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DESCRIPCION

Uso de péptidos miméticos del acido poli-Alfa 2,8-sialico para modular funciones de NCAM

La invencion se refiere al uso de péptidos miméticos del acido poli-(2,8 sialico (PSA) para modular funciones de NCAM
dependientes especificamente de PSA in vitro e in vivo y a su aplicacién para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, lesiones del cerebro y de la médula espinal, problemas de aprendizaje y memoria relacionados con
la edad y céncer.

La capacidad de las células de modificar sus interacciones en la superficie celular con otras células, incluyendo
neuronas y células gliales, es un componente critico del desarrollo, remodelacion y reparacién del tejido nervioso, asi
como de la formacion tumoral y metastasis. Entre muchas moléculas candidatas que estan implicadas potencialmente
en un proceso de esto tipo, las isoformas de la molécula de adhesién celular neuronal (NCAM), un miembro de la

superfamilia de 1gG, que portan un polimero de carbohidrato no convencional, acido poli-(2,8-sialico (PSA), son de
interés particular.

El PSA es un polimero de restos de acido N-acetilneuraminico cargados negativamente (acido sialico) en un enlace alfa
2,8. La cadena de PSA unica transportada por NCAM, consiste generalmente en al menos 30 unidades de repeticion
con la longitud de la cadena variando considerablemente en NCAM aislada a partir de diversas fuentes (von Der Ohe et
al, Glicobiology, 2002, 12, 47-63; Rougon et al, Eur. J. Cell. Biol., 1993a, 61, 197-207). Por comparacion, el acido polil

(2,8-sidlico que se encuentra en la capsula de bacterias tales como Neisseria meningitidis de Grupo B y E. coli K1 forma
polimeros mas largos de aproximadamente 200 unidades de repeticion.

Los estudios que usan microscopia de NMR indican que PSA tiene una estructura helicoidal en soluciéon que consiste en
ocho o mas unidades de &cido sialico contiguas (Rougon et al, 1993a, mencionado anteriormente; Yamasaki et al 1991).
PSA tiene un volumen hidratado grande y una densidad de carga negativa elevada y, por lo tanto, estd en condiciones
de atenuar las fuerzas de adhesion y de regular negativamente las interacciones globales de la superficie celular
(Rutishauser et al., Science, 1988, 240, 53-57). Todas las isoformas de corte y empalme alternativo conocidas de NCAM
se pueden polisializar en el quinto dominio similar a Ig (Rougon et al, 1993a, mencionado anteriormente) y NCAM es la
Unica transportadora identificada claramente de acido polisidlico en el sistema nervioso (Rougon et al, J. Cell. Biol.,

1986, 103, 2429-2437). Aunque existe un informe que describe la asociacion de PSA con la cadena { del canal de Na
(Zuber et al, J. Biol. Chem., 1992, 267, 9965-9971), la ausencia de inmunorreactividad de PSA en ratones knock-out de
NCAM (Cremer et al, Nature, 1994367, 455-457) sugiere que NCAM es la transportadora principal si no la unica de PSA
en el cerebro de vertebrados.

La union de PSA a NCAM es un proceso regulado embriolégicamente; NCAM con alto contenido en PSA esta asociada
con los cambios morfogenéticos durante el desarrollo tales como migracidon celular, sinaptogénesis y crecimiento y
ramificacion axonal, mientras que en el cerebro adulto dominan las formas poco sialiladas de NCAM (Rougon et al,
Polysialic Acid, 1993b, Roth J.R. Rutishauser U. y Troy F.A. (eds.), Birkhauser-Verlag: Basel, 323-333 ; Rutishauser et
al., 1998, mencionado anteriormente; Edelman et al, Annu. Rev. Cell. Biol., 1986, 2, 81-116). Sin embargo, PSA-NCAM
persiste en las estructuras del cerebro adulto que presentan un alto grado de plasticidad (Rougon et al, 1993a,
mencionado anteriormente). Por ejemplo, PSA-NCAM es necesario para dos formas esenciales de plasticidad sinaptica
inducida por actividad, potenciacioén a largo plazo (LTP) y depresién a largo plazo (LTD), que se cree que son centrales
para el aprendizaje y la memoria asi como la formacion de patron dependiente de actividad durante el desarrollo. (Muller
et al, Neuron, 1996, 17, 413-422). De hecho, el tejido del hipocampo preparado a partir de ratones mutantes de NCAM
mostré una capacidad marcadamente reducida de LTP asi de LTD y este defecto se podria mimetizar mediante la
destruccion enzimatica del resto PSA de NCAM. Estas observaciones indican que PSA en lugar de la proteina NCAM es
necesario para la plasticidad. La plasticidad morfolégica que ocurre en el sistema hipotalamo-neurohipofisario
(Theodosis et al., J. Neurosci., 1999, 19, 10228-10236) también depende de la presencia de PSA ya que la inyeccion in
vivo de endoneuraminidasa la evita.

PSA-NCAM se re-expresa en varias situaciones patoldgicas tales como regeneracion muscular, regeneracion axonal y
tumores cerebrales (Figarella-Branger et al, Cancer res, 1990, 50, 6364-6370; Dubois et al, Neuromuscul. Disord., 1994,
4, 171-182; Aubert et al, Comp. Neurol. 1998, 399, 1-19; Muller et al, Neuroscience, 1994, 61, 441-445) o enfermedades
neurodegenerativas cerebrales (Le Gal La Salle et al., J. Neurosci.,, 1992, 12, 872-882). Basandose en estas
observaciones, PSA-NCAM surgié como un factor permisivo importante para los cambios dinamicos en las interacciones
de la superficie celular necesarias para la morfogénesis y la remodelacion de tejido (Rougon et al, 1993b, mencionado
anteriormente; Figarella-Branger, 1993; Rutishauser, Development, 1992, 99-104).

Muchos tumores con caracteristicas neurales y endocrinas expresaban PSA-NCAM. Por ejemplo, PSA-NCAM se ha
detectado en neuroblastomas y méduloblastomas (Figarella-Branger et al., mencionado anteriormente), carcinoma de
células pequenas del pulmén (Patel et al, Int. J. Cancer, 1989, 44, 573-578) y rabdomiosarcomas y posiblemente esta
relacionado con el potencial invasivo y metastatico de estos tumores (Rougon et al.1993b, mencionado anteriormente).
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Recientemente, la inyeccion de neuraminidasa en un modelo de raton desnudo para metastasis mostré que la
eliminacion de PSA en el tumor primario retardaba la metastasis. (Daniel et al., Oncogene, 2001, 20, 997-1004).

Por tanto, la molécula de PSA-NCAM y mas precisamente el PSA de carbohidrato representa una de las dianas
potenciales de enfoques terapéuticos futuros para promover la plasticidad y recuperacion funcional después de dafio
cerebral o para evitar la formacién de metastasis.

Por lo tanto, se han desarrollado varias estrategias para modular las funciones de PSA:

- manipulaciones genéticas: ratones knock-out para NCAM o polilsialiliransferasa (Cremer et al, mencionado
anteriormente): esta estrategia no abre perspectiva para terapia,

- digestion enzimatica: endoneuraminidasa (Theodosis et al, mencionado anteriormente; Daniel et al,
mencionado anteriormente): su potencial terapéutico es mas bien limitado debido a su gran tamafio y a la difusion
limitada in vivo y a la posibilidad de inducir una respuesta inmune,

- anticuerpos monoclonales anti-PSA (Monnier et al, Developmental Biology, 2001, 229, 1-14); su potencial
terapéutico es mas bien limitado debido a su naturaleza de anticuerpo,

- Acido colominico, un analogo de PSA aislado a partir de capsula bacteriana; su potencial terapéutico esta mas
bien limitado debido a su inestabilidad a pH acido y a la imposibilidad de controlar su composicién exacta en funciéon de
la pureza y homogeneidad (calibracion de la longitud de la cadena de &cido sidlico, de un lote a otro),

- N-butanoilmanosamina (ManBut), una molécula pequefia capaz de inhibir la biosintesis de PSA in vitro (Mahal
et al, Science, 2001, 294, 380-382); su actividad no se ha demostrado in vivo.

Sin embargo, hasta la fecha estas estrategias que se han usado para descubrir mecanismos de accion o funciones de
PSA, no han conducido al descubrimiento de nuevos farmacos capaces de modular las funciones de PSA in vivo.

Por lo tanto, existe una necesidad de moléculas nuevas capaces de modular especificamente las funciones de NCAM
dependientes de PSA in vivo, que se puedan usar como composiciones farmacéuticas para promover la plasticidad y la
recuperacion funcional después de dafo cerebral o de la médula espinal o para evitar metastasis.

Los péptidos que representan miméticos moleculares de epitopos de carbohidrato a partir de microorganismos
incluyendo epitopos especificos de PSA de Neisseria meningitidis de Grupo B se han descrito con miras a desarrollar
candidatos de vacuna seguros y eficaces frente a estos microorganismos (Shin et al, Infection and Immunity, 2001, 69,
3335-3342); los péptidos especificos de PSA de Neisseria meningitidis de Grupo B descritos en Shin et al, representan
epitopos que son diferentes de los epitopos de PSA de las células de vertebrado (neuronas) y, por tanto, no inducen
anticuerpos que se unen a dicho PSA neuronal (PSA unido a NCAM) y pueden provocar dafio neuroldgico.
Adicionalmente, Shin et al describen sélo dos péptidos (DHQRFFV (SEC ID N°: 31) y AHQASFV (SEC ID N°: 32) que
representan miméticos de PSA unidos a epitopos de NCAM, que se usan como control para demostrar la especificidad
de los péptidos miméticos de PSA de Neisseria meningitidis de Grupo B.

Los inventores han aislado otros péptidos que son miméticos moleculares de PSA unidos a epitopos de NCAM vy los
mismos han demostrado que estos péptidos miméticos de PSA son capaces de modular (potenciar o inhibir), in vivo, de
una manera dependiente de PSA, los procesos celulares que normalmente estan influidos por la polisialilacion de
NCAM. Por ejemplo, los inventores han demostrado un efecto significativo de los péptidos miméticos de PSA, in vivo,
sobre el crecimiento, guia y fasciculacién de los axones asi como sobre la migracién de las neuronas. Adicionalmente,
la administracion de péptidos miméticos de PSA da como resultado la recuperacién funcional después de lesion de
médula espinal y también esta acompafiada por una gliosis reactiva reducida en el sitio de la lesion.

En el contexto de la invencion, acido poli-a2,8 sialico o PSA significa PSA unido a NCAM, a diferencia de otro PSA tal
como PSA de capsulas bacterianas.

