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ES 2369354 T3

DESCRIPCION

[0001] La presente solicitud se refiere a una nueva utilizacion de proteinas llamadas "CRMPs" (Collapsin Response
Mediator Proteins) para el diagndstico y la terapia de patologias ligadas a un disfuncionamiento del sistema
inmunitario.

[0002] Las CRMPs, también conocidas bajo las denominaciones TOAD-64 (Minturn y otros, 1995, J Neurosci
15:6757-6766), DRP (Dihydropyrimidinase related protein, Hamajima y otros, 1996, Gene 180:157-163), C-22
(Quach y otros, 1997, Mol Brain Res 46:329-332) o ULIP (Unc-33-Like protein, Byk y otros, 1998, Eur J Blochem
254:14-24 y solicitud internacional WO 98/37 192), son moléculas de sefalizacion intracelular a dia de hoy
reconocidas como especificas del sistema nervioso. Estas proteinas se han descrito en especial como estando
implicadas en el control del desarrollo neuronal y el crecimiento axonal.

[0003] A dia de hoy, se han identificado cinco proteinas de esta familia, CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4 y
CRMPS5.

[0004] Determinados miembros de la familia se han asociados a desérdenes neurodegenerativos humanos. En la
enfermedad de alzhéimer, se observan niveles elevados de CRMP2 fosforilados en asociaciéon con placas de
neurofibrillas (Yoshida y otros, 1998, J Biol Chem 273:9761-9768).

[0005] En los sindromes neuroldgicos paraneoplasicos (SNP), que son desérdenes neurodegenerativos, unos
pacientes desarrollan auto-anticuerpos (anticuerpos anti-CV2) que reconocen a las proteinas CRMP (Honnorat y
otros, 1999, Eur J Neurosci 11:4226-4232).

[0006] A continuacidn, se ha propuesto utilizar estas proteinas en el diagnostico y la terapia de los canceres y de los
SNP (FR 2 805 540 y WO 98137192).

[0007] Yu y otros, 2001 (Annals of Neurology, 49(2):146-154) informan por otro lado de la presencia de auto-
anticuerpos neuronales anti-CRMP5 en casos de cancer de pulmén y de timoma.

[0008] De manera inesperada, los inventores han puesto en evidencia la presencia de las CRMP en los linfocitos T.
Mas especialmente, han mostrado CRMPs 1, 2 y 4 a concentraciones elevadas en los linfocitos T en pacientes con
patologias disinmunes. En este caso, ocurre que la presencia de estas proteinas aumenta cuando esta asociada a
una anomalia de muerte o de proliferacion de los linfocitos.

[0009] Por otro lado, los inventores también han observado una translocacion nuclear muy aumentada de la CRMP2
de los linfocitos infectados por HTLV-1 y los hace probablemente hiperproliferativos, o de linfocitos T de pacientes
que presentan una deficiencia inmune ligada al sistema ligante Fas-Fas. Esta translocacién corresponderia a una
forma muy fosforilada de CRMP2, mas especialmente reconocida por su anticuerpo especifico.

[0010] Finalmente, como se vera a partir de los ejemplos siguientes, la presencia de estas proteinas también se ha
caracterizado en células epiteliales timicas desde el estadio embrionario. Este descubrimiento de CRMPs en las
células epiteliales inmaduras es uno de los escasos ejemplos de proteina de sefializacién intracelular en el timo.

[0011] Por otro lado, la desaparicién de los CRMPs en el timo adulto y su inducciéon en las células T tras
estimulacion del TCR indica una relaciéon con la "recolocacion” del receptor de las células T, TCR, y la educacién de
los timocitos.

[0012] Consecuentemente, el conjunto de estos nuevos datos testifica acerca de la intervenciéon de las proteinas
CRMPs en una via de sefalizacion que conduce a la proliferacion, la muerte, la maduracién y la educacion de los
linfocitos y por lo tanto de su implicacién en la regulacion de la respuesta inmunitaria.

[0013] Estas observaciones son tanto mas inesperadas debido a que, hasta el dia de hoy, las CRMPs solamente se
consideraban sobre todo desde un punto de vista terapéutico como blancos potenciales para tratar patologias del
sistema nervioso central (SNC).

[0014] Esta claro que este descubrimiento abre nuevas perspectivas terapéuticas. A partir de ahora es concebible
actuar sobre la proliferacion o la muerte de células T y/o actuar sobre las células del timo y la auto-inmunidad
mediante una intervencion al nivel de las proteinas CRMPs en los linfocitos.

