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ES 2359 408 T3

DESCRIPCION
Uso de SLURP-1 para tratar enfermedades relacionadas con la disfuncién de receptores de acetilcolina
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere, de manera general, a composiciones para el uso en el tratamiento o prevencion de
trastornos neuroldgicos y patologias de la piel, asi como para la modulacion de la actividad de los receptores de
acetilcolina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La superfamilia Ly-6/uPAR de receptores y proteinas secretadas contiene un motivo de secuencia de consenso
carboxi-terminal CCXXXXCN (SEQ ID NO:1) y una o varias repeticiones del dominio Ly-6/uPAR, lo cual es definido
por un claro patrén de enlace por disulfuro entre ocho o diez residuos de cisteina (véase Ploug et al., J. Biol. Chem.,
268, 17539-17546 (1993); Ploug y Ellis, FEBS Lett., 349, 163-168 (1994); Casey et al., Blood, 84, 1151-1156
(1994)).

La superfamilia se puede clasificar en dos subfamilias, en base a la presencia o ausencia de una secuencia sefal de
anclaje a GPI (véase Adermann et al.,, Protein Sci., 8, 810-819 (1999)). Las proteinas de receptor Ly-6/uPAR
ancladas a GPI incluyen el gen E inducido por acido retinoico (RIG-E, o Ly-6E humano), el antigeno E48 (Ly-6D
humano); Ly-6H; el PSCA; CD59 o protectina; Lynx1 y uPAR (véase Shan et al., J. Immunol., 160, 197-208 (1998);
Brakenhoff et al., J. Cell Biol., 129, 1677-1689 (1995); Horie et al., Genomics, 53, 365-368 (1998); Reiter et al., Proc.
Natl Acad. Sci. USA, 95, 1735-1740 (1998); Tone et al., J. Mol. Biol., 227, 971-976 (1992)). Se sabe que el gen E48
se expresa en los queratinocitos humanos, pero no en los linfocitos, y modula la adhesion desmosémica célula-
célula de los queratinocitos (Brakenhoff et al., J. Cell Biol., 129, 1677-1689 (1995); Schrijvers et al., Exp. Cell. Res.,
196, 264-269 (1991)). El receptor del activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (UPAR) interactia en
asociacion dinamica con las integrinas e inicia los eventos de sefalizacién que alteran la adhesién, migracion,
proliferacion y diferenciacion celular (véase Blasi y Carmeliet, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 3, 932-943 (2002)). El uPAR
es un miembro lejano de la familia Ly-6/uPAR y, al contrario que otros miembros, contiene tres copias contiguas del
dominio Ly-6/uPAR. La escision diferencial de estos dominios regula las multiples funciones del uPAR (véase
Palfree, Immunol. Today, 12, 170 (1991); Montuori, et al., J .Biol. Chem., 277, 46932-46939 (2002)).

La segunda subfamilia, que tiene un dominio Ly-6/uPAR pero no tiene secuencia sefial de anclaje a GPI, incluye
SLURP-1 y SLURP-2 (véase Adermann et al., Protein Sci., 8, 810-819 (1999); Tsuiji et al., Genomics, 81, 26-33
(2003)). Las mutaciones en el gen que codifica la SLURP-1 han sido implicadas en el Mal de Meleda (MdM), ya que
el gen MdM esta situado en un racimo de genes Ly-6 en el cromosoma 8q24.3 (véase Fischer et al., Eur. J. Hum.
Genet., 6, 542-547 (1998); Fischer et al., Hum. Mol. Genet., 10, 875-880 (2001); Eckl et al, Hum. Genet., 112, 50-56
(2003); Ward et al., J. Invest. Dermatol., 120, 96-98 (2003)).

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona composiciones para el uso en el tratamiento de un trastorno neurolégico en un
paciente administrando una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada a un paciente que padece el
trastorno neurolégico.

La presente invencion también proporciona composiciones para el uso en la prevencién o el retraso del comienzo de
un trastorno neuroldgico en un paciente administrando una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada
a un paciente en riesgo de desarrollar o padecer el trastorno neurolégico.

También se proporcionan composiciones para el uso en la neuroproteccion a un paciente administrando una
cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada al paciente, donde la neuroproteccién previene un trastorno
neurolégico causado por la disfuncion de un receptor de acetilcolina.

La presente invencién proporciona adicionalmente composiciones para el uso en el tratamiento de una patologia de
la piel causada por la disfuncidon de un receptor de acetilcolina expresado en la piel administrando una cantidad
eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada a un paciente que padece la patologia de la piel.

La presente invencion también proporciona composiciones para el uso en la prevencion o el retraso del comienzo de
una patologia de la piel causada por la disfunciéon de un receptor de acetilcolina expresado en la piel administrando
una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada a un paciente en riesgo de desarrollar o padecer la
patologia de la piel.

Se describen composiciones que incluyen una cantidad eficaz de SLURP-1, un mimético de la SLURP-1, o una
combinacién de los mismos y un vehiculo, donde la composicion modula la funciéon de un receptor de acetilcolina
nicotinico alfa 7 o de una proteina relacionada.
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La invencion describe métodos para modular la actividad de un receptor de acetilcolina poniendo en contacto el
receptor de acetilcolina con una cantidad eficaz de SLURP-1, donde la cantidad eficaz de SLURP-1 es de
aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 yuM. En una realizacién preferida, la modulacion del receptor de
acetilcolina restablece la funcién apropiada del receptor de acetilcolina.

La invencion describe métodos de cribado para un modulador de la actividad del receptor de acetilcolina a)
exponiendo un primer receptor de acetilcolina a un compuesto candidato y midiendo la actividad del primer receptor
de acetilcolina después de la exposicién, b) exponiendo un segundo receptor de acetilcolina a una cantidad eficaz de
SLURP-1 o un compuesto relacionado y midiendo la actividad del segundo receptor de acetilcolina después de la
exposicion, y ¢) comparando la actividad del primer receptor de acetilcolina después de la primera exposicion con la
actividad del segundo receptor de acetilcolina después de la exposicién a la SLURP-1 o un compuesto relacionado.
En tales métodos, si la actividad del primer receptor de acetilcolina es similar a la actividad del segundo receptor de
acetilcolina, entonces el compuesto candidato es un modulador de la actividad del receptor de acetilcolina.

En las realizaciones preferidas de la invencion, el trastorno neurolégico que se trata y/o previene puede ser una
patologia causada por la disfuncién de un receptor de acetilcolina. Por ejemplo, el trastorno neurolégico puede incluir
dolor, dolor neuropatico, esquizofrenia, dafios cognitivos, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson.
Asimismo, la patologia de la piel que se trata y/o previene puede incluir Mal de Meleda, cicatrizacion y psoriasis.

En las realizaciones preferidas de la invencion, el receptor de acetilcolina es un receptor de acetilcolina nicotinico.
Especificamente, el receptor de acetilcolina nicotinico puede ser un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 o una
proteina relacionada con el receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7.

En algunas realizaciones, la SLURP-1 es administrada al paciente en una forma madura. Como se emplea en la
presente memoria, la forma madura de la SLURP-1 incluye los aminoacidos 23-103 de la SLURP-1.

La presente invencién también proporciona composiciones para el uso en el tratamiento de un trastorno neurolégico
causado por la disfuncion del receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 administrando una composiciéon que contiene
una cantidad eficaz de SLURP-1, o un mimético de la SLURP-1 o una combinacién de los mismos y un vehiculo a
un paciente que padece el trastorno neurolégico.

También se proporcionan métodos para prevenir o retrasar el comienzo de un trastorno neuroldgico causado por la
disfuncion del receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 administrando una composicion de la presente invencion a un
paciente en riesgo de desarrollar o padecer el trastorno neuroldgico.

La presente invencion proporciona ademas composiciones para el uso en el tratamiento de una patologia de la piel
causada por la disfuncién de un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 expresado en la piel administrando una
composicién que contiene una cantidad eficaz de SLURP-1, o un mimético de la SLURP-1 o una combinaciéon de los
mismos y un vehiculo a un paciente que padece la patologia de la piel.

Asimismo, la presente invencion también proporciona composiciones para el uso en la prevencién o el retraso del
comienzo de una patologia de la piel causada por la disfuncion de un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7
expresado en la piel administrando una composicién de la presente invencion a un paciente en riesgo de desarrollar
o padecer la patologia de la piel.

La presente invencion describe un anticuerpo con una alta afinidad de unién especifica a la SLURP-1. Los
anticuerpos de la invencion pueden ser monoclonales, policlonales o humanizados.

En diversas realizaciones de la invencion, una cantidad eficaz de SLURP-1 puede ser de aproximadamente 1,0 pM a
aproximadamente 10 uM, o formar una disolucion para entrar en contacto con el receptor de acetilcolina de
aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 uM. La cantidad eficaz de SLURP-1 puede ser administrada por
via oral, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intramuscular. La administracion de SLURP-1 también puede
incluir la administracién de un vector de expresidon capaz de expresar la proteina SLURP-1 en el paciente.
Preferiblemente, el paciente que recibe la SLURP-1 es un mamifero. Mas preferiblemente, el paciente es un ser
humano.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
tienen el mismo significado que el que entiende comunmente un especialista habitual en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en
la presente memoria en la practica o ensayos de la presente invencion, se describen mas adelante métodos y
materiales adecuados. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos solamente, y no pretenden ser
limitantes.