Estos péptidos miméticos de PSA que son activos in vivo en dosis bajas (concentracion pM) y no muestran ninguna
citotoxicidad son utiles para:

- el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Corea de Huntington, Alzheimer, esclerosis
multiple): los mismos son Utiles como adyuvantes para terapia celular; injerto de progenitores neuronales (que expresan
PSA) en combinacion con péptidos miméticos de PSA mejorarian significativamente la migracion de progenitores y la
extension de axones en las areas dafnadas del cerebro,

- el tratamiento de lesion cerebral y de médula espinal: los mismos promoverian la recuperacion funcional
después de dafio cerebral o de la médula espinal aumentando la supervivencia y la regeneracion de los axones,

- la prevencion y tratamiento de problemas de aprendizaje y memoria relacionados con la edad: los mismos
promoverian la plasticidad del sistema nervioso aumentando la neurogénesis o la plasticidad sinaptica,
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- el tratamiento de cancer: los mismos evitarian la formaciéon de metastasis inhibiendo la migraciéon celular a partir de
tumores que expresan PSA, por ejemplo tumores neuroectodérmicos.

Ademas de dicho uso terapéutico, los péptidos miméticos de PSA son Utiles como herramientas complementarias para
descubrir mecanismos de accion y funciones desconocidas del PSA de carbohidrato.

La presente invencion se refiere a un péptido para uso como un medicamento para modular las funciones de NCAM,
comprendiendo dicho péptido un epitopo B de un acido poli-a2,8 sialico unido a NCAM, que se reconoce por un
anticuerpo anti-acido poli-a2,8 sialico y dicho péptido siendo seleccionado entre el grupo que consiste en:

- los péptidos lineales de hasta 30 restos aminoacidicos, preferiblemente aproximadamente 12 restos
aminoacidicos, que comprenden al menos una de las secuencias SEC ID N° 1 a 12, 14 y 15, que corresponden
respectivamente a: DSPLVPFIDFHP, LWQPPLIPGIDF, QIEPWFTPEDFP, TRLAPLVFPLDY, SWLQMPWALVRT,
EIHLRMIKQITI, WHLEYMWRWPRL, LIEQRLPKHILT, YETSSSRLLAYA, TLASQLSNTSAY, SDQGVNGSWSNP,
WHNWNLWAPASPT, IKSPLTWLVPPD y SHLDLSTGHRTS, y

- los péptidos ciclicos de hasta 30 restos aminoacidicos, preferiblemente aproximadamente 12 restos
aminoacidicos, que comprenden al menos una de las secuencias SEC ID N°: 16 a 26, correspondiendo respectivamente
a: CYPLNPEVYHCG, CWPLSHSVIVCG, CSSVTAWTTGCG, CYMASGVFLCG, CWPLG PSTYICG, CSLIASMETGCG,
CSKIASMETGCG, CYIGDPPFNPCG, CWPLGDSTVICG CPLRLAFTFGCG y CTRMSHGYWICG.

El “epitopo B reconocido por un anticuerpo anti-PSA” se refiere a un péptido que reacciona especificamente y
selectivamente, in vitro e in vivo con el paratopo de un anticuerpo producido por células linfoides en respuesta a una
estimulaciéon con acido poli-a2,8 sialico como un inmundgeno. Los anticuerpos anti-PSA preparados mediante técnicas
convencionales, siguiendo los protocolos como se ha descrito, por ejemplo, en Antibodies: A Laboratory Manual, E.
Howell y D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988 se conocen bien en la técnica; los mismos incluyen, sin
limitacion, anticuerpos monoclonales 735 (Frosch et al, P.N.A.S; 1985, 82, 1194-1198 ), 30H12 (Coquillat et al, Infect.
Immun., 2001, 69, 7130-7139) o MenB (ABCYS AbC0019; Rougon et al, J. Cell. Biol., 1986, 103, 2429-2437).

La invencion incluye el uso de péptidos lineales y ciclicos. Los péptidos ciclicos preferidos como se definen en la
invencién comprenden péptidos en los que la cadena lateral de un aminoacido en la cadena peptidica esta unida
covalentemente a la cadena lateral de otro aminoacido en la cadena peptidica a través de la formacién de un enlace
covalente, tal como un puente de disulfuro entre dos restos de cisteina.

Los péptidos como se definen en la invencioén se refieren a péptidos que tienen las siguientes actividades:

- actividad de unién a anticuerpo: los mismos se reconocen especificamente por un anticuerpo monoclonal o
policlonal anti-PSA, y

- actividad bioldgica: los mismos tienen la actividad de modular (potenciar o inhibir) las funciones de NCAM
dependientes de PSA.

Los péptidos como se definen en la invencion se denominan en lo sucesivo en este documento péptidos miméticos de
PSA, péptidos miméticos o péptidos. A menos que se especifique de otra manera, dichos péptidos son lineales o
ciclicos.

La actividad de unién a anticuerpo de los péptidos miméticos se verifica mediante inmunoensayo convencional que se
conoce bien por un experto en la materia; por ejemplo, se observa una unién del péptido del 100% a concentraciones de
10* M y superiores en un ELISA con un anticuerpo monoclonal anti-PSA a la concentracién de 2,5 pg/pocillo y esta
actividad de unién a anticuerpo se inhibe especificamente por un analogo de PSA tal como acido colominico.

La actividad biolégica de los péptidos miméticos se verifica mediante ensayos de crecimiento celular y migracion celular
in vitro o in vivo, que son bien conocidos por un experto en la materia; por ejemplo, los ensayos sobre neuronas
primarias de diferentes fuentes (ganglio de la raiz dorsal, neuronas cerebelares, retina,...) muestran los siguientes
efectos:

- un aumento significativo dependiente de la dosis de la longitud de neurita in vivo e in vitro,
- un efecto significativo sobre la guia axonal in vivo e in vitro (desfasciculacién de los axones), y
- un aumento o inhibicién significativos de la migracién celular.

Adicionalmente, los ensayos funcionales que incluyen el estudio de la recuperacion funcional a partir de hemi-seccion
de médula espinal mediante ensayos bien conocidas (ensayo BBB: ensayo de Basso, Beattie y Bresnahan; Basso et al,
Restor. Neurol. Neurosci, 2002, 5, 189-218; ensayo de rodillo giratorio) muestran una recuperacion significativa
locomotora y de la coordinacién motora fina en los animales tratados con péptido mimético, en comparacion con los
animales tratados con un péptido no relevante.
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La actividad bioldgica del péptido mimético se inhibe especificamente mediante digestion enzimatica con
endoneuraminidasa y esta ausente en los ratones knock-out de NCAM.

Preferiblemente, dicho péptido consiste en una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 1 a
12y SEC ID N°: 14 a 26.

Mas preferiblemente, dicho péptido se selecciona entre el grupo que consiste en:

- un péptido lineal que presenta SEC ID N°: 1 (DSPLVPFIDFHP) denominado en lo sucesivo en este documento p21, y

- un péptido ciclico en el que la cadena lateral del resto de cisteina en la posicion 1 de SEC ID N° 18
(CSSVTAWTTGCG) o SEC ID N°: 22 (CSKIASMETGCG) esta unida covalentemente al resto de cadena lateral de la
cisteina en la posicién 11 de SEC ID N°: 18 o SEC ID N°: 22 a través de un puente de disulfuro; dichos péptidos se
denominan en lo sucesivo en este documento, respectivamente p65 y p66.

De acuerdo con una realizacion provechosa de la invencion, dicho péptido esta asociado con otro péptido o molécula no
peptidica y/o incorporado en un soporte adecuado que incluye por ejemplo, polimeros, vesiculas lipidicas, microesferas,
proteinas y similares. Preferiblemente, el otro péptido o molécula no peptidica y/o el soporte como se ha definido
anteriormente permite que el péptido mimético atraviese la barrera hematoencefalica.

Tal asociacion que puede mejorar la solubilidad, absorcion, biodisponibilidad, semi-vida biolégica del péptido se forma
usando técnicas bien conocidas en la técnica; puede ser a través de, sin limitacion, formaciéon de enlace covalente (por
ejemplo, enlace de amida, puente de disulfuro) o a través de quelacion, interacciones electrostaticas, interacciones
hidrofobas, formacién de enlaces de hidrégeno, interacciones ién-dipolo, interacciones dipolo-dipolo o cualquier
combinacién de los anteriores.

De acuerdo con otra realizacion provechosa de la invencion, dicho péptido se incorpora en un complejo que comprende
una pluralidad de péptidos idénticos o diferentes de acuerdo con la invencion, unidos mediante enlaces covalentes o no
covalentes.

El péptido como se define en la invencién se puede asociar con un marcador tal como un marcador fluorescente, para
facilitar la deteccion de dicho péptido o el mismo se puede incluir en una proteina de fusién, para permitir la expresion
de dicho péptido.

De acuerdo con otra realizacion provechosa de la invencion, dicho péptido es para la prevencion y/o el tratamiento de
una afeccion patologica seleccionada entre el grupo que consiste en: enfermedades neurodegenerativas, lesiones
cerebrales y de médula espinal, problemas de aprendizaje y memoria relacionados con la edad.

De acuerdo con otra realizacién provechosa de la invencion, dicho péptido es para la prevencion y/o el tratamiento del
cancer.

Los péptidos como se define en la presente invencién se pueden preparar mediante cualquier proceso adecuado.
Preferiblemente, se obtiene mediante sintesis quimica en fase liquida o sélida mediante acoplamientos sucesivos de los
diferentes restos aminoacidicos que se tienen que incorporar (desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal
en fase liquida o desde el extremo C-terminal hasta el extremo N-terminal en fase soélida) donde los extremos N-
terminales y las cadenas laterales reactivas previamente se bloquean mediante grupos convencionales. Para sintesis en
fase solida se puede usar la técnica descrita por Merrifield (J. Am. Chem. Soc., 1964, 85, 2149-2154).

Los péptidos como se definen en la presente invencion también se pueden obtener mediante tecnologia de ingenieria
genética. Los acidos nucleicos que codifican los péptidos de la invencién se pueden obtener mediante métodos bien
conocidos de tecnologia de ADN recombinante y/o sintesis de ADN quimica. Un ejemplo tipico comprende cultivar una
célula hospedadora que contiene un vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
dicho péptido, en condiciones adecuadas para la expresion del péptido y recuperar el péptido del cultivo de la célula
hospedadora. El péptido se puede incluir en una proteina de fusién clonando un ADNc en un vector de expresion en
fase con un polinucleétido que codifica el péptido de la invencion. Como alternativa, también se pueden producir
multimeros de péptidos idénticos o diferentes mediante la expresién de un polinucleétido que codifica copias multiples
de un mondmero o que codifica diferentes monémeros.

El medicamento de acuerdo con la invencién comprende una cantidad eficaz del péptido o el complejo peptidico como
se ha definido anteriormente, en una combinacion con un transportador farmacéuticamente aceptable.

