thx

Ala
235
Pro
Pro
Ser
Tyr
Ala
315

Gly

Ile

Ala

Gln

Glu

Pro

Lys

140

Ser

Ser

Pro
Leu
220
Glu
Gly
Gln
Pro
Ser
300
Val

Ser

Leu

Arg
Asp
Thr
Glu

125

val
Trp
Val
Gln
Thr
205
Arg
Glu
Gly
Ile
val
285
Cys
Ser

Val

Gly

Val
Glu
Lys
110

Ile

Gly

Lys
Ser
190

Phe

Val
Thy
His
270
Leu
Val
Ile

Gly

Gly
350

Trp Gln Arg Arg

Gln

365

Glu Glu Glu

Gly
95

Ser
Val
Thr
Leu
Glu
175
Glu
Ser
Ala

Gln

Val
255

Trp
Ile
Ala
Ser
Gly
335
Leu

Gln

Glu

_Pro

80

Ile

Asn

Asp

Cys

160

Gln

Leu

Cys

Pro

Leu

240

Thr

Mat

Leu

Thr

Ile

320

Ser

Gly

Arg

Glu
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380

Arg Ala Glu Leu Asn Gln Ser Glu Glu Pro Glu Ala Gly Glu Ser Ser
400

385

Thr Gly Gly Pro

<210>1
<211> 339
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gly Ala
1

Trp Gly

Pro Leu

Leu Glu
50

Ser Pro
65

Asn Gly

Phe Arg

Ser Ala
130

Val Ser
145
Gly Lys

Thr Arg

Met Val

Ala

Ala

Val
35

Trp

Gln

Ser

Val
115
Ser
Glu
Pro

Arg

Thr
195

Gly

Val

20

Leu

Lys

Gly

Leu

Gln

100

Arg

Glu

Gly

Leu

His
180

Thx

val

Lys

Leu

Gly

Phe

B85

Ala

Val

Leu

Ser

Val

165

Pro

390

Ala

Gly

Cys

Asn

Gly

Leu

Met

Tyr

Thr

Tyr
150

Pro

Glu

Pro Ala Axg

Val

Lys
Thr
55

Pro

Pro

Gln
Ala
135

Pro

Thr

Gly

Gly

Gln

Gly

40

Gly

Trp

Ala

Arg

Ile

120

Gly

Ala

Glu

Gly

Gly
200

Ala
Asn
25

Ala
Arg
Asp
Val
Asn
105
Pro
Val
Gly
Lys
Leu

185

Asp

10

Ile
Pro
Thr
Ser
Gly
90

Gly

Gly

Pro

Gly
170

Phe

Pro

395

val

Thr

Lys

Glu

val

75

Ile

Lys

Lys

Asn

Leu

155

Val

Thr

Arg

Leu

Ala

Lys

Ala

60

Ala

Gln

Glu

Pro

Lys

140

Ser

Ser

Leu

Pro

Val

Arg

Pro
45

Trp

Arg

Asp

Thr

Glu

125

Val

Trp

Val

Gln

Thr
205

Ile
30

Pro
Lys
val
Glu
Lys
110

Ile

Gly

Lys

Ser
190

Phe

Ser
15
Gly

Gln

Val

Gly
95
Ser

Val

Leu
Glu
175

Glu

Ser

Leu

Glu

Arg

Pro
80

lle
Asn
Asp
Cys
Asp
160
Gln

Leu

Cys
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Sex

lle

225

Vval

Leu

Lys

Pro

Bis

305

Ile

Phe
210
Gln
val
Thr
Asp
Glu
290

Sex

Glu

Gly Leu

<210>3
<211>112
<212> PRT

Ser

Pro

Cys
Gly
275
Ile
Ser

Pro

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 3

Ala Gln Asn

1

Lys Gly Ala

Thr Gly Arg

35

Pro Trp Asp

50

Pro Ala val

63

Asn Arg Asn

Gln 1lle Pro

<210>4
<211> 30

Pro Gly Leu
Arg Val Txp
230

Pro Glu Gly
245

Glu Val Pro
260

Val Pro Leu

Gly Pro Gln

Ris Gly Pro
310

Gly Glu Glu
325

Ile Thr Ala
5

Pro Lys lys
20

Thr Glu Ala
Ser Val Ala
Gly Ile Gln

70

Gly Lys Glu
8%

Gly Lys Pro
100
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Pro Arg His Arg Ala

215

Glu

Gly

Ala

Arg

Pro

Trp

Arg

55

Asp

Thr

Glu

Pro
Ala
Gln
Leu
280
Gln

Glu

Pro

Ile
Pro
Lys
40

Val
Glu

Lys

Ile

Val Pro

vVal Ala
250

Pro Ser
265

Pro Pro

Gly Thr

Ser Arg

Thr Ala
330

Gly Glu
10

Gln Arg
25

Val Leu
Leu Pro
Gly Ile
Ser Asn

%0

Val Asp
105

Leu
235
Pro
Pro
Ser
Tyr
Ala

315

Gly

Pro

Ser

Asn

Phe
75

Leu
220
Glu
Gly
Gln
Pro
Ser
300

val

Ser

Leu

Glu

Pro

Gly

60

Arg

Axrg

Glu

Gly

Ile

Val

285

Cys

Ser

val

Val

Trp

Gln
45

Ser

Cys

Tyr Arg Val

Ser Ala Ser

Thr

Val

Thr

His

270

Leu

Val

Ile

Gly

Lys
30

Gly

Leu

Ala

Gln

\al
255

Trp

Ile

Ala

Ser

Gly
335

Lys
15
Leu

Gly

Fhe

Pro
Leu
240
Thr
Met
Leu
Thr
Ile

320

Ser

Cys

Asn

Gly

Leu

Gln Ala Mat

Arg Val

Glu
110

85

Leu

80

Thr
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4

Ala Gln Asn Ile Thr Ala Arg Ile Gly Glu Pro Leu Val Leu Lys Cys

1 5 10

Lys Gly Ala Pro Lys Lys Pro Pro Gln Arg Leu Glu Trp Lys
20 25 30

15
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