Otros rasgos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y
reivindicaciones.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1A es una vista esquematica de un constructo de SLURP-1 recombinante etiquetado con etiqueta HA
y etiqueta myc. Las Figuras 1B y 1C son fotografias correspondientes de inmunoblots que muestran que la
secuencia sefial de la SLURP-1 es escindida durante el procesamiento, y que muestran que la SLURP-1 no
esta glicosilada, respectivamente.

Las Figuras 2A y 2B son fotografias de inmunoblots que muestran la purificacion de la SLURP-1.

La Figura 3A es una representacion esquematica y la Figura 3B es el modelo tridimensional correspondiente
que muestra la homologia estructural entre la SLURP-1, miembros de la familia Ly-6/uPAR y diversas toxinas de
veneno de serpiente.

La Figura 4 es una representacién esquematica que muestra las comparaciones de homologia entre miembros
de la familia Ly-6/uPAR vy diversas toxinas de veneno de serpiente.

La Figura 5A es un registro electrofisiolégico y las Figuras 5B y 5C son graficos de barras y de lineas
correspondientes que muestran que la SLURP-1 modula la actividad de los receptores de acetilcolina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion estd basada en parte en la capacidad de la SLURP-1 de modular la actividad de los
receptores de acetilcolina. La SLURP-1 es una proteina de 9 kDa codificada por el gen ARS B. La secuencia de
aminoacidos de la SLURP-1 tiene 103 residuos de aminoacidos:

MASRWAVQLLLVAAWSMGCGEALKCYTCKEPMTSASCRTITRCKPEDTACMTTLV
TVEAEYPFNQSPVVTRSCSSSCVATDPDSIGAAHLIFCCFRDLCNSEL (SEQ ID NO:2).

La presente invencion proporciona composiciones para el uso en el tratamiento, prevencién o retraso del comienzo
de un trastorno neuroldgico o una patologia de la piel, asi como métodos para modular la actividad de un receptor de
acetilcolina. Como se describe en la presente memoria en los Ejemplos 1 y 2 mas adelante, la SLURP-1 contiene un
péptido sefial en los aminoacidos 1-22 y es secretada por escision de la sefial N-terminal en una forma madura, no
glicosilada (aminoacidos 23-103 de la SEQ ID NO:2).

Se ha mostrado en la presente memoria que la SLURP-1 interactia con los receptores de acetilcolina y modula su
actividad. Por ejemplo, la SLURP-1 aumenté la amplitud de corrientes macroscopicas provocadas por acetilcolina de
una manera dependiente de la concentracion. Especificamente, la SLURP-1 (a una concentracion de 200 pM)
aumento la amplitud de las corrientes macroscopicas provocadas por acetilcolina en un 421+130% (n=6), y 20 nM de
SLURP-1 aumentaron la amplitud en un 1214+£550% (n=4). Véase el Ejemplo 4, mas adelante. Ademas, la SLURP-1
indujo un aumento tanto en la amplitud de la corriente como en la sensibilidad a la acetilcolina, asi como un aumento
en el coeficiente de Hill. Como la aplicacion de SLURP-1 no provocé corrientes en ausencia de acetilcolina, la
SLURP-1 no funciona como ligando o como neurotransmisor. Mas bien, la SLURP-1 modula la funcion de los
receptores de acetilcolina en presencia de su ligando natural, lo que demuestra que la SLURP-1 actia como un
efector alostérico positivo en los receptores de acetilcolina. Este descubrimiento es apoyado ademas por el aumento
de la sensibilidad a la acetilcolina y el aumento de la cooperatividad aparente, que son distintivos de los efectores
alostéricos (véase Changeux y Edelstein, Curr. Opin. Neurobiol., 11, 369-377 (2001)).

La presente invencién también incluye la modulacion de la homeostasis epidérmica del calcio y la proliferacion y
diferenciacion de queratinocitos. La SLURP-1 esta estrechamente relacionada con la subfamilia de citotoxinas de
serpientes y ranas de dominio Unico, es decir, la a-bungarotoxina (Bgtx) y la a-cobratoxina (Cbtx). Véase el Ejemplo
3, mas adelante. Este alto grado de homologia estructural entre la SLURP-1 y estas neurotoxinas de serpiente indica
que la SLURP-1 interactua probablemente con los canales idnicos, los subtipos muscular y neuronal del receptor de
acetilcolina nicotinico, y receptores tanto muscarinicos como nicotinicos que se expresan en los queratinocitos
(véase Grando y Horton, Curr. Opin. Dermatol., 4, 262-268 (1997); Grando, J. Invest. Dermatol. Symp. Proc., 2, 410
48 (1997)). Los receptores de acetilcolina nicotinicos epidérmicos estan implicados en la regulacion de la adhesién
celular, motilidad de los queratinocitos epidérmicos y cicatrizacion (véase Grando et al., J. Invest. Dermatol., 105,
774-781 (1995); Jacobi et al., Am. J. Pathol., 161, 97-104 (2002)).

Estas interacciones de la SLURP-1 son comparables a la accion de la Lynx1. Se ha demostrado que la Lynx1
interactua con los receptores de acetilcolina nicotinicos neuronales en el sistema nervioso central, donde modula la
permeabilidad celular al calcio (véase Miwa et al., Neuron, 23, 105-114 (1999)). El calcio tiene un papel establecido
en la homeostasis de la piel de los mamiferos, y modula la proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos (véase
Menon et al., J. Invest. Dermatol., 84, 508-512 (1985); Elias et al., J. Invest. Dermatol., 119, 1128-1136 (2002)).
Ademas, la asociacién entre el trastorno queratésico de la piel palmoplantar, Mal de Meleda, y las mutaciones en la
SLURP-1 indican que la alteracion o mutaciéon de la proteina SLURP-1 secretada también puede interrumpir la
homeostasis de la piel. Ademas, la sehalizacion de acetilcolina mediante canales de receptores de acetilcolina
nicotinicos alfa (a7) parece ser funcional en los queratinocitos y esencial para la homeostasis epidérmica.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359 408 T3

La presente invencion también describe la modulacidon de respuestas inflamatorias (p.ej., inflamacion cutanea). Por
ejemplo, el TNF-a es una citoquina proinflamatoria pleiotropica que provoca un gran numero de efectos bioldgicos,

que incluyen respuestas inflamatorias e inmunorregulatorias (véase Kondo y Sauder, Eur. J. Immunol., 27, 17130
1718 (1997)). Se sabe que el TNF-a es liberado de los queratinocitos después de la estimulacién con

lipopolisacarido (LPS), luz ultravioleta (UV) o cicatrizacion, y participa en la inflamacion cutanea (véase Kock et al., J.

Exp. Med., 172, 1609-1614 (1990)). La acetilcolina inhibe la liberacion de TNF-a y oftras citoquinas en los
macrofagos primarios, mediante un mecanismo dependiente de los receptores sensibles a la bungarotoxina (véase
Borovikova et al., Nature, 405, 458-462 (2000)). Ademas, se requiere la subunidad del receptor de acetilcolina a7
nicotinico para la inhibicion de la liberacion de TNF-a por parte de los macréfagos (véase Wang et al., Nature, 4.21,

384-388 (2003)), y la inactivacién de esta ruta puede contribuir a una excesiva liberacién sistémica de citoquinas
durante una endotoxemia u otro dafio. Ademas, como el Mal de Meleda se caracteriza por un fenotipo clinico con

una marcada inflamacion cutanea y es debido a una SLURP-1 ausente o mutada, es probable que la SLURP-1

controle la liberacion de TNF-a en los macrofagos dérmicos y en los queratinocitos mediante la activaciéon de los
receptores de acetilcolina nicotinicos, reduciendo de este modo la inflamacién. Por tanto, la SLURP-1 o alteraciones
de la misma (p.ej., mutaciones de punto, deleciones, etc.) pueden modificar la secrecién de TNF-a por parte de los
macrofagos y pueden modificar las respuestas inflamatorias.

El alto grado de homologia estructural entre la SLURP-1 y la familia de proteinas con forma de tres dedos,
combinado con la capacidad de la SLURP-1 de modular la actividad de los receptores de acetilcolina, indica que la
SLURP-1 es también funcionalmente homologa a las toxinas de los venenos. Por tanto, es util para tratar o prevenir
trastornos neurolégicos o patologias de la piel, modular la homeostasis del calcio epidérmico y la proliferacion y
diferenciacion de los queratinocitos, modular la secrecién de TNF-a y modular las respuestas inflamatorias.

Usar SLURP-1 como neuromodulador

La presente invencion proporciona el tratamiento de trastornos neurolégicos en un paciente administrando una
cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1 al paciente que padece el trastorno
neurologico.

La presente invencion también proporciona la prevencion o el retraso del comienzo de trastornos neurolégicos en un
paciente administrando una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada al paciente que padece el
trastorno neurolégico.

La presente invencion proporciona ademas neuroproteccion a un paciente administrando una cantidad eficaz de
SLURP-1 o una proteina relacionada al paciente, donde la neuroproteccién previene un trastorno neurolégico
causado por la disfuncién de un receptor de acetilcolina.

Por ejemplo, el trastorno neurolégico puede incluir cualquier patologia causada por la disfuncion de un receptor de
acetilcolina. Tales trastornos incluyen, pero no se limitan a, dolor, dolor neuropatico, esquizofrenia, dafios cognitivos,
enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson. En una realizacién preferida, el receptor de acetilcolina es un
receptor de acetilcolina nicotinico o un receptor de acetilcolina muscarinico. Preferiblemente, el receptor de
acetilcolina nicotinico es un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 (a7) o una proteina relacionada con el receptor
de acetilcolina nicotinico alfa 7.

En los métodos y composiciones de la invencion, la SLURP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.
En una realizacién preferida, la SLURP-1 esta en una forma madura. Mas preferiblemente, la forma madura de la
SLURP-1 incluye los aminoacidos 23-103 de la SLURP-1.