Los transportadores del medicamento de la invencién pueden ser cualquier vehiculo para administracion parenteral,
intra-tecal, oral, mediante aerosol, nasal u ocular de farmacos que actua sobre el sistema nervioso. Por ejemplo, el
medicamento de acuerdo con la invencion se administra por via intra-tecal lo cual permite la penetraciéon de la
composicién directamente al Sistema Nervioso Central. Como alternativa, se administra a través de la nariz que permite
la penetracion de la composicién en aerosol al Sistema Nervioso Central a través del nervio olfatorio o a través de la via
ocular o mediante cualquier otro método adecuado de administracion como se describe en W.M. Pardridge, Peptide
drug Delivery, Raven Press, Nueva York, 1991.
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La cantidad de péptido en el medicamento esta en unos intervalos de concentracion de aproximadamente 0,1 uM a
aproximadamente 10 uM. La frecuencia preferida de administracion y la dosis eficaz variara de un sujeto a otro.

Los péptidos como se definen en la invencion tienen las siguientes ventajas:

- los mismos son activos in vivo en dosis bajas (concentracién 0,5 yM),

- los mismos son estables in vivo,

- los mismos son muy eficaces in vivo ya que los mismos actuan extracelularmente; por tanto, su actividad no esta
limitada por su capacidad de penetrar dentro de la célula,

- los mismos no son téxicos, y
- los mismos se pueden producir facilmente en grandes cantidades.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente mediante la descripcién adicional y los dibujos a continuacién, que se
refieren a ejemplos que ilustran el aislamiento, la especificad de unién y los efectos bioldgicos de los péptidos miméticos
de PSA de acuerdo con la invencién. Sin embargo, se ha de apreciar que estos ejemplos se proporcionan Unicamente a
modo de ilustracion de la invencion y no constituyen de ninguna manera una limitacion de la misma.

- La Figura 1 ilustra la estructura de PSA-NCAM.

- La Figura 2 ilustra el efecto de péptidos miméticos de PSA p65 y p66, sobre la extensidon de neurita in vitro: explantes
de ganglio de raiz dorsal de ratéon (E13,5) se cultivaron en ausencia (A, D) o presencia de los péptidos p65 y p66
aplicados como recubrimiento en las microplacas como conjugado de BSA (B,E) o en forma soluble (C,F). (G)
cuantificacion del efecto de péptidos miméticos sobre la longitud media de la neurita mas larga. ***P< 0,001 comparado
con control con ensayo t de Student. (H) representacion de la distribucién de frecuencia acumulativa de la longitud
media de la neurita mas larga.

- La Figura 3 ilustra el efecto del péptido mimético de PSA p65 sobre la fasciculacion y la guia in vivo: preparacion
montada de retina completa de pollo E9 (A) y su dibujo esquematico que demuestra la posicién del cristal Dil (B). El
rectangulo de puntos indica el area de la que se tomaron fotografias. Las flechas apuntan hacia la fisura éptica. Axones
de retina de pollo E9 inyectada en E3 con el péptido inverso (C,F) o el péptido p65 (D,G,E,H). Las puntas de las flechas
muestran los ejemplos de axones que dejan su fasciculo y se extienden perpendicularmente al mismo.

- Las Figuras 4 a 7 ilustran el efecto de péptidos miméticos de PSA sobre la migracion celular in vitro, analizadas en
explantes de zona sub-ventricular (P1) a partir de ratones normales (NCAM +/+), ratones heterocigotos (NCAM +/-) o
ratones knock-out (NCAM -/-), cultivados en presencia de los péptidos miméticos (p65, p21, p66), forma diferente de
dichos péptidos (ciclicos, lineales, lineales y acetilados), los péptidos de control (p65 inverso y p66 y p22 inversos) o
endosialidasa N:

- La figura 4 ilustra el efecto del péptido p65 inverso (A,D), endosialidasa N (B,E) o los péptidos miméticos p65 y p66
(C,F). (G) cuantificacion del efecto de los péptidos miméticos sobre la distancia media de migracién celular. ***P< 0,001
en comparacion con control con ensayo t de Student. (H) representacion de la distribucion de frecuencia acumulativa de
la distancia media de migracién. (I) Efecto dependiente de la dosis del péptido p65 sobre la distancia media de
migracion celular,

- La figura 5 ilustra el efecto de formas diferentes de péptido mimético p65 (ciclico, lineal, lineal y acetilado) sobre la
distancia media de migracion celular, en comparaciéon con el péptido de control p65 inverso. *** P< 0,001 en
comparacion con el control con ensayo t de Student,

- La figura 6 ilustra el efecto de péptido mimético p65 sobre la distancia media de migracién celular en ratones knock-out
(NCAM -/-) o ratones heterocigotos (NCAM +/-). Células tratadas con Endo N a partir de ratones NCAM +/- y células
tratadas con p65 inverso se incluyen para comparacion. ***P< 0,001 en comparacion con control con ensayo t de
Student, y

- La figura 7 ilustra el efecto de los péptidos miméticos p65 y p21 sobre la distancia media de migracion celular. Células
tratadas con Endo N y células tratadas con péptidos de control (p65 y p22 inverso) se incluyen para comparacion. ***P<
0,001 en comparacion con control con ensayo t de Student.

- La Figura 8 ilustra el efecto de péptidos miméticos de PSA p65 sobre la migracion celular in vivo: (A) dibujo
esquematico del trasplante. (B) Fotografia de microscopia confocal de un corte que muestra la RMS (Corriente de
Migracién Rostral) de ratones injertados en presencia de péptido p65. Las puntas de las flechas muestran los ejemplos
de células positivas de GFP y PSA. Explantes de SVZ (PI) se injertaron en presencia del péptido inverso (C,D) o el
péptido p65 (E,F) y los cerebros se analizaron tres dias después del injerto (C,E) o cuatro dias después del injerto (D,F).
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(G) cuantificacion del efecto del péptido p65 sobre el nimero de células positivas de GFP que alcanzan el bulbo olfatorio
tres dias después del injerto. *P< 0,05 en comparacioén con el control con ensayo t de Student.

- La Figura 9 ilustra el protocolo usado para analizar la recuperacion funcional de lesion de médula espinal después de
inyeccion de péptido p65 o péptido inverso p65 tomado como control.

- La Figura 10 ilustra la recuperacion funcional a partir de lesion de médula espinal después de la inyeccion de péptido
p65 (p65) o péptido inverso p65 (Inv) tomado como control. A: Ensayo de Basso, Beattie y Bresnahan (ensayo BBB). B:
Ensayo de rodillo giratorio. n = 11 para p65 y n = 8 para Inv. ***P< 0,01, **P< 0,01, *P< 0,05, en comparacion con el
control con ensayo t de Student.

- La Figura 11 ilustra la disminucion de gliosis reactiva después de la lesion de médula espinal, en ratones tratados con
péptido p65 o péptido inverso p65 tomado como control. A: andlisis de inmunofluorescencia usando anticuerpos anti-
GFAP y anti-PSA solos o en combinacién (doble marcacién). B: cuantificacion de la tincion de GFAP. *P< 0,05, en
comparacion con el control con ensayo t de Student.

- La Figura 12 ilustra la especificidad de unién de los péptidos miméticos ciclicos:

- Figura 12A: ELISA usando placas recubiertas con anticuerpos monoclo

nales anti-PSA 30H12. Los numeros 1 a 16 corresponden a las secuencias peptidicas presentadas en la Tabla IV.

- Figura 12B, 12C y 12D: unién competitiva a células que expresan PSA-NCAM. B: pre-incubacién de p65 (1 mM) o p66
(1 mM) con anticuerpo anti-PSA MenB. C: anticuerpo anti-PSA 30H12 sin péptido. D: pre-incubacién de p65 (1 mM) o
p66 (1 mM) con anticuerpo anti-PSA 30H12.

EJEMPLO 1: EXPLORACION DE BIBLIOTECA DE PEPTIDOS CON ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-PSA
1) Materiales y Métodos
1.1) Materiales

- Biblioteca de Presentacion en Fago de Péptido de 12 unidades

Se exploraron dos bibliotecas. La primera biblioteca (1_2TM Phage Display peptide Library, NEW ENGLAND BIOLABS)
comprende péptidos lineales de 12 unidades presentados en la superficie de particulas de fago similares a M13 como
proteinas de fusién al extremo N de la proteina de cubierta menor plll (5 copias/particula de fago). La varianza de la
biblioteca difiere de 10 a 10° péptidos con longitud de secuencia constante.

La segunda biblioteca, preparada como se ha descrito en Felici et al. (J. Mol. Biol., 1991, 222, 301-301), comprende
péptidos ciclicos de 2 unidades que incluyen 2 restos de cisteina en la posicion 1 y 11 unidos mediante un puente de
disulfuro, presentados sobre la superficie de particulas de fago similares a M13 como proteinas de fusion al extremo N
de la proteina de cubierta mayor pVIIl (100 copias/fago). La biblioteca comprende aproximadamente 108 péptidos con
longitud de secuencia constante.

-Anticuerpos monoclonales Anti-PSA (mAb)

Se usan anticuerpos monoclonales anti-PSA, preparados mediante técnicas convencionales como se
describe en Antibodies: A Laboratory Manual, E. Howell and D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. Por ejemplo,
se pueden usar anticuerpos monoclonales 735 (Frosch et al., P.N.A.S;1985, 82, 1194-1198), 30H12 (IgG 2a; Coquillat et
al., Infect. Immun., 2001, 69, 7130-7139) o MenB (IgM; ABCYS AbC0019).

- placas (Maxisor;%mI NUNC)

- tubos (Maxisorp v NUNC)

- E.coli cepa ER2537 (NEW ENGLAND BIOLABS)

- cebador de secuenciacion 96 glll (NEW ENGLAND BIOLABS)

5 CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’ (SEC ID N°: 27)

1.2) Tampones

- Solucién de bloqueo: BSA al 0,5% en PBS

- Solucién de recubrimiento: 25 pg/ml de mAb anti-PSA en PBS.
- TBS: Tris-HCI 50 mM pH 8,6, NaCl 150 mM.

- TBST: TBS que contiene Tween 20 al 0,1% o al 0,5%.
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- PEG/NaCl: polietilen glicol-8000 al 20% (p/v), NaCl 2,5 M.
- Tampén loduro: Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, NaCl 4M.