[0015] En este caso, la presente solicitud propone utilizar las CRMPs como dianas para el tratamiento, el prondstico
ylo el diagnostico de patologias ligadas a un disfuncionamiento del sistema inmunitario y en especial de la
proliferacién de las células T.

[0016] Se trata en particular de modular la expresién o la actividad de una o varias CRMPs, de tal manera que
pueda modular la apoptosis, la proliferacion o la migracion de las células.

[0017] Asi, una alteracion de las CRMPs, como por ejemplo una modificacion de la fosforilacion de CRMP2, es
susceptible de conducir a una hiperproliferacion o a una muerte celular.
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[0018] Asimismo, una estimulacion de las CRMPs parece constituir un medio eficaz para restaurar una sefalizacion
deficiente y mejorar la supervivencia linfocitaria como en el caso de la infeccién por el VIH.

[0019] Finalmente, un control de la hiper-expresion de las CRMPs parece determinante para reducir la proliferacion
de linfocitos que se han vuelto "hiper" proliferativos como en el caso de una infeccién por HTLV-1 o una mutacién de
Fas. Esta inhibicién podria también mejorar los procesos autoinmunes que implican linfocitos T que reconocen
determinantes de uno mismo (auto reactivos), y los ataques del SNC ligados a la invasion del SNC por estos
linfocitos T (TSP/HAM ligada a HTLV-1, encefalitis ligada a la rubéola, esclerosis en placas).

[0020] En determinados casos, se busca por lo tanto preferentemente aumentar o estimular la expresion o la
actividad de las CRMPs (por ejemplo en el caso de una infeccion de los linfocitos por el virus VIH del SIDA). En otros
casos, en cambio, se busca reprimir o inhibir la expresién o la actividad de las CRMP, por ejemplo para reducir la
proliferacion o la migracion de los linfocitos, por ejemplo en el caso de un linfoma.

[0021] Bloquear la actividad CRMP también puede ser ventajoso para bloquear el efecto de la proteina prién PrP
patolégica.

[0022] La solicitud describe ante todo la utilizacion de al menos una proteina de la familia de las CRMPs, fragmento
polipeptidico o derivado biolégicamente activo de esta, o de una secuencia o fragmento de secuencia nucleotidica
que codifica a dicha proteina para la fabricacion de un medicamento destinado a tratar patologias ligadas a un
disfuncionamiento del sistema inmunitario.

[0023] La solicitud describe a continuacion la utilizacion de una secuencia anti-sentido capaz de hibridarse
especificamente con una secuencia nucleotidica que codifica a dicha proteina o a un anticuerpo dirigido contra dicha
proteina para la fabricacion de un medicamento destinado a tratar patologias ligadas a un disfuncionamiento del
sistema inmunitario.

[0024] La solicitud describe también la utilizacion de una secuencia peptidica capaz de actuar con dicha proteina, o
compuestos farmacéuticos capaces de controlar la expresién de dicha proteina, y/o de sus parejas y/o de sus
interacciones, para la fabricacion de un medicamento destinado a tratar patologias ligadas a un disfuncionamiento
del sistema inmunitario.

[0025] La solicitud describe por otro lado un método de prevencion y/o tratamiento de una patologia ligada a un
disfuncionamiento del sistema inmunitario, comprendiendo esta método la administracion a un paciente que necesita
un tal tratamiento en una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente modulador de la expresion o de la actividad
de una CRMP, en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0026] Estos modos de realizacion se detallan a continuacion.

[0027] Mas concretamente, la presente invencion se refiere a un acido nucleico antisentido capaz de hibridarse con
un acido nucleico que codifica a una proteina CRMP, o anticuerpo anti-CRMP, para su utilizacion en el tratamiento
de una patologia que implica un disfuncionamiento de los linfocitos T, seleccionandose dicha patologia de entre:

- las enfermedades de priones;
- las enfermedades neuroinflamatorias desmielinizantes; y
- la esclerosis en placas.

[0028] La presente invencidon también tiene por objeto un método de cribado in vitro de moléculas utiles para el
tratamiento de enfermedades de priones, en el cual se ponen en contacto una molécula a verificar con una proteina
prién PrP y una proteina CRMP, y se evalla la capacidad de la molécula para inhibir la interaccion de la CRMP, o de
un dimero de CRMP, con la proteina PrP, siendo una accion inhibidora de esta interaccion indicativa de una
molécula util para el tratamiento de enfermedades de priones.