Los términos "sujeto" o "paciente" estan bien reconocidos en la técnica, y se usan de manera intercambiable en la
presente memoria para referirse a un mamifero, que incluye perro, gato, rata, ratén, mono, vaca, caballo, cabra,
oveja, cerdo, camello y, lo mas preferiblemente, un ser humano. En algunas realizaciones, el paciente es un
paciente necesitado de tratamiento. Sin embargo, en otras realizaciones, el paciente puede ser un sujeto normal,
p.€j., un sujeto que no tiene un trastorno neurolégico conocido o diagnosticado, p.ej., un sujeto neuroldégicamente
libre de trastornos. Alternativamente, el sujeto tiene un trastorno neurolégico conocido, diagnosticado o sospechado.

Los términos "tratar" o "prevenir" también estan reconocidos en la técnica. Como se emplea en la presente memoria,
estos términos se refieren a inhibir, reducir, aliviar o curar una dolencia (tal como un trastorno neurolégico) para la
que esta indicado tal tratamiento. El progreso de tal tratamiento puede ser seguido, p.ej., por cualquier medicion
conocida en la técnica.

Un compuesto o composiciéon farmacéutica de la invencion (p.ej., SLURP-1 o una proteina relacionada con la
SLURP-1 se puede administrar a un paciente en muchos de los bien conocidos métodos usados en la actualidad
para el tratamiento de trastornos neurolégicos. Por ejemplo, para el tratamiento de trastornos neurolégicos, un
compuesto de la invencion se puede administrar por via oral, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intramuscular.
La dosis elegida debe ser suficiente para constituir un tratamiento eficaz, pero no tan alta como para causar efectos
secundarios inaceptables. El estado de la condicion de la enfermedad (p.ej., el trastorno neurolégico) y la salud del
sujeto/paciente deben ser preferiblemente seguidos estrechamente durante y por un periodo de tiempo razonable
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después de la administracion. La administracién también puede incluir la administracién de un vector de expresion
capaz de expresar la proteina SLURP-1 o la proteina relacionada con la SLURP-1 en el sujeto/paciente.

El término "cantidad eficaz", bien conocido en la técnica, se usa en la presente memoria. Se refiere a una cantidad
eficaz en conseguir un resultado deseado, tal como prevenir, tratar, inhibir, reducir, aliviar o curar. En una
realizacién, un compuesto o composicion farmacéutica de la invencion (p.ej., SLURP-1, proteina relacionada con la
SLURP-1, o un miembro de la familia Ly-6/uPAR secretada) se administra en una cantidad eficaz de
aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 uM. En otras realizaciones, la cantidad eficaz es aproximadamente
10 pM a aproximadamente 1 pM; aproximadamente 1 pM a aproximadamente 100 nM; preferiblemente,
aproximadamente 10 pM a aproximadamente 10 nM; o mas preferiblemente, aproximadamente 100 pM a
aproximadamente 1 nM.

Como se emplea en la presente memoria, una “proteina relacionada con la SLURP-1" es una proteina que muestra
homologia estructural a la SLURP-1 (SEQ ID NO:2) o una forma madura de SLURP-1 (p.ej., los aminoacidos 23-103
de SEQ ID NO:2). En una realizacion, una proteina relacionada con la SLURP-1 es aproximadamente 75%
homdlogalidéntica a la SLURP-1 o una forma madura de SLURP-1. En otras realizaciones, una proteina relacionada
con la SLURP-1 es aproximadamente 80% homologa/idéntica; aproximadamente 85% homdloga/idéntica;
preferiblemente, aproximadamente 90% homologal/idéntica; mas preferiblemente, aproximadamente 95%
homologal/idéntica o, lo mas preferiblemente, aproximada- mente 99% homologa/idéntica. En una realizacion
preferida, una proteina relacionada con la SLURP-1 es funcionalmente homoéloga a la SLURP-1 o una forma madura
de SLURP-1.

La homologial/identidad se mide, por regla general, usando un software de analisis de secuencias (p.ej., Sequence
Analysis Software Package del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710
University Avenue, Madison, WI 53705). Se alinean secuencias de aminoacidos similares para obtener el maximo
grado de homologia (es decir, identidad). Para este fin, puede ser necesario introducir artificialmente huecos en la
secuencia. Una vez que se ha establecido el alineamiento 6ptimo, se establece el grado de homologia (es decir,
identidad) registrando todas las posiciones en las que los aminoacidos de ambas secuencias son idénticos, en
relacion al numero total de posiciones.

Los factores de similitud incluyen tamafio, forma y carga eléctrica similares. Un método particularmente preferido
para determinar similitudes de aminoacidos es la matriz PAM250, descrita en Dayhoff et al.,, 5 Atlas Of Protein
Sequence And Structure 345-352 (1978 & Suppl.), incorporado por referencia en la presente memoria. Se calcula
primero una puntuacion de similitud como la suma de las puntuaciones de similitud de aminoacidos alineados por
pares. Las inserciones o deleciones se ignoran para los fines de porcentaje de homologia e identidad. Por
consiguiente, no se usan penalizaciones por huecos ("gap penalties") en este calculo. La puntuacion bruta se
normaliza después dividiéndola por la media geométrica de las puntuaciones del compuesto candidato y la
secuencia de referencia. La media geométrica es la raiz cuadrada del producto de estas puntuaciones. La
puntuacién bruta normalizada es el porcentaje de homologia.

Usar SLURP-1 para tratar o prevenir patologias de la piel

La presente invencién proporciona adicionalmente el tratamiento de patologias de la piel causadas por la disfuncion
de un receptor de acetilcolina expresado en la piel, administrando una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina
relacionada con la SLURP-1 a un paciente que padece la patologia de la piel.

Ademas, la presente invencion también proporciona la prevencion o el retraso del comienzo de patologias de la piel
causadas por la disfunciéon de un receptor de acetilcolina expresado en la piel, administrando una cantidad eficaz de
SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1 a un paciente en riesgo de desarrollar o padecer la patologia
de la piel.

También se describe la modulacion de la homeostasis epidérmica del calcio poniendo en contacto el receptor de
acetilcolina con una cantidad eficaz de SLURP-1, donde la cantidad eficaz de SLURP-1 es de aproximadamente 1
pM a aproximada- mente 10 uM.

La presente invencion proporciona ademas la modulacién de la proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos
poniendo en contacto el receptor de acetilcolina con una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada con
la SLURP-1, donde la cantidad eficaz es de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 pM.

La invencion también proporciona la modulacion de la secrecion de TNF-a poniendo en contacto el receptor de
acetilcolina con una cantidad eficaz SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1, donde la cantidad eficaz
es de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 pM.

Ademas, la invencién también proporciona la modulacién de una respuesta inflamatoria poniendo en contacto el
receptor de acetilcolina con una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1, donde la
cantidad eficaz es de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 uM.
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Preferiblemente, el receptor de acetilcolina es un receptor de acetilcolina nicotinico o un receptor de acetilcolina
muscarinico. Por ejemplo, el receptor de acetilcolina nicotinico es un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 o una
proteina relacionada con el receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7.

En una realizacién, la SLURP-1 que se administra a un paciente tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2. En una realizacion preferida, la SLURP-1 esta en una forma madura. Los expertos en la técnica reconoceran
que la forma madura de SLURP-1 incluye los aminoacidos 23-103 de SEQ ID NO:2.

Preferiblemente, el paciente es un mamifero. Mas preferiblemente, el paciente es un ser humano. El paciente puede
ser un paciente necesitado de tratamiento, o el paciente puede ser un sujeto normal, p.ej., un sujeto que no tiene
patologias de la piel conocidas o diagnosticadas, p.€j., un sujeto libre de patologias de la piel. En otras realizaciones,
el sujeto tiene una patologia de la piel conocida, diagnosticada o sospechada. La patologia de la piel puede incluir,
pero no se limita a, Mal de Meleda, cicatrizacion o psoriasis. Los expertos en la técnica reconoceran que los
métodos y composiciones descritos en la presente memoria se pueden usar para tratar o prevenir cualquier
patologia de la piel que es resultado de una disfuncién de un receptor de acetilcolina expresado en la piel.

Un compuesto o composicion farmacéutica de la invencion (p.ej., SLURP-1 o una proteina relacionada con la
SLURP-1) se puede administrar a un paciente en muchos de los bien conocidos métodos usados en la actualidad
para el tratamiento de patologias de la piel. Por ejemplo, para el tratamiento de patologias de la piel, un compuesto
de la invencién se puede administrar por via oral, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intramuscular. La dosis
elegida debe ser suficiente para constituir un tratamiento eficaz, pero no tan alta como para causar efectos
secundarios inaceptables. La seleccion de una dosis apropiada esta dentro de la experiencia de los expertos en la
técnica. El estado de la condicién de la enfermedad (p.ej., la patologia de la piel) y la salud del sujeto/paciente debe
ser preferiblemente estrechamente seguido durante y en un periodo de tiempo razonable después de la
administracion. La administracion también puede incluir la administracion de un vector de expresion capaz de
expresar la proteina SLURP-1 o proteina relacionada con la SLURP-1.

Por ejemplo, un compuesto o composicion farmacéutica de la invencién (p.ej., SLURP-1, proteina relacionada con la
SLURP-1) es para ser administrada en una cantidad eficaz de aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 yM.
En otras realizaciones, la cantidad eficaz es aproximadamente 10 pM a aproximadamente 1 uM; aproximadamente 1
pM a aproximadamente 100 nM; preferiblemente, aproximadamente 10 pM a aproximadamente 10 nM; o mas
preferiblemente, aproximadamente 100 pM a aproximadamente 1 nM.