1.3) Método

Tubos MaxisorpTM se incubaron durante una noche con 2 ml de solucién de recubrimiento, a 4°C, con agitacion suave,
de acuerdo con el manual del kit Ph.D. 12™ Phage Display peptide Library (NEW ENGLAND BIOLABS). La solucion de
recubrimiento se retiré y se usé para el recubrimiento de tubos nuevos para ciclos nuevos de bioseleccién. Los tubos
recubiertos se incubaron con 2 ml de solucién de bloqueo durante 1 h y se lavaron 6 veces con TBST. Los tubos se
llenaron con 2 ml de solucién de fago (7,5 10" pfu/ml en TBST que contenia Tween 20 al 0,1%) y se incubaron con
agitacion suave a temperatura ambiente durante 1 h. Después de retirar la soluciéon de fago, los tubos se lavaron 10
veces con TBST. Los fagos unidos se eluyeron, especificamente con acido colominico 1 mM en TBS durante 1h o
inespecificamente con glicina HCI 0,2 M (pH 2,2) durante 10 min con neutralizaciéon inmediata con Tris-HCI 1 M. Los
eluidos se amplificaron en 20 ml de cultivo de E. coli ER2537 (DOego de partida: 0,03), durante 4,5 h a 37°C con
agitacion vigorosa. Los cultivos se centrifugaron durante 10 min a 10.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un
tubo fresco y se centrifugé durante 10 minutos adicionales. Se afadi6é solucion de PEG/NaCl al sobrenadante (1
volumen de PEG/NaCl para 6 volumenes de sobrenadante) y el fago se precipité durante una noche a 4°C. La solucion
que contenia precipitado se centrifugd durante 15 min a 10.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se decanté y el sedimento
se suspendio en 1 ml de PBS y se volvid a precipitar con 1/6 volumen de PEG/NaCl durante 1 h en hielo. Después de la
centrifugacion, el sedimento se suspendio finalmente en 200 ml de TBS, NaN3 al 0,02%.

Este eluido amplificado se disolvié en TBST y se llevaron a cabo un segundo y tercer ciclo de bioseleccion como se ha
descrito anteriormente; para el segundo ciclo, el TBST usado para el lavado y la incubacion de fago contenia Tween 20
al 0,1%; en el tercer ciclo el contenido fue del 0,5%.

El eluido no amplificado a partir del tercer ciclo se tituld posteriormente en placas LB/IPTG/X-gal. Se escogieron placas
azules y el clon de fago se amplificé en 2 ml de cultivo de E. coli ER2537 durante 4,5 h a 37°C, con agitacion vigorosa.
Después de la centrifugacion durante 10 min a 10.000 rpm a 4°C, el sobrenadante se mezclé con 1/6 volumen de
PEG/NaCl y el fago se precipité a 4°C durante una noche. El precipitado se centrifugd durante 15 min a 10.000 rpm a
4°C. El sedimento se suspendié en 100 ul de TBS. 10 pl de esta solucion se mezclaron con 100 pl de tampdn ioduro y
250 pl de etanol para la precipitacion del ADN de fago de cadena Unica. Después de la incubacion durante 10 min a
temperatura ambiente, la solucién se centrifugd durante 10 min a 15.000 rpm. El sobrenadante se descart6 y el
sedimento se lavo en etanol al 70% y se seco brevemente bajo vacio. El sedimento se suspendié en 10 pl de agua
destilada que contenia el cebador de secuenciacién para secuenciacion automatizada del inserto peptidico
(secuenciacion de ciclo BigDye Terminator con cebador M13-40 convencional en un Applied Biosystem 877/377). La
solucion de fago unico restante se uso para experimentos de ELISA.

2) Resultados

Después de tres ciclos de bioseleccion, los fagos que presentan las siguientes secuencias se aislaron (Tabla I, I, lll y
V).

Tabla I: Secuencias de péptidos lineales aislados a partir de 17 fagos diferentes eluidos con acido colominico 1
mM

SEC ID N°: Secuencia

5 SWLQMPWALVRT
5 SWLQMPWALVRT
4 TRLAPLVFPLDY

6 EIHLRMIKQITI

7 WHLEYMWRWPRL
5 SWLQMPWALVRT
5 SWLQMPWALVRT
8 LIEQRLPKHILT

9 YETSSSRLLAYA
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SEC ID Ne°: Secuencia

5 SWLQMPWALVRT
10 TLASQLSNTSAY

5 SWLQMPWALVRT
11 SDQGVNGSWSNP
4 TRLAPLVFPLDY

5 TRLAPLVFPLDY

5 SWLQMPWALVRT
4 TRLAPLVFPLDY
Tabla Il: Secuencias de péptidos lineales aislados a partir de 20 fagos diferentes eluidos con glicina 0,2 M.
SEC ID N°: SEC ID N°

1 DSPLVPFIDFHP

2 LWQPPLIPGIDF

2 LWQPPLIPGIDF
12 WHNWNLWAPASPT
3 QIEPWFTPEDFP

1 DSPLVPFIDFHP

3 QIEPWFTPEDFP
13" WHWQWTPWSIQP
2 LWQPPLIPGIDF

5 SWLQMPWALVRT
2 LWQPPLIPGIDF

1 DSPLVPFIDFHP
15 SHLDLSTG H RTS
1 DSPLVPFIDFHP

1 DSPLVPFIDFHP

5 SWLQMPWALVRT
1 DSPLVPFIDFHP
14 IKSPLTWLVPPD

1 DSPLVPFIDFHP

1 DSPLVPFIDFHP
"no es parte de la invencion
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5 péptidos lineales tienen una aparicion elevada en los fagos aislados después de tres ciclos de bioseleccion (Tabla Ill).

Tabla lll: Alineacion de las 5 secuencias lineales mas frecuentes

Frecuencia |SEC ID N°: Secuencia

9/40 5 S w L Q M P W A L \ R T
8/40 1 D S P L \Y P F I D F H P
4/40 4 T R L A P L Vv F P L D Y
4/40 2 L W Q P P L I I G [ D F
2/40 3 Q I P w F T P E D F P

Una alineacion en la pagina de inicio de GeneStream Align a la SEC ID N°: 1, mostr6 que la similitud de secuencia varia
del 42,9 % para SEC ID N°: 2, el 30,8 % para SEC ID N°: 3, el 28,6 % para SEC ID N°:4, al 8,3 % para SEC ID N°: 5.

34 clones de fago que presentan péptidos ciclicos unieron el anticuerpo de una manera dependiente de la dosis
después de tres ciclos de bioseleccion y no se unieron a un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo. Los AND de 16 de
estos clones que muestran el valor mas alto en el ensayo de ELISA se prepararon y secuenciaron (Tabla 1V). 3 clones
mostraron la misma secuencia (SEC ID N°: 17) y el motivo dimérico WP se encontré en 5 clones.

Tabla IV: Secuencias de péptidos ciclicos aisladas de fagos

SEC ID Ne: n° de péptido Secuencia

SEC ID N°: 16 2 CYPLNPEVYHCG
SEC ID N°: 17 3 CWPLSHSVIVCG
SEC ID N°: 17 5 CWPLSHSVIVCG
SEC ID N°: 18 6 (p65) CSSVTAWTTGCG
SEC ID N°: 19 8 CYMASGVFLCG
SEC ID N°: 17 9 CWPLSHSVIVCG
SEC ID N°: 20 10 CWPLGPSTYICG
SEC ID N°:21 11 (p66) CSLIASMETGCG
SEC ID N°: 22 CSKIASMETGCG
SEC ID N°: 16 12 CYPLNPEVYHCG
SEC ID N°: 23 13 CYIGDPPFNPCG
SEC ID N°: 24 14 CWPLGDSTVICG
SEC ID N°: 25 15 CPLRLAFTFGCG
SEC ID N°: 26 16 CTRMSHGYWICG

EJEMPLO 2: ANALISIS DE ESPECIFICIDAD DE PEPTIDOS MEDIANTE ELISA DE FAGO COMPETITIVO
1) Materiales y Métodos
1.1) Materiales

- anticuerpo monoclonal anti-PSA 735 6 30H 12

- placas MaxisorpTM (NUNC) para recubrimiento de anticuerpo: placas ELISA

- placas de microtitulacion (NUNC) para diluciéon de fago: placas de dilucion

- bacteriéfagos M 13 que presentan péptidos de las Tablas Il y IV del ejemplo 1
- anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP (PHARMACIA 27-9411-01)

- ABTS [acido 2,2’Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), SIGMA]

- Acido colominico (SIGMA)

10
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- Dextrano (SIGMA)

1.2) Tampones

-PBSpH 7,4

- Solucién de bloqueo: BSA al 0,5 % en PBS

-TBS

- TBST: TBS que contiene Tween 20 al 0,05 %

- Solucién de anticuerpo anti-M13 conjugado con Peroxidasa de Rabano Picante: 1/5000 en TBST

- Solucién de sustrato de Peroxidasa de Rébano Picante (HRP): 22 mg de ABTS en 100 pl de citrato de sodio 50 mM
pH 4,0. Antes de la reaccion enzimatica, anadir 36 ml de H>O, al 30% a 21 ml de solucion de ABTS.

- solucién competidora: acido colémico 1 mM en TBST

- solucion de control: dextrano 1 mM en TBST

1.3) Método

Pocillos de placa MaxisorpTM se recubrieron con 100 pl de solucion de mAb (25 p/ml) durante 2 h a temperatura
ambiente. Los pocillos de control se recubrieron Unicamente con la solucién de bloqueo. Paralelamente, las placas de
dilucién de fago se bloquearon con 200 pl de solucién de bloqueo durante 2 h. Los pocillos recubiertos con anticuerpo y
los pocillos de control de las placas de ELISA se bloquearon con 200 pl de solucidon de bloqueo durante 1 h.
Paralelamente, las placas de dilucion de fago se lavaron 6 veces con TBST y se afadieron 120 yl de TBST a los
pocillos. Un volumen apropiado de una solucion de fago se afnadié al primer pocillo y el volumen se ajustd a 140 pl con
TBST. La solucion de fago en el pocillo uno se diluyé en la proporcion 1/7 extrayendo 20 ul del primer pocillo y
transfiriéndolo al segundo, también para conseguir el volumen total del 140 pl. Esto se repitio para los pocillos restantes.
Las diluciones de fago para los pocillos de control se realizaron de la misma manera. La placa de ELISA bloqueada se
lavé 6 veces con TBST y se afiadieron las diluciones de fago o la solucién competidora. Después de incubacion durante
1 h las placas se lavaron 10 veces con TBST. Después de incubacién durante 1 h, los pocillos se lavaron 10 veces con
TBST. Se anadieron 100 pl de la solucién de anticuerpo M13 conjugado con HRP a los pocillos. Después de incubacion
durante 1 h, los pocillos se lavaron 10 veces con TBST y se afiadieron 100 pl de la solucion de sustrato de HRP (con
H20,) a los pocillos. Las placas se leyeron a 405 nm usando un lector de microplacas.

2) Resultados
La especificidad de unién de los péptidos de SEC ID N°: 1 a 5 del ejemplo | se ensayé en un ELISA competitivo usando
acido colominico como competidor. Los resultados presentados en las Tablas V a IX se expresan como porcentaje de

unién, en comparacion con el fago que presenta SEC ID N°: 5 en una concentracion de 710 ng/pocillo (100 %).