Composiciones de SLURP-1 para tratar o prevenir trastornos neuroldégicos o patolo- gias de la piel

La presente invencion también describe composiciones que incluyen una cantidad eficaz de SLURP-1, un mimético
de la SLURP-1, una proteina relacionada con la SLURP-1, o una combinacion de los mismos y un vehiculo, donde la
composiciéon modula la funcién de un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 o de una proteina relacionada. Las
composiciones se describen como parte de un kit.

Asimismo, la presente invencion también proporciona el tratamiento de un trastorno neuroldgico causado por la
disfuncion del receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 administrando una composicién de la presente invencion al
paciente que padece el trastorno neurolégico.

También se proporciona la prevencion o el retraso del comienzo de un trastorno neurolégico causado por la
disfuncién del receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7, administrando una composicién de la presente invencion al
paciente en riesgo de desarrollar o padecer el trastorno neuroldgico.

La presente invencién proporciona ademas el tratamiento de una patologia de la piel causada por la disfuncién de un
receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 expresado en la piel, administrando una composicién de la presente
invencion al paciente que padece la patologia de la piel.

Ademas, la presente invencion también proporciona la prevencion o el retraso del comienzo de una patologia de la
piel causada por la disfuncién de un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 expresado en la piel, administrando una
composicion de la presente invencion al paciente en riesgo de desarrollar o padecer la patologia de la piel.

Los métodos y composiciones de la presente invencion también engloban péptidos miméticos de la SLURP-1
(peptidomiméticos), y péptidos miméticos de proteinas relacionadas con la SLURP-1. Las técnicas para el desarrollo
de péptidos miméticos son bien conocidas en la técnica. (Véase por ejemplo, Navia y Peattie, Trends Pharm Sci 14:
189-195, 1993; Olson et al, J Med Chem 36: 3039-3049). Especificamente, usando la secuencia de aminoacidos de
la SLURP-1, o proteina relacionada con la SLURP-1, tecnologias de cristalografia de rayos X y resonancia
magnética nuclear, junto con modelado molecular computerizado, se desarrolla una hipétesis farmacofora y se
preparan y ensayan compuestos peptidicos miméticos en un sistema de ensayo.

Por ejemplo, la invencién incluye compuestos o composiciones de la invenciéon de SLURP-1 en los que uno o mas

enlaces peptidicos han sido reemplazados por un tipo alternativo de enlace covalente (un "péptido mimético"), que
no es susceptible a la escision por peptidasas. Donde la degradacién proteolitica de los péptidos después de la
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inyeccion en un paciente es un problema, el reemplazo de un enlace peptidico particularmente sensible por un
péptido mimético no escindible hace al péptido resultante mas estable y por tanto mas util como agente terapéutico.
Tales miméticos, y los métodos para incorporarlos en péptidos, son bien conocidos en la técnica. De manera similar,
el reemplazo de un residuo de L-aminoacido es una manera estandar de hacer al péptido menos sensible a la
proteolisis. Las interacciones moleculares de un péptido mimético son similares a las de la molécula existente en la
naturaleza.

Los compuestos, composiciones o composiciones farmacéuticas de la invencion (p.ej.,, SLURP-1, proteina
relacionada con la SLURP-1, y derivados, fragmentos, analogos y homélogos de los mismos) se pueden incorporar
en composiciones adecuadas para la administracion. Tales composiciones comprenden, por regla general, la
molécula de acido nucleico, o proteina, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se emplea en la presente
memoria, "vehiculo" o "vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretenden incluir cualquiera y todos los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la
absorcion, y similares, compatibles con la administraciéon farmacéutica. Se describen vehiculos adecuados en la
edicion mas reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia estandar en el campo, que se
incorpora en la presente memoria por referencia. Los ejemplos preferidos de tales vehiculos o diluyentes incluyen,
pero no se limitan a, agua, suero salino, disoluciones de finger, disolucion de dextrosa, y albumina de suero humana
al 5%. También se pueden usar liposomas y vehiculos no acuosos, tales como aceites fijos. El uso de tales medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en tanto que cualquier
medio 0 agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, el uso del mismo en las composiciones esta
contemplado. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para que sea compatible con su ruta de administracion
pretendida. Los ejemplos de rutas de administracion incluyen administracion parenteral, p.ej., intravenosa,
intradérmica, subcutanea, oral (p.ej., inhalacion), transdérmica (topica), transmucosal y rectal. Las disoluciones o
suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccioén, disolucién salina, aceite fijos, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o
metilparabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como acido
etilendiaminotetraacético; amortiguadores, tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la
tonicidad, tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidroxido de sodio. La preparacion parenteral puede ser encerrada en ampollas, jeringas desechables o
viales de dosis multiple hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (donde
sean solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen suero salino
fisiologico, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o suero salino tamponado con fosfato
(PBS). En todos los casos, la composicién debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto en que exista una
inyectabilidad facil. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y deben ser
preservadas contra la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se
puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del
tamafo de particula requerido en el caso de la dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la
accioén de los microorganismos se puede llevar a cabo mediante diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible
incluir en la composicién agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, y
cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo incluyendo en la
composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto o composiciéon farmacéutica de
la invencion (p.ej., SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1), en la cantidad requerida, en un disolvente
apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido de
una esterilizacion por filtracion. De manera general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo
en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparaciéon de disoluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacion son el secado al vacio y la liofilizacion, que proporcionan un polvo del ingrediente activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una disolucidn esterilizada por filtracion previamente del
mismo.

Las composiciones orales incluyen, de manera general, un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pueden
encerrar en capsulas de gelatina o comprimir en comprimidos. Para el fin de la administracion terapéutica oral, el
compuesto activo se puede incorporar con excipientes y usar en la forma de comprimidos, grageas o capsulas. Las
composiciones orales también se pueden preparar usando un vehiculo fluido para el uso como enjuague bucal, en
donde el compuesto en el vehiculo fluido se aplica por via oral y se hacen gargaras y se expulsa o se traga. Se
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pueden incluir agentes aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, grageas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma de
tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como almidén o lactosa, un agente disgregante, tal como acido alginico,
Primogel o almidén de maiz; un lubricante, tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante, tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante, tal como
menta piperita, salicilato de metilo o aroma de naranja.

Para la administracion por inhalacion, los compuestos se entregan en la forma de un pulverizador de aerosol desde
un recipiente o dispensador presurizado que contiene un propelente adecuado, p.ej., un gas tal como diéxido de
carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosales o transdérmicos. Para administracion
transmucosal o transdérmica, se usan en la formulacion agentes penetrantes apropiados para la barrera a ser
permeada. Tales agentes penetrantes se conocen de manera general en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para
administracion transmucosal, detergentes, sales biliares, y derivados del acido fusidico. La administraciéon
transdérmica se puede llevar a cabo mediante el uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para la
administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, ungiientos, geles o cremas como las
que se conocen de manera general en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en la forma de supositorios (p.ej., con bases para supositorios
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencion para la entrega rectal.

En una realizacion, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protegeran al compuesto contra la
eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacion de liberacion controlada, que incluye implantes y sistemas
de entrega microencapsulados. Se pueden usar polimeros biocompatibles, biodegradables, tal como etileno y
acetato de vinilo, polianhidridos, poli(acido glicélico), colageno, poliortoésteres y poli(acido lactico). Los métodos
para la preparacion de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Los materiales también
se pueden obtener en el mercado en Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También se pueden usar
suspensiones liposomiales (que incluyen liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales a
antigenos virales) como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar segun métodos
conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la patente de EE.UU. N° 4.522.811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosificacion unitaria, por
facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Forma de dosificacién unitaria, como se emplea en la
presente memoria, se refiere a unidades fisicamente discretas adaptadas como dosificaciones unitarias para el
paciente a ser tratado; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para
las formas de dosificacion unitaria de la invencién son dictadas por, y directamente dependientes de, las
caracteristicas unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular a conseguir.

Las composiciones de la invencidon se pueden incluir en un kit, recipiente, envase o dispensador junto con
instrucciones para la administracion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a vectores, preferiblemente vectores de expresién, que contienen un acido
nucleico que codifica una proteina SLURP-1, una proteina relacionada con la SLURP-1, o derivados, fragmentos,
analogos u homoélogos de los mismos. Como se emplea en la presente memoria, el término "vector" se refiere a una
molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual ha sido enlazada. Un tipo de vector es un
"plasmido", el cual se refiere a un bucle de ADN de doble hebra circular en el que se pueden ligar segmentos de
ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en donde se pueden ligar segmentos de ADN en el genoma
viral. Ciertos vectores son capaces de tener una replicacién auténoma en una célula huésped en la cual son
introducidos (p.ej., vectores bacterianos que tienen un origen de replicaciéon bacteriano y vectores episomales de
mamiferos). Otros vectores (p.gj., vectores no episomales de mamiferos) se integran en el genoma de una célula
huésped tras la introduccion en la célula huésped, y de este modo son replicados junto con el genoma del huésped.
Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de los genes a los que estan enlazados de manera
operativa. Tales vectores se denominan en la presente memoria "vectores de expresion". En general, los vectores de
expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan a menudo en la forma de plasmidos. En la
presente memoria descriptiva, "plasmido" y "vector" se pueden usar de manera intercambiable, ya que el plasmido
es la forma de vector usada mas comunmente. Sin embargo, la invencion pretende incluir tales otras formas de
vectores de expresion, tales como vectores virales (p.ej., retrovirus defectivos de replicacion, adenovirus y virus
adeno-asociados), que realizan funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion se pueden disefar para la expresion de una proteina
SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1. Por ejemplo, las proteinas se pueden expresar en células
bacterianas tales como Escherichia coli, células de insectos (usando vectores de expresion de baculovirus) células
de levadura o células de mamiferos. Se discuten adicionalmente células huésped adecuadas en Goeddel, GENE
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EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990),
Alternativamente, el vector de expresién recombinante se puede transcribir y traducir in vitro, por ejemplo usando
secuencias regulatorias del promotor T7 y polimerasa T7.

Métodos de usar SLURP-1 para modular la actividad del receptor de acetilcolina

La presente invencion también proporciona la modulacidon de un receptor de acetilcolina poniendo en contacto el
receptor de acetilcolina con una cantidad eficaz de SLURP-1 o una proteina relacionada con la SLURP-1, donde la
cantidad eficaz es de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 yM. En una realizacion preferida, la
modulacion del receptor de acetilcolina restablece la funcidon apropiada del receptor de acetilcolina.

Por ejemplo, el receptor de acetilcolina es un receptor de acetilcolina nicotinico o un receptor de acetilcolina
muscarinico. Preferiblemente, el receptor de acetilcolina nicotinico es un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 o
una proteina relacionada con el receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7.

La SLURP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2. En una realizacién preferida, la SLURP-1 esta en
una forma madura. Mas preferiblemente, la forma madura de la SLURP-1 incluye los aminoacidos 23-103 de SEQ ID
NO:2.

Los términos "modular" o "modulacién” estan reconocidos en la técnica. Como se emplea en la presente memoria,
esto se refiere a estimular, inducir, regular en ascenso, potenciar o disminuir, inhibir, reducir, reprimir. Como se
emplea en la presente memoria, un "modulador" es una molécula que estimula (es decir, induce, potencia o regula
en ascenso) o inhibe (es decir, reduce, reprime o disminuye) la actividad de un receptor de acetilcolina.

Métodos de cribado para moduladores de la actividad del receptor de acetilcolina

La presente invencién describe un método de cribado para un modulador de la actividad del receptor de acetilcolina
a) exponiendo un primer receptor de acetilcolina a un compuesto candidato y midiendo la actividad del primer
receptor de acetilcolina después de la exposicion, b) exponiendo un segundo receptor de acetilcolina a una cantidad
eficaz de SLURP-1 o un compuesto relacionado y midiendo la actividad del segundo receptor de acetilcolina
después de la exposicion, y ¢) comparando la actividad del primer receptor de acetilcolina después de la primera
exposicion con la actividad del segundo receptor de acetilcolina después de la exposicion a SLURP-1 o un
compuesto relacionado. Si la actividad del primer receptor de acetilcolina es similar a la actividad del segundo
receptor de acetilcolina después de la exposicion, entonces el compuesto candidato es un modulador de la actividad
del receptor de acetilcolina.

El receptor de acetilcolina puede ser un receptor de acetilcolina nicotinico o un receptor de acetilcolina muscarinico.
Preferiblemente, el receptor de acetilcolina nicotinico es un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 o una proteina
relacionada con el receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7.

La SLURP-1 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2. En una realizacién preferida, la SLURP-1 esta en
una forma madura. La forma madura de SLURP-1 incluye los aminoacidos 23-103 de SEQ ID NO:2.

Por regla general, un compuesto de la invencioén (p.ej., SLURP-1 o un proteina relacionada con la SLURP-1, forma
una disolucién para entrar en contacto con el receptor de acetilcolina en una cantidad eficaz de aproximadamente
1,0 pM a aproximadamente 10 uM. En otras realizaciones, la cantidad eficaz es aproximada- mente 10 pM a
aproximadamente 1 pM; aproximadamente 1 pM a aproximadamente 100 nM; preferiblemente 10 pM a
aproximadamente 10 nM; o mas preferiblemente 100 pM a aproximadamente 1 nM.

Anticuerpos anti-SLURP

La presente invencion también describe anticuerpos que tienen una alta afinidad de unién especifica a la SLURP-1.
El anticuerpo puede ser, p.ej., monoclonal, policlonal o humanizado. Por ejemplo, la alta afinidad de unién especifica
se puede representar por una constante de disociacion menor que 5,0 x 10" M. Preferiblemente, la alta afinidad de
union especifica se representa por una constante de disociacién menor que 5,0 x 107 M. Mas preferiblemente, la
alta afinidad de union especifica se representa por una constante de disociacion menor que 5,0 x 107 M.

El término "anticuerpo”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a moléculas de inmunoglobulina y
porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un
sitio de unién con un antigeno que se une de manera especifica (inmunorreacciona con) un antigeno. Tales
anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena Unica, fragmentos Fap,
Fav Y Fab)2, ¥ una libreria de expresion de Fap. En general, una molécula de anticuerpo obtenida de seres humanos
pertenece a cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE y IgD, que difieren unas de otras por la naturaleza de la
cadena pesada presente en la molécula. Ciertas clases tienen subclases también, tales como 19G;4, 1gG,, y otras.
Ademas, en los seres humanos, la cadena ligera puede ser una cadena kappa o una cadena lambda. Las

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2359 408 T3

referencias en la presente memoria a anticuerpos incluyen una referencia a todas las tales clases, subclases vy tipos
de especies de anticuerpos humanos.

Una proteina SLURP-1 aislada, proteina relacionada con la SLURP-1, o péptido mimético de la SLURP-1 de la
invencion puede servir como antigeno, o una porcién o fragmento del mismo, y adicionalmente se puede usar como
inmunégeno para generar anticuerpos que se unan de manera inmunoespecifica al antigeno, usando técnicas
estandar para la preparaciéon de anticuerpos policlonales y monoclonales. Se puede usar la proteina de longitud
completa o, alternativamente, la invencion proporciona fragmentos peptidicos antigénicos del antigeno para el uso
como inmundgenos. Un fragmento peptidico antigénico comprende al menos 6 residuos de aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos de la proteina de longitud completa, y engloba un epitopo de la misma, de tal modo que
un anticuerpo generado contra el péptido forma un complejo inmune especifico con la proteina de longitud completa
o con cualquier fragmento que contenga el epitopo. Por epitopo se hace referencia a un determinante antigénico de
un polipéptido. Por regla general, los epitopos contienen aminoacidos hidrofilos, de tal modo que la region particular
del polipéptido esta localizada en su superficie y es susceptible de ser expuesta en un entorno de base acuosa.
Preferiblemente, el péptido antigénico comprende al menos 3 residuos de aminoacidos en una conformacion
espacial que es Unica para el epitopo. De manera general, el péptido antigénico comprende al menos 5 residuos de
aminoacidos, o al menos 10 residuos de aminodacidos, o al menos 15 residuos de aminoacidos, o al menos 20
residuos de aminoacidos, o al menos 30 residuos de aminoacidos. Ademas, los anticuerpos para una proteina
SLURP-1, proteina relacionada con la SLURP-1, o péptido mimético de la SLURP-1 o fragmentos de los mismos
también pueden ser generados contra oligopéptidos que incluyan una regién conservada.

El andlisis de hidrofobicidad de una proteina SLURP-1, proteina relacionada con la SLURP-1 o secuencia peptidica
mimética de la SLURP-1 indicard qué regiones son particularmente hidréfilas y, por tanto, son susceptibles de
codificar residuos superficiales Utiles para acceder a la produccion de anticuerpos. Como medio para acceder a la
produccién de anticuerpos, se pueden generar por cualquier medio conocido en la técnica graficos de hidropatia que
muestren regiones de hidrofilicidad e hidrofobicidad, medios que incluyen, por ejemplo, los métodos de Kyte Doolittle
o de Hopp Woods, con o bien sin transformacién de Fourier. Véase, p.ej., Hopp y Woods, 1981, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 78: 3824-3825; Kyte y Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-142. Los anticuerpos que son especificos para
uno o mas dominios dentro de una proteina antigénica, o derivados, fragmentos, analogos u homodlogos de la
misma, también se describen en la presente memoria. Una proteina de la invencién, o un derivado, fragmento,
analogo, homologo u ortélogo de la misma, se puede utilizar como inmundgeno en la generacion de anticuerpos que
se unen de manera inmunoespecifica a estos componentes proteicos.

Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para la producciéon de anticuerpos policlonales o
monoclonales dirigidos contra una proteina de la invencién, o contra derivados, fragmentos, analogos, homélogos u
ortélogos de la misma (véase por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E, y Lane D, 1988, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Algunos de estos anticuerpos se discuten mas adelante.