Tabla V: Unién de fago que presenta SEC ID N°: 5 a mAb 735

Concentracion de fago (ng/pocillo)

710 109 18 3 1 0 0
fago 10043 10210 98+0 734 1812 4+3 2+1
fago + acido colominico 106+0 1035 90+0 36+0 5+0 110 110
fago + dextrano 1022 103+ 1 97 £ 1 62 + 1 14+ 0 5+0 10
fago + BSA 5+ 1 3+ 1 1+ 0 110 0+ 0 0+0 0+0

Tabla VI: Union de fago que presenta SEC ID N°: 1 a mAb 735

Concentracion de fago (ng/pocillo)
1003 154 26 4 1 0 0
fago + mAb735 108t2 |111+7 |111+3 [112+12 (86+15 [28+2 (70
fago + acido colominico +/408+0 [109+12 |90+3 [42+3  [12+1 [2+1 [0%0

mAh725
fago + dextrano + mAb735 109+6 |110+£6 [(112+5 |107 1 77+4 24+4 (80

fago + BSA 10+£1 |4+1 30 1+1 00 00 00
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Tabla VII: Unidn de fago que presenta SEC ID N°% 4 a mAb 735

Concentracion de fago (ng/pocillo)

870 134 22 4 1 (0] 0
fago + mAb735 107+7 (112210 [109%1 108+2 B7+2 [|17x0 W4+0
fago + acido colominico + mAb735 (96 +7 106 + 3 89 £ 1 29 +1 5+0 1+0 0+
fago + dextrano + mAb735 96+ 12 [108 7 1130 105+0 ©66+3 (161 (50
fago + BSA 10+ 1 4+ 1 111 0+0 0+0 010 00
Tabla VIII: Union de fago que presenta SEC ID N° 2 a mAb 735

Concentracion de fago (ng/pocillo)
796 122 20 3 1 0 0
fago + mMAb735 108+5 (1093 112+10 [89+11 [27+4 42 21
fago + acido colominico + mAb735 109+6 [114+12 [100+6 48 + 6 10+1 [|1+0 [1+0
fago + dextrano + mAb735 109+8 [111+6 110+ 5 99+ 1 27+1 51 (10
fago + BSA 12+1 [9+1 4+3 2+1 1+0 0+0 0+0
Tabla IX: Unidn de fago que presenta SEC ID N°: 3 a mAb 735
Concentracion de fago (ng/pocillo)

859 132 22 4 1 0 0
fago + mAb735 111+8 [109+16 [114+8 [99+10 50+1 13+1 6+0
fago + acido colominico + mAb735 [104+2 (107 +2 85+ 7 27 +3 4+1 1+ 1 0+0
fago + dextrano + mAb735 109+2 108+0 108 £3 [107+8 57 +3 13+1 60
fago + BSA 10+ 0 5+1 2+1 1+0 0+0 0+ 0 0+0

El fago que presenta la SEC ID N° 1: (DSPLVPFIDFHP) mostré la mejor unidon a mAb 735 en comparacién con los otros
fagos. Esta union estuvo en competencia con el acido colominico, mientras que el dextrano no mostré efectos de
competicion. El fago que presenta la secuencia SEC ID N°: 4 mostro valores similares. Debido a la baja ocurrencia de la
secuencia SEC ID N°: 4 se decidiod sintetizar la secuencia SEC ID N°: 1 (péptido p21) y una variante aleatorizada de la
secuencia SEC ID N°: 1 (péptido p22: PDHIFVFSPDLP, SEC ID N°: 28) como control.

Los fagos que presentan péptidos ciclicos que corresponden a la secuencia CSSVTAWTTGCG (SEC ID N°: 18) y
CSKIASMETGCG (SEC ID Ne°: 22) respectivamente, en los que los dos restos de cisteina estan enlazados a través de
un puente de disulfuro, mostraron la mejor unién a mAb 30H12 en comparacion con los otros fagos. Por tanto, se
decidio sintetizar los péptidos ciclicos correspondientes (p65 y p66).

EJEMPLO 3:'ANALISIS DE ESPECIFICIDAD DE p21, p65 y p66 MEDIANTE ELISA DE PEPTIDO COMPETITIVO,
ELISA'Y UNION COMPETITIVA A CELULAS QUE EXPRESAN PSA-NCAM

1) Preparacién de conjugados de péptido biotinilado -BSA

1.1) Materiales

- éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccimida (MBS, SIGMA M2786, PIERCE 22311)

- éster de biotinamidocaproato-N-hidroxisuccimida (NHS-Biotin, SIGMA 02643, PIERCE 20217)

- dimetilformamida (DMF, SIGMA)

- BSA (CALBIOCHEM 122605)

- péptidos sintéticos que contienen cisteina que se obtienen a partir de p21 (DSPLVPFIDFHPC, SEC ID N°: 29), p65 y
p66 y péptidos de control que contienen cisteina correspondientes que se obtienen a partir de los péptidos inversos p22
(PDHIFVFSPDLPC, SEC ID N°: 30), p65 y p66 respectivamente.

- columna de exclusion por tamafio PD-10 (AMERSHAM-PHARMACIA 17-0851-01)

- filtros de centrifuga Ultrafree-4 y membrana tub Biomax 50K NMWL, volumen 4 ml (MILLIPORE UFV4BQK25)

- L-cisteina (SIGMA)

12
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1.2) Tampones

- solucién madre de MBS: 13 mg/ml en DMF

- solucién madre de NHS-Biotina: 2,5 mg/ml en DMF (Estas concentraciones conducen a moléculas de BSA altamente
activadas con aproximadamente 5 moléculas de biotina/molécula de BSA)

- tampon de conjugacién: NaH,PO4, 0,083 M, NaCl 0,9 M, pH 7,2.

-PBSpH 7,4

- solucion de cisteina: 100 mg/ml de L-cisteina en un tampon de conjugacion.

1.3) Método

Se disolvieron 10 mg de BSA en 2 ml de tampon de conjugacion y se afiadieron 140 yl de la solucién
madre de MBS/NHS-Biotina. La solucidon se incubd durante 1 h a temperatura ambiente, con agitaciéon suave. La
columna PD-10 se equilibré con 50 ml de tampdn de conjugacién. Después de afiadir 2,4 ml de la solucién a la columna,
el BSA activado se eluy6 con alicuotas de 0,5 ml de tampdn de conjugacion. La elucién de proteinas de supervisé a 280
nm. Una cantidad apropiada del péptido que contiene cisteina se disolvié en 1 ml de tampdn de conjugacion. Para 5
unidades (PM 1500, 1,14 mg de péptido se afiadieron a 10 mg de BSA). Esta solucién de péptido se afiadioé a las
fracciones agrupadas que contenian BSA activado por maleimida /biotinilado. Después de 2 h de incubacion a
temperatura ambiente, se afadieron 100 ml de solucién de cisteina para bloquear los grupos maleimida que no habian
reaccionado. Después de 1 h, la solucion de reaccion se sometié a dialisis 5 veces con 1 ml de PBS, en una unidad de
ultrafiltracion. El conjugado biotinilado se disolvié en PBS y las alicuotas se almacenaron a -20°C.

2) ELISA competitivo de conjugados de péptido biotinilado-BSA en mAb anti-PSA

2.1) Materiales, tampones y método
2.1.1) Materiales

-mAb 735y 30H12

- placas MaxiSorpTNI (NUNC) para recubrir el anticuerpo: placas ELISA

- placas de microtitulacion (NUNC) para dilucion de péptido: placas de dilucion.

- Se preparan conjugados de péptido biotilinado-BSA como se ha descrito anteriormente.
- Conjugado de extravidina fosfatasa alcalina-avidina (SIGMA E2636)

- sustrato de p-nitrofenil-fosfatasa alcalina (SIGMA 104-105)

2.1.2) Tampones

-PBSpH 7,4

- Solucién de bloqueo: BSA al 0,5 % en PBS

-TBS

- TBST: TBS que contiene Tween 20 al 0,05 %

- Solucién de conjugado de extravidina fosfatasa alcalina-avidina: 1/5000 en TBST

- Solucién de sustrato de fosfatasa alcalina; 1 comprimido en 5 ml de NaHCO3; 50 mM, solucién de MgCl, 1 mM, pH 9,6.
- solucion de competidor mezclado: acido colominico 1 mM con un gradiente de conjugado de péptido-BSA en TBST.

2.1.3) Método

Pocillos de placas MaxisorpTM se recubrieron con 100 pl de solucién de mAb (25 pg/ml) durante 2 h a temperatura
ambiente. Los pocillos de control de las placas de ELISA uUnicamente se recubrieron con la soluciéon de bloqueo.
Paralelamente, las placas de dilucion de conjugado péptido-BSA se bloquearon con 200 ul de solucién de bloqueo
durante 2 h. Los pocillos recubiertos con anticuerpo y los pocillos de control se bloquearon con 200 ul de solucién de
bloqueo durante 1 h. Paralelamente, las placas de dilucién de conjugado péptido-BSA se lavaron 6 veces con TBST y
se afadieron 120 yl de TBST a los pocillos. Se afiadié un volumen apropiado de una soluciéon de conjugado péptido-
BSA al primer pocillo y el volumen se ajustd a 140 pl con TBST. El conjugado péptido-BSA en el pocillo uno se diluyé en
la proporcidon 1/7 sacando 20 pl del primer pocillo y transfiriéndolo al segundo para conseguir también el volumen total
de 140 pl. Esto se repitio para los pocillos restantes. Las diluciones de conjugado péptido-BSA para los pocillos de
control se realizaron de la misma manera. Las placas de ELISA bloqueadas se lavaron 6 veces con TBST y se
afnadieron las diluciones de conjugado péptido-BSA o 100 ul de la solucién de competidor mezclado a los pocillos.
Después de incubacion durante 1 h, los pocillos se lavaron 10 veces con TBST y se afiadieron 100 pl de la solucion de
sustrato de fosfatasa alcalina a los pocillos. Las placas se leyeron después de 10 a 60 min usando un lector de
microplacas a 405 nm.

2.2) Resultados

La especificidad de péptido p21 (SEC ID N° 1) se investigd en un ELISA de competicion usando conjugado p21
biotinilado-BSA y una variante aleatorizada del conjugado p21 (p22) como un control. Los resultados mostrados en las
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Tablas X y Xl se expresan como porcentaje de unién en comparacion con el péptido p21 a la concentracion mas
elevada (9,45 10-5 M) que corresponde al 100 % de unioén.