Para la produccion de anticuerpos policlonales, se pueden inmunizar diversos animales huéspedes adecuados (p.€j.,
conejo, cabra, ratdon u otro mamifero) mediante una o mas inyecciones con la proteina nativa, una variante sintética
de la misma, o un derivado de los anteriores. Una preparacion inmunogénica apropiada puede contener, por
ejemplo, la proteina inmunogénica natural, un polipéptido sintetizado quimicamente que representa la proteina
inmunogénica, o una proteina inmunogénica expresada de manera recombinante. Ademas, la proteina puede ser
conjugada a una segunda proteina conocida por ser inmunogénica en el mamifero que se inmuniza. Los ejemplos
de dichas proteinas inmunogénicas incluyen, pero no se limitan a, hemocianina de lapa californiana, albumina de
suero, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de semilla de soja. La preparacion puede incluir ademas un
adyuvante. Diversos adyuvantes usados para aumentar la respuesta inmunolégica incluyen, pero no se limitan a,
adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles minerales (p.ej.,hidroxido de aluminio), sustancias activadoras
de superficies (p.ej., lisolecitina, polioles plurdnicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceites, dinitrofenol, etc.),
adyuvantes utilizables en seres humanos, tales como Bacille Calmette-Guerin y Corynebacterium parvum, o agentes
inmunoestimulatorios similares. Ejemplos adicionales de adyuvantes que se pueden emplear incluyen el adyuvante
MPL-TDM (monofosforil Lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético) y motivos de dinucledtidos CpG (véase,
Krieg, A.M. Biochim Biophys Acta 1489 (1):107-16, 1999). Las moléculas de anticuerpos policlonales dirigidas contra
la proteina inmunogénica pueden ser aislados del mamifero (p.ej. de la sangre) y purificados posteriormente por
técnicas bien conocidas, tales como cromatografia de afinidad usando proteina A o proteina G, que proporcionan
principalmente la fraccién IgG del suero inmune. Posteriormente, o alternativamente, el antigeno especifico que es la
diana de la inmunoglobulina buscada, o un epitopo de la misma, puede ser inmovilizado en una columna para
purificar el anticuerpo especifico inmune por cromatografia de inmunoafinidad. La purificacion de inmunoglobulinas
es discutida, por ejemplo, por D. Wilkinson (The Scientist, publicado por The Scientist, Inc., Philadelphia PA, Vol. 14,
No. 8 (17 de abril de 2000), pags. 25-28).

El término "anticuerpo monoclonal" (MAb) o "composicién de anticuerpo monoclonal”, como se emplea en la
presente memoria, se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo que contienen sélo una especie molecular
de molécula de anticuerpo que consiste en un producto génico de cadena ligera unico y un producto génico de
cadena pesada unico. En particular, las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del anticuerpo
monoclonal son idénticas en todas las moléculas de la poblacién. Los anticuerpos monoclonales, por tanto,
contienen un sitio de unién con el antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo particular del antigeno
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caracterizado por una Unica afinidad de unién por él. Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando
métodos de hibridoma, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 256:495 (1975). En un método de
hibridoma, un ratén, hamster u otro animal huésped apropiado, es inmunizado tipicamente con un agente
inmunizante para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se uniran de manera
especifica al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos pueden ser inmunizados in vitro.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden preparar por métodos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la patente de EE.UU. N° 4.816.567. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencién
se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de
oligonucledtidos que sean capaces de unirse especificamente a los genes que codifican las cadenas pesada vy ligera
de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la invencion sirven como una fuente preferida de dicho ADN.
Una vez que se aisla, el ADN se puede poner en vectores de expresion, que se transfectan después en células
huésped tales como células COS de simios, células de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que no
produzcan por otro lado la proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las
células huésped recombinantes. EI ADN también se puede modificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia
codificante por dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras humanas en lugar de las secuencias murinas
homologas (patente de EE.UU. N° 4.816.567; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)) o uniendo de manera covalente
a la secuencia codificante de la inmunoglobulina todo o parte de la secuencia codificante para un polipéptido no
inmunoglobulinico. Tal polipéptido no inmunoglobulinico puede ser sustituido por los dominios constantes de un
anticuerpo de la invencién, o pueden ser sustituidos por los dominios variables de un sitio combinante con antigeno
de un anticuerpo de la invencién para crear un anticuerpo bivalente quimérico.

Los anticuerpos dirigidos contra los antigenos proteicos de la invencién pueden comprender ademas anticuerpos
humanizados o anticuerpos humanos. Estos anticuerpos son adecuados para la administracion a seres humanos sin
engendrar una respuesta inmune por parte del ser humano contra la inmunoglobulina administrada. Las formas
humanizadas de anticuerpos son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas inmunoglobulinicas o fragmentos de las
mismas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab'), u otras subsecuencias de anticuerpos de unién a antigenos) que estan
comprendidas principalmente de la secuencia de una inmunoglobulina humana, y contienen una secuencia minima
derivada de una inmunoglobulina no humana. La humanizacién se puede realizar siguiendo el método de Winter y
colaboradores (véase Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1938);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo CDRs o secuencias de CDR de roedores por las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. (Véase también la patente de EE.UU. N° 5.225.539.) El
anticuerpo humanizado también comprendera optimamente al menos una porcion de una regidén constante de
inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana (véase Jones et al., 1986; Riechmann et al.,
1988; y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)).

La invencion sera descrita adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Para evaluar si la SLURP-1 es un péptido secretado y determinar la presencia de un sitio de escision putativo de la
secuencia sefal, se produjo una proteina SLURP-1 recombinante con una etiqueta de hemaglutinina (HA) N-terminal
y una etiqueta myc C-terminal. Especificamente, se construyeron plasmidos. Especificamente, para la expresion en
células de mamiferos, el ADNc que codifica para la SLURP-1 se modificé por PCR para anadir sitios de restriccion
5'Hindlll 'y 3'Xbal en sus términos con los siguientes cebadores:

sentido, 5'-AAGCTTGGAGCAATGGCCTCTCGCTGG (SEQ ID NO:3) y

antisentido, 5'-TCTAGAGAGTTCCGAGTTGCAGAGGTC (SEQ ID NO:4).

Los fragmentos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa y se ligaron en pBudCE4 digerido por Hindlll y
Xbal (Invitrogen) para dar el plasmido pBud-SLURP-1, lo que permitié la adicién de una etiqueta myc C-terminal
para la deteccidon por analisis western y una etiqueta Hiss para purificacion. Para generar la proteina SLURP-1
recombinante con etiquetas en ambos términos N y C, el ADNc que codifica para la SLURP-1 se amplificd a partir de
pBud-SLURP-1 por PCR usando cebadores que contenian sitios de restriccion 5'EcoRV y 3'Bglll en sus términos y
que incluian la etiqueta myc. Se usaron los siguientes cebadores:

sentido, 5'-GAGATATCGGAGCAATGGCC-TCTCG (SEQ ID NO:5) y
antisentido, 5-AGAGATCTTCACAGATCCTCTT-CTGAGATG AGTTT (SEQ ID NO:6).

Los fragmentos de PCR se purificaron a partir de geles de agarosa y se ligaron en pCRUZ-HA digerido por EcCoRV y

Bglll (Santa Cruz), para generar pCSLURP-1, lo que permitié la adicién de una etiqueta de hemaglutinina (HA) N-
terminal.
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Los plasmidos resultantes se usaron después para transformar células XL1-Blue competentes. Se escogieron
colonias simples, y se aislo y purific6 ADN plasmido usando reactivos de Qiagen segun las instrucciones del
fabricante. Para la expresién en células de insectos, el plasmido pBud-SLURP-1 fue digerido por Hindlll y EcoRV. EI
fragmento correspondiente al ADNc de la SLURP-1 con una etiqueta myc en el término C se purificé a partir de
geles de agarosa y se ligd en plZ digerido por Hindlll y Xbal (Invitrogen), generando asi pIG-SLURP-1, que codifica
para la misma proteina que el pBud-SLURP-1, incluyendo las etiquetas myc y Hise. La correcta insercion y la
clonacion en marco de todos los plasmidos se verificd por secuenciacion.

Se cultivaron células HEK 293T (ATCC CRL-11268) en medio de Eagle modificado con Dulbecco's suplementado
con suero de ternero fetal al 10% (Gibco), L-glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 mg/ml de
estreptomicina, a 37°C en una atmdsfera humidificada de CO, al 5%. Las células se recolectaron por tripsinizacion
cuando fueron ~90% confluentes y se pusieron en placa a relaciones de divisiéon de 1:5. Se generaron lineas
celulares estables que expresaban SLURP-1 mediante la transfeccion con fosfato de calcio de pBud-SLURP-1 como
se describié previamente (véase Jordan et al., Nucl. Acids Res., 24, 596-601 (1996)) y la selecciéon con Zeocina. Se
aislaron lineas celulares clonales por el método de dilucion. Se mantuvieron células Trichoplusia ni (HighFive,
Invitrogen) a 27°C en medio Express Five® SFM (Life Technologies). Para generar lineas celulares estables, se
transfectaron 10 ug de plZ-SLURP-1 en células HighFive con Cellfecti™ segun las instrucciones del fabricante. Se
afnadio zeocina 48 h después para la seleccion. Las lineas celulares clonales se aislaron con cilindros de clonacion.

La proteina SLURP-1 recombinante producida con una etiqueta de hemaglutinina (HA) N-terminal y una etiqueta
myc C-terminal se muestra en la Figura 1A. Después de la transfeccion transitoria de células 293T con el constructo,
la SLURP-1 fue identificada 48 h después en el medio de cultivo por inmunoblotting con anticuerpos anti-myc (véase
la Figura 1B). Como se muestra en la Figura 1B, el inmunoblotting con anticuerpos anti-HA no indicé la presencia de
SLURP-1 en el medio de cultivo. Estos resultados muestran que la secuencia sefial de la SLURP-1 es escindida
antes de la secrecion durante el procesamiento intracelular.

Se purific6 SLURP-1 etiquetada con polihistidina recombinante mediante una cromatografia de afinidad al cobalto
con resina Talon (Clontech). Especificamente, se purific6 SLURP-1 recombinante usando la etiqueta Hiss del medio
de cultivo de células de mamiferos e insectos transfectadas de manera estable, que fueron cultivadas durante 3 dias
antes de recolectar el medio. Después de una dialisis contra amortiguador A (fosfato de sodio 50 mM; NaCl 300 mM;
pH 7,4), los sobrenadantes fueron incubados con resina Talon (Clontech) y el protocolo del amortiguador nativo
provisto. Después de un lavado, la proteina de fusion fue eluida con amortiguador A que contenia imidazol 150 mM.
Las fracciones que contenian SLURP-1 fueron bien dializadas contra el amortiguador A o bien cargadas en una
columna de cromatografia de filtracion en gel BioRad BioPrepSE-100/17 y eluidas con amortiguador A para obtener
SLURP-1 pura recombinante.

La Figura 2A muestra la linea celular estable 293T-SLURP-1 generada por la transfeccion en fosfato de calcio y
selecciéon con Zeocina. El medio de cultivo fue recogido después de 72 h. La SLURP-1 etiquetada con His6 se
purificé a partir del medio de cultivo con resina Talon. Se cargaron fracciones en un SDS-PAGE al 15%. Las
proteinas fueron reveladas bien por tincion con plata o bien por inmunoblotting con anticuerpo anti-myc. Calle 1,
entrada; calle 2, flujo que atraviesa; calle 3, lavado 1; calle 4, lavado 2; calle 5, elucién 1; calle 6, elucién 2. Los
resultados de la Figura 2A muestran que la mayoria de las proteinas no se unieron a la resina, y permanecieron en
la fraccion del flujo que atraviesa.

La Figura 2B muestra SDS-PAGE (acrilamida al 15%) tefiido con plata de SLURP-1 recombinante después de la
purificacion con resina Talon y cromatografia de exclusion de tamafios. Los resultados de la Figura 2B muestran que
las proteinas co-purificadas fueron eliminadas por filtracion en gel (BioRad BioPrepSE-100/17) y se obtuvo SLURP-1
pura recombinante. El rendimiento final estimado fue aproximadamente 100 ug de proteina por litro de medio de
cultivo.

Ejemplo 2

Dado que la glicosilacion de proteinas puede cambiar las propiedades bioldgicas, y dado que la SLURP-1 contiene
un sitio de N-glicosilacién putativo en N64, una SLURP-1 parcialmente purificada producida en células de mamiferos
e insectos fue incubada con N-glicosidasa F, la cual hidroliza las cadenas de N-glicano. Especificamente,
aproximadamente 10 mg de SLURP-1 etiquetada con myc-His6, parcialmente purificada a partir un medio de cultivo
de células de insectos o bien de mamiferos, se diluyeron en una disoluciéon de fosfato de sodio 25 mM (pH 7,0),
EDTA 25 mM, y SDS al 0,15% y después se calenté a 100°C durante 5 min. Después de haberse enfriado la
disolucion, se anadio Nonidet P-40 al 10% y N-glicosidasa F 0,6U (Roche) (concentraciones finales de detergente,
0,1% de SDS y 0,5% de Nonidet P-40) y la mezcla se incubé a 37°C durante 20 h. La reaccion fue detenida
afadiendo amortiguador de muestras SDS-PAGE, seguido de una incubacién a 100° C durante 5 min. Después, las
muestras se cargaron en SDS-PAGE al 15% y se revelaron con tincion de plata o analisis western blot con
anticuerpo anti-myc, usando proteinas co-purificadas como control positivo interno para la actividad de la NI
glicosidasa F. El desplazamiento en la migracién de algunas de estas proteinas co-purificadas indicé el
funcionamiento apropiado de la enzima. La flecha en la Figura 1C indica que no estaban presentes proteinas
desglicosiladas co-purificadas antes del tratamiento con N-glicosidasa. Los resultados en la Figura 1C muestran que
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el tratamiento con N-glicosidasa no modificd la migracion de la SLURP-1, indicando que la SLURP-1 no esta
glicosilada.

Ejemplo 3

Como la SLURP-1 es un miembro de las familias Ly-6/aBgtx, se realizaron estudios de andlisis estructural para
determinar la similitud de la SLURP-1 a otras proteinas. La Figura 3A muestra un arbol filogenético de las familias
Ly-6/aBgtx que indica la relacién entre toxinas secretadas por serpientes y la familia Ly-6/uPAR anclada con GPI. El
calculo del arbol filogenético se basa en un método de distancia de secuencias y utiliza el algoritmo de unién vecinal
(véase Saitou y Nei, Mol. Biol. Evol., 4, 406-425 (1987). La Figura 4 muestra la comparacion de constitucion de
dominio entre miembros de la familia Ly-6/uPAR y toxinas de venenos de serpiente. Todas las proteinas de la familia
comparten el mismo dominio de consenso. uUPAR comparte la misma estructura pero contiene también tres dominios
Ly-6/uPAR contiguos. La secuencia sefial de anclaje a GPI indica un sitio de escision después de la adicion del resto
GPI. Los datos en la Figura 3A y en la Figura 4 muestran que el analisis filogenético basado en la secuencia de
aminoacidos de la SLURP-1 revela una estrecha relacion con la subfamilia de citotoxinas de serpiente y rana de
dominio unico, es decir, a-bungarotoxina. Los datos muestran ademas que la SLURP-1 est4 filogenéticamente mas
estrechamente relacionada con las toxinas de serpiente que con los receptores anclados a GPI de los mamiferos.

Para analizar adicionalmente la estructura de la SLURP-1, se generé un modelo tridimensional. Especificamente, se
construyé un modelo tridimensional de la SLURP-1 mediante el programa de ordenador 3D-PSSM (véase Kelley et
al., J. Mol. Biol., 299, 499-520 (2000)). ElI 3D-PSSM (matriz de puntuacion especifica a la posicion tridimensional)
usa alineaciones estructurales de proteinas homoélogas de estructura tridimensional similar en la base de datos de la
clasificacion estructural de las proteinas (SCOP) para obtener una equivalencia estructural de residuos. Estas
equivalencias se usan para extender secuencias alineadas multiples obtenidas por investigaciones estandar de
secuencias. La gran alineacion multiple basada en la superfamilia resultante es convertida en un PSSM. Combinado
con el emparejamiento de estructuras secundarias y potenciales de solvatacion, el 3D-PSSM puede reconocer
relaciones estructurales y funcionales entre proteinas homoélogas (véase Kelley et al., J. Mol. Biol., 299, 499-520
(2000)). La Figura 3B muestra la comparacion del modelo de la SLURP-1 (izquierda) y la estructura por RMN
experimental del dominio extracelular CD59 (derecha, cddigo PDB: 1ERG). Las cisteinas de la SLURP-1 estan
coloreadas de amarillo, como los puentes disulfuro del dominio extracelular CD59. Los datos indican la disposicion
homdloga de los puentes disulfuro del CD59 y las cisteinas de la SLURP-1. Ambas proteinas adoptan
estructuralmente, o se predice que adoptan, la caracteristica apariencia de tres dedos de las proteinas de serpiente.
Los extremos N- y C-terminales de las moléculas estan marcados. El analisis de la estructura tridimensional de la
SLURP-1 en la Figura 3B muestra que la SLURP-1 se asemeja a la estructura tridimensional de otras proteinas Ly-6
y toxinas de veneno de rana y serpiente con forma de tres dedos, es decir, CD59 y a-bungarotoxina.

Ejemplo 4

Se realizé un estudio para determinar si la SLURP-1 interactua con los receptores de acetilcolina nicotinicos y es
funcionalmente homéloga a las toxinas de venenos. En el estudio, se examinaron respuestas de corriente
macroscopicas provocadas por acetilcolina en oocitos de Xenopus de control y tratados con SLURP-1 que expresan
receptores de acetilcolina nicotinicos a7 humanos recombinantes.

Especificamente, se aislaron y prepararon oocitos de X. laevis como se describié previamente (véase Bertrand et
al., In: Methods in Neuroscience, Conn, M. (ed.). Academic Press, New York, Vol. 4, pags. 174-193 (1991)). Los
oocitos fueron inyectados intranuclearmente con 2 ng de ADNc a7 humano y fueron mantenidos en pocillos
independientes de una placa de microvaloracién de 96 pocillos a 18°C. El medio de control OR2 consistié en NaCl
88 mM, KCI 2,5 mM, HEPES 10 mM, MgCl, 1 mM y CaCl; 2 mM, pH 7,4, ajustado con NaOH. Se llevaron a cabo
experimentos de electrofisiologia 2-4 dias después de la inyeccién de ADNc. Los registros electrofisiologicos se
realizaron usando un amplificador de pinzamiento de voltaje de dos electrodos (GeneClamp; Axon Instruments,
Union City, CA, USA); el potencial basal fue -100mV. Los electrodos estaban hechos de vidrio de borosilicato y
contenian KCI 3 M. Ser realizaron intercambios de disoluciones mediante un sistema automati- zado basado en un
robot manipulador de liquidos. Los oocitos fueron continuamente perfundidos con OR2 excepto durante la
incubacién del péptido. Los oocitos fueron mantenidos a 18°C durante los experimentos. Las curvas dosis-respuesta
se ajustaron mediante la ecuacion y=lmax* {1/(1 + (ECso/[Ach])")}, donde Imax s la amplitud de corriente normalizada
maxima, EC50 la concentracion de agonista de eficacia media, n el coeficiente de Hill y [Ach] la concentraciéon de
acetilcolina.