Tabla X: Unién de p21 a mAb 735 en ELISA competitivo
Concentracion de péptido (M)

9,45 1,67 2,94 5,20 9,27 1,62 2,86 5,0 8,8
10,5 10° 10°® 107 10 10° 10° 10 |10™

Péptido + mAb 735 100+11 [93+10 95 +1 91+2 93+9 56 + 4 131 2+0 |00

Péptido  + 4cido|43%£3  |34£3 |23%1 |15%3 |[5%2 |01 0t0 |00 |0%O0

colominico + mAb
735

Péptido + Condroitin
sulfato C + mAb 735

N
I

96 +8 99+4 99+8 94+7 92+2 50 +1 112 *
Péptido + BSA 31 1+0 0x0 00 00 00 00 00

o
I

Tabla XI: Unién de p22 a mAb 735 en ELISA competitivo

Concentracion de péptido (M)

9,45 1,67 2,94 5,20 9,27 1,62 2,86 5,04 8,8
10,5 10° po® o’ po®  po®  jo® o™ po™
Péptido + mAb 735 32 £ 1 9 0 0 0
Péptido + acido colominico +#27+0 |5+ 0 t 0+0 t t t 0+
mAb 735
Péptido + Condroitin sulfato C
+ mAb 735 59 + 0 + + + + + + + +
Péptido + BSA 311 1+1 00 00 00 00 00 00 (00

La Tabla X muestra una inhibicién clara de la uniéon de p21 en presencia de acido colominico. En comparacion, el
condroitin sulfato C no tuvo influencia sobre la unién del péptido B. La Tabla XI muestra que no hubo unién a mAb 735
para la variante aleatorizada del conjugado p21 (p22); no se observaron diferencias cuando estuvo presente acido
colominico o condroitin sulfato C. Estos resultados llevan a la conclusién de que la secuencia SEC ID N°: 1 (p21) se une
especificamente a mAb 735 de una manera dependiente de la concentracion.

3) ELISA con conjugado péptido-BSA

La especificidad de los péptidos ciclicos se investigd en un ensayo de ELISA usando placas recubiertas con anticuerpo
30H12, siguiendo el protocolo como se ha descrito anteriormente para el ELISA competitivo, con la excepcién de que se
omitié el competidor. Los resultados presentados en la Figura 12A demuestran que los péptidos ciclicos se unen al
anticuerpo de una manera especifica de antigeno. Los péptidos p65 y p66 que muestran la unidbn mas elevada se
eligieron para estudios adicionales.

4) Unién competitiva a células que expresan PSA-NCAM

La especificidad de los péptidos p65 y p66 se ensayd en un ensayo de competicion usando anticuerpos anti-PSA y
células que expresan PSA-NCAM. La pre-incubacion del anticuerpo monoclonal 30H12 con 0,1 mM de péptido p65 o
p66 evitd su unidn a células que expresan PSA-NCAM (Figura 12D frente a Figura 12B). La especificidad de union se
examind con mayor detalle ensayando el reconocimiento peptidico por otro anticuerpo monoclonal anti-PSA (MenB).
Los resultados presentados en la figura 12C demuestran que los péptidos p65 y p66 se unen Unicamente a 30H12; la
pre-incubacién de los péptidos con MenB no evitd el reconocimiento de PSA-NCAM (figura 12 C). Por tanto, parece que
los mimotopos p65 y p66 son especificos para una determinante Unica (idiotipica).
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EJEMPLO 8: ANALISIS DE BIOACTIVIDAD DE PEPTIDOS MIMETICOS DE PSA

1) Materiales y métodos

1.1) Animales

Ratones transgénicos para GFP se han descrito previamente en Hadjantonakis et al. (Biotechnol., 2002, 2, 11-), y todos
los analisis se realizaron en antecedente suizo. Ratones knock out de NCAM (NCAM -/-) se han descrito previamente en
Cremer et al., mencionado anteriormente.

1.2) Cultivo de explante de ganglios de la Raiz Dorsal (DRG)

DRG E13,5 se diseccionaron de embriones de ratones en medio HBSS y se sembraron en cubreobjetos de vidrio
recubiertos con polilisina o con péptidos unidos a BSA. Los explantes se cultivaron en presencia o ausencia de los
péptidos en forma soluble. (40 yM) en dos ml de medio neurobasal (DMEM/Ham F12, 3: 1 (V/V), GIBCO, tamponado
con Hepes 20mM), complementado como se ha descrito en Faivre-Sarrailh et al., J.Cell. Sci., 1999, 18, 3015-3027 and
Chazal et al., J.Neurosci., 2000, 20, 1446-1457.

1.3) Cultivo de explante de zona sub-ventricular (SVZ)

Los cultivos de explantes de SVZ se realizaron como se ha descrito en Chazal et al., mencionado anteriormente. En
resumen, ratones de 1 dia de edad se sacrificaron mediante decapitacion rapida. Los cerebros se disecaron y se
seccionaron mediante Vibratome (Leica). La SVZ de la pared lateral del asta anterior del ventriculo lateral se disec6 en
medio HBSS (LIFE TECHNOLOGIES) y se cort6 en explantes de 200-300 uM de diametro. Los explantes se mezclaron
con Matrigel (BECKTON DICKINSON) y se cultivaron en placas de cuatro pocillos. Después de la polimerizacion, el gel
se cubrié con 400 pl de medio sin suero que contenia complemento de B-27 (LIFE TECHNOLOGIES), en presencia o
ausencia de 40 uM de péptidos (p65, p66, p65 inverso, p21 o p22) y 70 U de Endo N por mililitro.

1.4) Inmunohistoquimica

Explantes y cortes de DRG fijados (Ganglios de la Raiz Dorsal) se incubaron a 4°C respectivamente 2 h con un antilJ
neurofilamento (SMI-31, dilucion 1:800, STERNBERGER MONOCLONALS) y durante una noche con un anticuerpo
anti-PSA (dilucion 1:200, Rougon et al, J. Cell. Biol., 1986, 103, 2429-2437). El revelado se realizd6 mediante una
incubacion de 1 h con el anticuerpo secundario marcado fluorescente correspondiente (anti-IgM o IgG de ratén de cabra
conjugado con rojo de Texas, IMMUNOTECH)

1.5) Distancia de migracién celular (explantes de SVZ) y extensidon neuronal (explantes de DRG).

Después de 48 h en cultivo, los explantes se examinaron directamente (SVZ) o después de una fijacion durante una
noche con una solucion de paraformaldheido al 4% en PBS e inmunotincién (DRG). Se realizé la observaciéon usando
objetivos 2,5X, 5X, 10X y 32X (Axiovert 35M, ZEISS). Las imagenes se recogieron con una camara de video (Cool View,
PHOTONIC SCIENCE) y se analizaron usando software de procesamiento de imagenes (Visiolab1000, BIOCOM). La
distancia de migraciéon media (calculada en cinco experimentos diferentes, incluyendo al menos cinco explantes por
condicion) o la longitud media de la neurita mas larga (calculada en dos experimentos diferentes, incluyendo al menos
ocho explantes por condicion), fue la distancia en micrémetros entre el borde del explante y el limite del frente de
migracion celular. Se realizaron cuatro mediciones para cada explante. La significancia de las diferencias entre el control
y las diferentes condiciones experimentales se calcul6 mediante el ensayo t de Student.

1.6) Trasplante

Explantes de SVZ de 100 um de diametro de ratones GFP de 1 dia de edad se incubaron quince minutos en DMEM
complementado con suero fetal bobino al 10% en presencia de p65 0,01 M o péptido inverso y se injerté de forma
estereotaxica (0,5 pl) en SVZ de ratones de seis semanas de edad como se ha descrito en Lois y Alvarez-Buylla
(Science, 1994, 264, 1145-1148). Tres o cuatro dias después del injerto, los animales se perfundieron por via intra’]
cardiaca con una solucién de paraformaldheido al 4% en PBS. Los cerebros se disecaron, se fijaron posteriormente, se
crioprotegieron y se congelaron en isopentano. Cortes en series sagitales (12 ym) se cortaron con un microtomo Leica y
se inmunotifieron como se ha descrito anteriormente. Las células GFP que llegan al bulbo olfatorio después de tres dias
se observaron usando fluorescencia UV con un objetivo 40X (Axioscope, ZEISS) y se realizé el recuento en dos
experimentos diferentes (cuatro animales por condicidn). La significancia de la diferencia entre las dos condiciones se
calculé mediante ensayo de t de Student.

1.7) Inyecciones intra-vitreas y montaje completo de retina.

Se realizaron inyecciones como se ha descrito en Monnier et al. (Developmental Biology, 2001, 229, 1-14). En resumen,
se cortd una ventana de 2 x 2 cm en la cascara sobre embriones de pollo E3. Se inyecto un pl de verde Rapido con 10
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mM de p65 o péptido inverso en el cuerpo vitreo del ojo derecho usando un capilar. Después de una incubacion de
cinco dias a 37°C, se disecaron las retinas (E8), se extendieron sobre filtros de nitrocelulosa (MILLIPORE) y se fijaron
con solucion de paraformaldehido al 4% en PBS. Se aplicaron dos cristales Dil pequefios (perclorato de 1,1’-dioctadecil (]
3,3,3",3'-tetrametilindocarbocianina) dorsalmente a la fisura éptica. Las retinas se almacenaron en la oscuridad a 37°C
durante 10 dias hasta que el colorante alcanzé los conos de crecimiento axonal en la fisura, se montaron en
glicerol:PBS (9: 1, v: v) y se analizaron usando microscopia confocal.

2) Resultados
2.1) Efecto de péptidos miméticos de PSA sobre el crecimiento y la fasciculacién axonal in vitro (figura 2)

Explantes de ganglios de la raiz dorsal de raton (E13,5) se cultivaron en presencia de los péptidos miméticos ciclicos
p65 y p66, en forma soluble o recubiertos sobre las microplacas como conjugados de BSA. Las células cultivadas en
ausencia de los péptidos o en presencia de los péptidos inversos (recubiertos o en forma soluble) se usaron como
controles.

El efecto de los péptidos sobre la extension y la fasciculaciéon de neurita se analizé cualitativamente y cuantitativamente
(figura 2A a H).

p65 y p66, en una forma soluble, inducen una desfasciculacion clara de los paquetes de axones (C frente Ay F frente a
D) y un aumento significativo en el crecimiento axonal (C frente A) en comparacién con los controles.

De forma curiosa, p65 y p66, en una forma recubierta, inducen un efecto opuesto sobre la fasciculacion (B frentea Ay E
frente a D) y no tienen efecto sobre la extension de neurita.

Estos resultados se confirmaron mediante andlisis cuantitativos que mostraban que p65 y p66, en forma soluble,
aumentaban la extension de neurita en el 34 % y el 21 % respectivamente, en comparacion con los controles, mientras
que los mismos péptidos en la forma recubierta no inducen un aumento significativo de la extension de neurita (figura
2G y 2H).

Estos resultados demuestran que los péptidos miméticos de PSA son capaces de modular el crecimiento y la
fasciculacién axonal in vitro.

2.2) Efecto de los péptidos miméticos de PSA sobre la fasciculacion y guia axonal in vivo (figura 3)

Se inyectaron p65 y p66 en ojos de embriones de pollo (E3) y la retina se observé en E9. Los resultados presentados en
la figura 3 muestran que la presencia de péptidos miméticos de PSA durante el desarrollo de la retina inducen defectos
de guia y fasciculacion de los axones; los axones dejan su fasciculo y crecen perpendicularmente al mismo (punta de
las flechas en D, G, E y H). En comparacién, no se observan defectos en la guia y fasciculacion de axones después de
la inyeccion de los péptidos de control.

Estos resultados demuestran que los péptidos miméticos de PSA son capaces de modular el crecimiento y la guia
axonal in vivo.

2.3) Efectos de péptidos miméticos de PSA sobre la migracion celular in vitro (figuras 4 a 7)

El efecto de los péptidos miméticos de PSA sobre la migracién celular in vitro se analizé en explantes sub-ventriculares
de ratones de 1 dia de edad normales (NCAM +/+), heterocigotos (NCAM +/-) o ratones knock out (NCAM -/-) cultivados
en Matrigel, en presencia de los péptidos miméticos (p65, p21, p66), forma diferente de péptido p65 (ciclico, lineal, lineal
y acetilado), los péptidos de control (p65 inverso y p66 inverso y p22 inverso) o endosialidasa N. Los resultados se
ilustran en las figuras 4 a 7.

- Figura 4 (A a I) muestra que la adicion de péptidos p65 y p66 al cultivo aumenta el indice de migracion de los
precursores neuronales y una modificacion de su disposicion similar a cadena (C y F). Estos efectos no se observaron
con los péptidos inversos (A y B) y fueron dependientes de PSA ya que los mismos se suprimieron mediante tratamiento
conendo N (By E).

Estos resultados se confirmaron mediante el analisis cuantitativo (G y H) que demuestra que p65 y p66 inducen un
aumento significativo en el indice de migracion de los precursores neuronales (+ 40 % y + 26 % respectivamente a 0,4
MM, en comparacién con el control sin péptido), mientras que la endo N lo reduce (- 21 %, en comparacion con el control
sin péptido).

La curva de dosis-respuesta de p65 (I) muestra que el efecto 6ptimo sobre la migracién celular se observa empezando
en y por encima de 0,4 uM de péptido.
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- La Figura 5 muestra que la ciclacion de p65 es un pre-requisito para el efecto promotor de p65 ya que las secuencias
de aminoacidos correspondientes en una forma lineal, N-acetiladas o no, son incapaces de estimular la migracion
celular.

- La Figura 6 muestra que el efecto de p65 depende de la expresién de PSA ya que una reduccioén significativa de la
migracion del precursor se observo en los ratones NCAM -/ en comparacion con los ratones NCAM +/-, en presencia del
péptido inverso o péptido p65; el efecto fue comparable en ratones NCAM +/- tratados con endo N y ratones NCAM -/ y
el p65 no invirtio la migracion perjudicada en los ratones NCAM -/-.

- La Figura 7 muestra que p65 induce un aumento significativo en el indice de migracién de los precursores neuronales,
en comparacioén con el péptido de control correspondiente (p65 inverso).

Por el contrario, p21 induce una reduccion significativa en el indice de migracion de los precursores neuronales, en
comparacioén con el péptido de control correspondiente (péptido p22); la disminucién es comparable a la que se observa
en las células tratadas con endo N.

Estos resultados demuestran que los péptidos miméticos son capaces de estimular (p65) o inhibir (p21) la migracion
celular de una manera dependiente de PSA.

2.4) Efectos de péptidos miméticos de PSA sobre la migracion celular in vivo (figura 8)

El efecto de péptidos miméticos de PSA sobre la migracion celular in vivo se analizé injertando tejido y evaluando la
migracion de células de SVZ. Trozos pequefios de SVZ (100 um de diametro) de ratones GFP de 1 dia de edad GFP se
injertaron en el area SVZ de ratones adultos, en presencia de p65, péptido inverso p65 o en ausencia de péptidos. Los
resultados se ilustran en la figura 8.

La Figura 8 muestra que la presencia de péptido p65 aumenta significativamente el niumero de células positivas GFP
que migran al bulbo olfatorio (a través de la Corriente de Migracién Rostral o RMS), en comparacion con el control. Este
efecto se observo tan temprano como 3 dias después del injerto (figura 8E). Estos resultados se confirmaron mediante
el analisis cuantitativo que muestra que el nimero de células positivas GFP presentes en el bulbo olfatorio 3 dias
después del injerto aumenta 17 veces en presencia de p65, en comparacion con el control (figura 8G).

Estos efectos fueron dependientes de PSA ya que los mismos estaban suprimidos en ratones knock-out NCAM.

Estos resultados demuestran que los péptidos miméticos son capaces de aumentar la migracion de células positivas
PSA.

EJEMPLO 9: ANALISIS DE RECUPERACION FUNCIONAL DE LESION DE MEDULA ESPINAL DESPUES DE UNA
INYECCION DE PEPTIDOS MIMETICOS DE PSA.

1) Materiales y métodos

1.1) Cirugia de médula espinal y administracion de péptidos

Ratones macho Swiss-CD1 (8- 10 semanas de edad) se anestesiaron con una mezcla de ketamina y xilazina. La
médula espinal se habia expuesto realizando una incision de la linea media de la piel y retrayendo los musculos
paravertebrales. Se realizd una laminectomia a nivel de T7-T8 y se expuso la médula espinal. Usando tijeras de
iridectomia, se realiz6 una hemi-seccion dorsal bilateral, cortando transversalmente los cordones dorsales izquierdo y
derecho, las astas dorsales, pero reservando la mayoria de las partes del cordén anterior, dando como resultado un
corte transversal completo del Tracto Cortico Espinal principal dorsomedial (CST). Para la serie de ratones que recibian
los péptidos se aplicé una almohadilla Surgicoll saturada con 10 pl de péptidos p65 o p65 inverso (10 uM) sobre el sitio
del corte transversal y se cubrié con vaselina para evitar la difusion. Todas las capas de musculo interiores se suturaron
usando hilo fino. La piel se suturé6 usando grapas quirdrgicas. A continuacion de la cirugia, se administr6 1 ml de
solucion salina por via subcutanea para evitar la deshidratacion y los ratones se colocaron bajo una lampara de calor
hasta que los mismos se recuperaron completamente de la narcosis. Después los ratones se devolvieron a su jaula de
residencia y recibieron una inyeccion subcutanea diariamente de antibiético Baitryl  para evitar la infecciéon. Se realizd
evacuacién manual de la vejiga hasta la recuperacion de la funcion autonémica completa de la vejiga.

1.2) Ensayo funcional (Figura 9)

La evaluacion funcional de los animales se realizé el dia (D) D1, D4, D7, D14, D21, D28, D35, durante la primera
semana a continuacion de la lesion de la médula espinal y después de forma semanal hasta el D35, mediante dos
observadores diferentes que no conocian la identidad del grupo. La recuperacion locomotora se evalu6é usando el
ensayo de BBB (ensayo de Basso, Beattie y Bresnahan; Basso et al., Restor. Neurol. Neurosci, 2002, 5, 189-218). La
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escala varia de 0 (sin movimiento observable de las extremidades posteriores) a 21 (marcha normal) y se puede
subdividir en tres intervalos. Los valores de 0 a 7 corresponden a una recuperacion baja (movimientos de articulaciones,
no hay soporte del peso, no hay colocacion de la pata). Los valores de 8 a 13 se pueden referir a una recuperacion
intermedia (colocacién de la pata, coordinacion de extremidades anteriores-posteriores). Los valores de 14 a 21 se
pueden referir a una recuperacion muy buena. Finalmente el ultimo dia del ensayo (D35), los ratones se sometieron al
ensayo del rodillo giratorio para evaluar la coordinacion motora fina.

1.3) Histologia (Figura 9)

El D5, los animales lesionados que recibieron p65 (n=3) o p65 invertido (n=3) se perfundieron por via trans-cardiaca.
Las médulas espinales se cortaron en plano sagital a intervalos de 20 pym en bloques de 10 mm de longitud en el sitio
de la lesion. Para examinar el alcance de la lesion, se realizé tincion de Nissl en series de 1-en- 6 cortes en todos los
animales. Las series de cortes de 1-en-3 se tifieron con anticuerpos anti-PSA (IgM de ratén) y/o anti-GFAP (IgG de
raton) MenB. Los anticuerpos unidos se revelaron mediante los anticuerpos secundarios marcados fluorescentemente
apropiados.

2) Resultados

Después de las lesiones cortadas, los axones cerebrales y espinales no avanzan a través del SNC adulto. En lugar de
ello, estas fibras se quedan atrapadas en el sitio del dafio y permanecen desconectadas de las dianas sinapticas,
conduciendo a déficits profundos y persistentes en muchos casos clinicos. La lesién de médula espinal (LME) es el
ejemplo mas claro de una afeccién en la que la desconexion axonal conduce a incapacidad significativa a pesar de la
muerte neuronal minima.

Por tanto, se analiz6 el efecto de los péptidos miméticos de PSA p65 (y su equivalente inverso, tomado como control)
sobre la recuperacion funcional sobre la lesion de la médula espinal en ratones.

2.1) Recuperacion locomotora mejorada después de lesion de médula espinal en ratones que recibieron péptido
p65 en el sitio de la lesion.

Los resultados presentados en la figura 10 (A y B) demuestran que el tratamiento de péptidos miméticos de PSA esta
relacionado con la recuperacion funcional después de la lesion de hemi-seccion dorsal centro-toracica. Mas
precisamente, la recuperacion se evalu6 usando una medida estandarizada en campo abierto de la funcion locomotora
después de lesidon de la médula espinal, la puntuacion BBB. En esta escala, 21 es funcién normal y 0 es paralisis total
bilateral de las extremidades posteriores. Todos los ratones tenian valores de 0 el D1 después de la lesidn. Los ratones
tratados con p65 recuperaron gradualmente la funcién parcial a lo largo de un periodo de observacion de 45 dias (Figura
10A). Los valores de ratones tratados con p65 fueron significativamente mayores que los controles con p65 inversos
comenzando el D14 después de la lesidon y a través de los puntos de tiempo siguientes. Considerando el periodo de
tiempo (14 dias) en el que se observo esta mejora es compatible con algun crecimiento de larga distancia de las fibras
de CST que se prolongan a partir del sitio de la lesion hasta el conjunto motor lumbar. El brote local en la médula lumbar
asi como rearreglos de otros tractos descendentes, tales como el sistema rubro espinal, o del circuito de la médula
espinal intrinseco distal también pueden contribuir. Independientemente del mecanismo, la recuperacion locomotora en
los ratones tratados con p65 fue significativamente mayor que en los animales de control. El efecto beneficioso de p65
sobre la recuperacion se ensayé adicionalmente mediante un ensayo de rodillo giratorio realizado el D35 (figura 10B).

2.2 Disminucion de gliosis reactiva el D5

Para evaluar el efecto del péptido, se realiz6 la cuantificacion de la expresion de la Proteina acida Fibrilar Glial (GFAP)
como un indice de gliosis reactiva, en un subgrupo de animales tomados el D5 a continuacion de la cirugia. Estos
animales se seleccionaron de una manera ciega para cuantificacion. Se analizaron 3 animales de p65 (10 cortes por
animal) y 3 de p65 inverso (10 cortes por animal). Se realizé6 un marcaje doble con anticuerpo anti-PSA MenB. La
cuantificacion también se realiz6 de una manera ciega.