Las respuestas provocadas por acetilcolina se midieron antes y después de la exposicion (2,5-5 min) a SLURP-1
altamente purificada. La SLURP-1 aumenté la amplitud de las corrientes macroscépicas provocadas por acetilcolina
de una manera dependiente de la concentracién. La Figura 5A muestra respuestas de corriente antes y después de
5 min de exposicién a SLURP-1 20 nM. Las corrientes fueron activadas por una aplicacion de 2 s de acetilcolina 100
mM. Los resultados de la Figura 5A muestran que a una concentracion de 200 pM, la SLURP-1 aumento la amplitud
de las corrientes macroscopicas provocadas por acetilcolina en un 421£130% (n=6), y la SLURP-1 a 20 nM aumentd
la amplitud en un 1214+£550%(n=4), comparado con el control. Como se muestra en la Figura 5B, la curva dosis-
respuesta indica que la SLURP-1 potencia homopentameros de los receptores de acetilcolina nicotinicos a7, dado
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que la ECsp fue 175 uM de acetilcolina para los controles y cayé a 68 uM de acetilcolina después del tratamiento con
SLURP-1. La Figura 5C muestra que la SLURP-1 a 200 pM desplazé la curva dosis-respuesta de la acetilcolina
(cuadrados cerrados) a la izquierda, y aumento la Emax (circulos soélidos). La EC50 fue 178 uM para el control y 68
UM después de 2,5 min de exposicion a la SLURP-1 (200 pM). n = 6 para cada punto de datos. Los efectos de la
SLURP-1 sobre la curva dosis-respuesta de Acetilcolina indican que una concentracion de 200 pM causa un
aumento tanto en la amplitud de la corriente como en la sensibilidad a la Acetilcolina, asi como un aumento en el
coeficiente de Hill. La aplicacion de SLURP-1 no provocdé corrientes en ausencia de Acetilcolina. >Por tanto, la
SLURP-1 funciona no como ligando o neurotransmisor, sino que modula la funcién del receptor en presencia de su
ligando natural de una manera consistente con un modo de accién alostérico.

Ejemplo 5

Para caracterizar adicionalmente la electrofisiologia de la actividad de la SLURP-1 sobre los receptores de
acetilcolina e identificar el sitio de interaccion, se construyen subunidades quiméricas a partir de a7 y subunidades
que no son potenciadas por la SLURP-1 y los expresan en oocitos de X. laevis. Los residuos de aminoacidos
especificos implicados en la accion de la SLURP-1 se identifican usando subunidades a7 que contienen mutaciones
de punto Unico. Los estudios electrofisiolégicos se extienden a queratinocitos en cultivo y otros tipos de células que
expresan el receptor de acetilcolina diana de la SLURP-1. El impacto de la SLURP-1 sobre la diferenciacion de los
queratinocitos se estudia en cultivos de piel organotipicos.

La interaccion de la SLURP-1 con los receptores de acetilcolina se caracteriza a nivel molecular. Los efectos de las
proteinas SLURP-1 mutadas se comparan con los de SLURP-1 nativa sobre receptores de acetilcolina homoméricos
y heteroméricos. La identificacién de residuos esenciales para la interaccion de la SLURP-1 con su(s) diana(s)
facilita el disefio de moléculas bien imitando o bien antagonizando el efecto de la SLURP-1, dado que la interaccion
de toxinas con forma de tres dedos con su diana implica a menudo sélo unos pocos aminoacidos, bien agrupados o
bien extendidos a lo largo de la estructura primaria de las proteinas (véase Kini, Clin Exp Pharmacol Physiol 29(9):
815-22 (2002)).

Para determinar la localizacion in situ de la SLURP-1 y sus transcriptos, se llevan a cabo estudios de hibridacién in
situ sobre biopsias humanas usando anticuerpos anti-SLURP-1. Se pueden generar anticuerpos anti-SLURP-1
monoclonales y policlonales para dominios especificos (es decir, dominio interno) de la SLURP-1 para estos y
adicionales estudios. Estos estudios complementaran los estudios inmunohistoquimicos que localizan la SLURP-1
en diversos epitelios (véase Mastrangeli y Donini, Eur J Dermatol 13(6): 560-70 (2003)). Estos estudios identificaran
la expresion alterada de SLURP-1 en ciertas patologias, p.ej., trastornos dermatoldgicos.

Para determinar la eficacia de la SLURP-1 sobre la expresion de genes in vivo, se someten biopsias humanas y
ratones transgénicos de SLURP-1 a un analisis de micromatrices. La expresion de SLURP-1 en estos ratones
transgénicos esta bajo el control del promotor de la queratina 14 (expresion de la capa basal). Estos estudios
permiten la identificacién de los efectos fisiolégicos exactos de la SLURP-1 in vivo.

Ejemplo 6

Para determinar la actividad de otros miembros secretados de la familia Ly-6/uPAR (Isoforma A de Lynx-1, Isoforma
B de Lynx-1 y RGTR-430), se generan proteinas recombinantes de miembros de la familia Ly-6/uPAR que expresan
etiquetas c-myc y Hiss como se describio (véase el Ejemplo 1, mas arriba, y Chimineti et al., Hum Mol Genet 12(22):
3017-24 (2003)). Estas proteinas recombinantes de miembros de la familia Ly-6/uPAR se purifican hasta la
homogeneidad aparente en dos etapas por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados vy filtracion en gel
como se describio (véase el Ejemplo 1, mas arriba; Chimineti et al., Hum Mol Genet 12(22): 3017-24 (2003); Ibanez
et al.,, Neuron 33(6): 893-903 (2002)). Ademas, se generan anticuerpos monoclonales y policlonales a proteinas
miembros de la familia Ly-6/uPAR secretadas especificas. Estos anticuerpos se pueden generar para dominios
especificos. Alternativamente, dado que la homologia entre proteinas miembros de la familia Ly-6/uPAR secretadas
es baja, se pueden inmunizar conejos con proteinas completas o proteinas de fusién con GST.

Se han analizado diversos tejidos para determinar la expresion de genes que codifican los miembros de la familia
Ly-6/uPAR secretados usando RT-PCR. Los estudios muestran que los transcriptos para SLURP-1, RGTR-430 e
Isoforma B de Lynx-1 estan altamente expresados en la epidermis y en los queratinocitos humanos normales en
cultivo; mientras que la expresion del transcripto 3 de Lynx-1, que codifica para la Isoforma C anclada a GPI, esta
mucho mas ubicuamente expresada. Ademas, los efectos de las proteinas miembros de la familia Ly-6/uPAR
secretadas se pueden evaluar en canales idnicos cerrados por ligando expresados en oocitos de X. laevis para
identificar su accion sobre la actividad de los receptores de acetilcolina como se describié (véase el Ejemplo 4, mas
arriba; Chimineti et al., Hum Mol Genet 12(22): 3017-24 (2003)).
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OTRAS REALIZACIONES

Aunque la invenciéon ha sido descrita junto con la descripcion detallada de la misma, la siguiente descripcidn
pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, la cual es definida por el alcance de las reivindicaciones
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende una cantidad eficaz de SLURP-1 para el uso en el tratamiento de un trastorno
neuroldgico en un paciente.

Composicion que comprende una cantidad eficaz de SLURP-1 para el uso para prevenir o retrasar el comienzo
de un trastorno neurolégico en un paciente.

Composicion que comprende una cantidad eficaz de SLURP-1 para el uso para la neuroproteccién de un
paciente.

La composicidn para el uso segun las reivindicaciones 1-3, en donde el trastorno neurolégico se selecciona del
grupo que consiste en dolor, dolor neuropatico, esquizofrenia, dafios cognitivos, enfermedad de Alzheimer y
enfermedad de Parkinson.

Composicion que comprende una cantidad eficaz de SLURP-1 para el uso en el tratamiento de una patologia
de la piel.

Composicion que comprende una cantidad eficaz de SLURP-1 para el uso para prevenir o retrasar el comienzo
de una patologia de la piel.

La composicién para el uso segun las reivindicaciones 5 6 6, en donde la patologia de la piel se selecciona del
grupo que consiste en Mal de Meleda, cicatrizacién y psoriasis.

La composicién para el uso segun la reivindicaciéon 7, en donde dicha patologia de la piel esta causada por la
disfuncién de un receptor de acetilcolina expresado en la piel.

La composicion para el uso segun la reivindicacion 4, en donde dicho trastorno neurolégico estd causado por la
disfuncion de un receptor de acetilcolina.

La composicion para el uso segun las reivindicaciones 8 6 9, en donde la composicién modula la actividad de
un receptor de acetilcolina.

La composicion para el uso segun las reivindicaciones 8-10, en donde el receptor de acetilcolina es un receptor
de acetilcolina nicotinico.

La composicion para el uso segun la reivindicacién 11, en donde el receptor de acetilcolina nicotinico se
selecciona del grupo que consiste en un receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7 y una proteina relacionada con
el receptor de acetilcolina nicotinico alfa 7.

La composicién para el uso segun las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad eficaz de SLURP-1 es de
aproximadamente 1,0 pM a aproximadamente 10 uM.

La composicion para el uso segun las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad eficaz de SLURP-1 es para la
administracion al paciente por un método seleccionado del grupo que consiste en via oral, intravenosa,
intraperitoneal, intranasal e intramuscular.

La composicién para el uso segun las reivindicaciones 1-7, en la que el compuesto comprende ademas un
vector de expresion capaz de expresar la proteina SLURP-1 en un paciente.

La composicién para el uso segun las reivindicaciones 1-7, en la que la SLURP-1 esta en una forma madura.

La composicién para el uso segun la reivindicacion 16, en la que la forma madura de SLURP-1 comprende los
aminoacidos 23-103 de la SLURP-1.

La composicion para el uso segun las reivindicaciones 1-7, en donde el paciente es un mamifero.
La composicion para el uso segun la reivindicaciéon 18, en donde el mamifero es un ser humano.

La composicidn para el uso segun la reivindicacion 10, en donde dicha modulacién del receptor de acetilcolina
restablece la funcion apropiada del receptor de acetilcolina.
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