Se observé una diferencia significativa entre los animales tratados con p65 y con p65 inverso (Figura 11 A y B),
demostrando que el tratamiento con p65 redujo la gliosis reactiva en el 40 % en comparacién con el tratamiento con p65
inverso, posiblemente evitando la migracién dentro de la cicatriz o inhibiendo otros procesos implicados tales como la
accion de citoquinas inflamatorias. En cualquier caso estos resultados apoyan el hecho de que la recuperacion funcional
fue mejor en ratones tratados con p65.
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<120> Uso de péptidos miméticos del acido Poli-alfa-2,8-sialico para modular funciones de NCAM

<130> F644PCT83
<160> 32

<170> Patentln version 3.1
<210> 1

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 1

Asp Ser Pro Leu Val Pro Phe Ile Asp Phe His Pro
1 5 10

<210> 2

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 2

Leu Trp Gln Pro Pro Leu Ile Pro Gly Ile Asp Phe
1 5 10

<210> 3

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 3
Gln Ile Glu Pro Trp Phe Thr Pro Glu Asp Phe Pro
1 5 10

<210> 4

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> péptido sintético
<400> 4
Thr Arg Leu Ala Pro Leu Val Phe Pro Leu Asp Tyr
1 5 10
<210>5
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 5
Ser Trp Leu Gln Met Pro Trp Ala Leu Val Arg Thr
1 5 10
<210> 6
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 6
Glu Ile His Leu Arg Met Ile Lys Gln Ile Thr Ile
1 5 10
<210>7
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 7
Trp His Leu Glu Tyr Met Trp Arg Trp Pro Arg Leu
1 5 10
<210>8
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 8
Leu Ile Glu Gln Arg Leu Pro Lys His Ile Leu Thr
1 5 10
<210>9
<211>12
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético
<400> 9
Tyr Glu Thr Ser Ser Ser Arg Leu Leu Ala Tyr RAla
1 5 10
<210> 10
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 10
Thr Leu Ala Ser Gln Leu Ser Asn Thr Ser Ala Tyr
1 5 10
<210> 11
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 11
Ser Asp Gln Gly Val Asn Gly Ser Trp Ser Asn Pro
1 5 10
<210> 12
<211>13
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 12
Trp His Asn Trp Asn Leu Trp Ala Pro Ala Ser Pro Thr
1 5 10
<210> 13
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 13
- Trp His Trp Gln Trp Thr Pro Trp Ser Ile Gln Pro
1 5 10
<210> 14
<211>12
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<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 14
Ile Lys Ser Pro Leu Thr Trp Leu Val Pro Pro Asp
1 5 10
<210> 15
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 15
Ser His Leu Asp Leu Ser Thr Gly His Arg Thr Ser
1 5 10
<210> 16
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 16
Cys Tyr Pro Leu Asn Pro Glu Val Tyr His Cys Gly
1 5 10
<210> 17
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 17
Cys Trp Pro Leu Ser His Ser Val Ile Val Cys Gly
1 5 10
<210> 18
<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 18
Cys Ser Ser Val Thr Ala Trp Thr Thr Gly Cys Gly
1 5 10
<210>19
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<211> 11
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 19
Cys Tyr Met Ala Ser Gly Val Phe Leu Cys Gly
1 5 10
<210> 20
<211> 12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 20
Cys Trp Pro Leu Gly Pro Ser Thr Tyr Ile Cys Gly
1 5 10
<210> 21
<211> 12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 21
Cys Ser Leu Ile Ala Ser Met Glu Thr Gly Cys Gly
1 5 10
<210> 22
<211> 12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 22
Cys Ser Lys Ile Ala Ser Met Glu Thr Gly Cys Gly
1 5 10
<210> 23
<211> 12
<212> PRT
<213> secuencia artificial
<220>
<223> péptido sintético
<400> 23
Cys Tyr Ile Gly Asp Pro Pro Phe Asn Pro Cys Gly
1 5 10
<210> 24
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<211>12
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 24

Cys Trp Pro Leu Gly Asp Ser Thr Val Ile Cys Gly
1 5 10

<210> 25

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 25

Cys Pro Leu Arg Leu Ala Phe Thr Phe Gly Cys Gly
1 5 10

<210> 26

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 26

Cys Thr Arg Met Ser His Gly Tyr Trp Ile Cys Gly
1 5 10

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> cebador
<400> 27
ccctcatagt tagcgtaacg 20

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 28

Pro Asp His Ile Phe Val Phe Ser Pro Asp Leu Pro
1 5 10

<210> 29
<211>13
<212> PRT
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 29

Asp Ser Pro Leu Val Pro Phe Ile Asp Phe His Pro Cys
10

1 5

<210> 30

<211> 13

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 30

Pro Asp His Ile Phe Val Phe Ser Pro Asp Leu Pro Cys

1 5
<210> 31
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido mimético de PSA

<400> 31
Asp His Gln Arg Phe Phe Val
1 5

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido mimético de PSA

<400> 32

Ala His Gln Ala Ser Phe Val

1

25

5
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido para uso como un medicamento para modular crecimiento, regeneracion y plasticidad de células de

vertebrados que expresan NCAM, en el que dicho péptido es un mimotopo del acido poli-(2,8 sialico unido a NCAM que
se selecciona entre el grupo que consiste en: los péptidos lineales de hasta 30 aminoacidos que comprenden al menos
una de las secuencias SEC ID N° 1 a 12, 14 y 15 y los péptidos ciclicos de hasta 30 aminoacidos que comprenden al
menos una de las secuencias SEC ID N°: 16 a 26.

2. El péptido ciclico de acuerdo con la reivindicacién 1 para uso como un medicamento, en la que la cadena lateral del
resto de cisteina en la posicién 1 de una de las secuencias SEC ID N°: 16 a 26 esta unido covalentemente al resto de la
cadena lateral de la cisteina en la posicion 10 u 11 de dicha secuencia.

3. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 para uso como un medicamento, que esta incluido
en un complejo que comprende varios péptidos idénticos o diferentes como se define en la reivindicacion 1 o en la
reivindicacion 2, unidos por enlaces covalentes o no covalentes.

4. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para uso como un medicamento, que esta
asociado con una molécula que posibilita que dicho péptido atraviese la barrera hematoencefalica.

5. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es para uso como un medicamento para
activar el crecimiento, regeneracion y plasticidad de células de vertebrado que expresan NCAM, para la prevencion o el
tratamiento de una afeccion patolégica seleccionada entre el grupo que consiste en: enfermedades neurodegenerativas,
lesiones cerebrales y de médula espinal, problemas de aprendizaje o memoria relacionados con la edad.

6. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es para uso como un medicamento para
inhibir el crecimiento, regeneracion y plasticidad de células de vertebrado que expresan NCAM, para la prevencion o el
tratamiento de cancer.

7. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 5 para uso como un medicamento, que es un péptido ciclico que
comprende SEC ID N°: 18 o SEC ID N°: 22.

8. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 6 para uso como un medicamento, que es un péptido lineal que
comprende SEC ID N°: 1.
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Figura 3

29



ES 2359810 T3

$ eangij

(M) ugroelusouco (wrl) ugioeiBiw ap enuelsip
vo'o v'0 4 oy ooz 051 00} 05§ 0
0zh . ! * 0
FopL
ﬁ -0z
-
_ Fosk o @
@ 2
o [+
a Loy 2
Foasr o =2
(=5 Q
2 2
3 3
[ o @ Los E
2 2
| opaAy| Sd——tm— o 599 + NOPUB —>ae] M.
#gnos §gd s + 02% \UJ NOPUI —gmr| -
.m opjueAy; s9d —O— Im\/
-~ agnyos god —¥—| - o8
+orZ agnios 599 —@—
_an._cul.'l
09z - 00}
°©
@ @
3 3 B _ H
a o 5 o
[ z = “w o
] - 3 3 ° g
& o 2 g & z
= a z ° = °
0
2
i %
Y
=
=3
Y
o 3
®
(=%
=
08 o
3 :
E A
08 nm P g h\wr;
[+3
o
>3
ng
o
(]
0zt g8
=
S
oL

30



(% de control)

igracion

Distancia media de m

ES 2359810 T3

160

140+

120+

1001

80

60 -

40

20+

T
T
i ;/;//;

inverso

(n=19)

p65 lineal
(n=16) (n=28)
Figura §

31

lineal y acetilado

(n=14)



ES 2359810 T3

NS

b
., )
m n.‘_.u.fh;v i

* i ; .,m«.ﬁ.v__v. )
RN

RH

| i
F T
b

Z Z
v O
zZ A

NN
.W..%AWMW oy
F%f»,ﬁwﬁw,w

(]011U0J AP 9/,) UOIIBISIW P BIPIW BIdUR)SI(]

p65
(n=52)

INVerso

endoN
(n

5

6
=33)

p

(n

Inverso

(n

=50)

(n

=14)

=55)

6

32

Figura



Distancia media de migracion (um)

300

250

200

150

100

50

ES 2359810 T3

p22
(n=7)

po5 invertido po5
(n=8) (n=13)

Figura 7

33

&\\\\@4*

(n=18)

endoN
(n=4)




ES 2359810 T3

explantes
SVZ GFP

&3

-
9 8 e 2 e

oualut |ap sndsap pe Og 19 Us d49
G SB|N|99 8p 0JBLINU B CjuBLLNY

pES

invertido

34

Figura 8



ES 2359810 T3

6 eIn3iy

A

ISD 9p od.ysey

RIS0[0)STH
i d1

oL01eAIS of[IpoYy

---04dd

vd IdoL
I | J

$210j0W SOARSUT]

uo1sa| e ap sondsap ei(]

S3[BIPALIOIIUBA

seny
ouguod [euidsao|nglsan
|euidsao|naiial oﬁm.c.
[DETITRN .
Iejnpalw ) \\..“./ . leuidsaopal

|euidsaonanal .,
ojoe]

|euidsaougn-~

.‘,. ojpel|
sajesajel
seiny '\ |
A |
.. |euldsaooiuod
ool

[eurdsy e[NpPIJAl AP UQIIIISTUII]

I ojoel]

+

0s13Au1/S9d + ugIsa|

35



ES 2359810 T3

tiempo (s)

A
—— P 65
g *ok %k *T* A InV
m ok k ,_.,.-E—————~—'—"f
2 A
c % P
(&)
(1] — -
=
g /"&/
o f A
/.*
/
/
'y
I I I T |
7 14 21 28 35
Dia (después de la lesion)
B
75 -

o

pES inv

36



.

INVErso

-9
<
=
&)

ES 2359810 T3

T v T r
s o 9o o o
@ © =3 P

T T
(=] (=]
~ =
— —

(1017103 3p %) ugnUL],

37

D inverso & p65

Figura 11



ES 2359810 T3

ARAUEIE

opndad ap opasul

9L SL pL €L 2L LL OL 6 8

L 9 5 v £ ¢

L

38



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