[0029] La presente invencidon también se refiere a un método in vitro de prondstico y/o de diagndstico de una
patologia ligada a un disfuncionamiento del sistema inmunitario, comprendiendo el método la puesta en evidencia en
células del sistema inmunitario extraidas de un paciente, de una expresion o localizacién anormal de una proteina
CRMP con respecto a células de control, en la cual dichas células del sistema inmunitario son unos linfocitos,
seleccionandose dicha patologia de entre:

a. Las enfermedades de priones;
b. La esclerosis en placas;

c. y las enfermedades neuroinflamatorias desmielinizantes.
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Patologias objetivo:

[0030] Tal como se describe en la presente solicitud, las patologias objetivo desde un punto de vista terapéutico o
diagnéstico, estan ligadas a un disfuncionamiento del sistema inmunitario, y en especial a un disfuncionamiento de
la proliferacion de las células del sistema inmunitario, en particular células T.

[0031] Mas concretamente, estas patologias comprenden:
- las leucemias T (en particular la del adulto) y los linfomas (es decir la proliferacion maligna de las células T) ;

- las infecciones virales, tales como una infeccién por el virus del herpes, de la rubéola, el virus de epstein-Barr,
HTLV- 1 (se habla entonces de alcances neuro-inflamatorios asociados a la infeccion por el retrovirus HTLV1,
paraparesia espastica tropical o mielopatia asociada a HTLV-1 - TSP/HAM), o una infeccion por el virus VIH (virus
del SIDA también llamado neurosida). Mas generalmente, es un objetivo cualquier infeccion virica que pueda
resultar en una invasion del SNC por los linfocitos T (encefalitis ligada a la rubéola, etc).

- las enfermedades de priones.

[0032] Por otro lado también concierne a las enfermedades disinmunes ligadas a la mutacion de Fas y Fasl ; y a los
alcances neuro-inflamatorios asociados a una activacion de los linfocitos.

[0033] Es también concebible tratar enfermedades auto-inmunes (y en especial las ligadas a Fas), actuando
mediante las proteinas CRMPs y sus diferentes parejas biolégicas, en la maduracién de los linfocitos T al nivel del
timo.

[0034] A titulo representativo de estas patologias auto-inmunes, se puede también especialmente citar la artritis
reumatoide, la miastenia, el lupus eritematoso, el asma, la esclerosis en placas, o cualquier desorden inmune que
implique un reconocimiento inmune y el blanco de las propias células o de los tejidos y resultante en una o varias
respuestas inflamatorias. La esclerosis en placas es la mas frecuente de las enfermedades auto-inmunes.

[0035] Mas generalmente, la invencion se refiere a la terapia o al diagnéstico de las enfermedades
neuroinflamatorias desmielinizantes.

[0036] Segun un modo preferido de la invencion, el paciente es un humano, preferentemente un adulto, aunque el
método de tratamiento de la invencion también puede aplicarse a mamiferos u otros vertebrados.

Modulacién de las CRMPs:

[0037] De acuerdo con la presente invencion, se busca modular la actividad o la expresion de las CRMPs. Esta
modulacién puede ser directa o indirecta.

[0038] Una modulacién directa de la actividad proteica CRMP es una modulacién que se realiza por accion directa
sobre la actividad y/o la expresion de la propia proteina. Unos agentes capaces de modular directamente la actividad
proteica CRMP son o bien agonistas o bien antagonistas y pueden también ser llamados « activadores directos » o «
inhibidores directos » respectivamente.

[0039] Por lo tanto, por « agonista », se entiende un agente que aumenta la actividad mientras que un antagonista
significa un agente que inhibe la actividad de la proteina.

[0040] Preferentemente, estos agonistas o antagonistas son capaces de modular la interaccion de la proteina CRMP
con moléculas endégenas que actuan habitualmente directamente aguas arriba o aguas abajo de la proteina CRMP
en una cascada de sefalizacion. Puede tratarse por ejemplo de una interaccion CRMP-semaforina, CRMP plexina,
CRMP-quinasa o también CRMP-proteina del citoesqueleto.

[0041] Estos agentes son por ejemplo anticuerpos dirigidos contra la proteina CRMP o aptameros.

[0042] Una alteracion de la interaccion entre dos proteinas CRMPs homodlogas o heterélogas es otro ejemplo de
modulacion de la actividad CRMP. Una interaccion entre proteinas « homologas » significa una interaccion entre al
menos dos mismos tipos de proteinas CRMP tales como por ejemplo homodimeros CRMP2-CRMP2.

[0043] La interaccion entre proteinas CRMPs « heterdlogas » significa una interaccion entre al menos dos proteinas
CRMPs diferentes, por ejemplo heterodimeros CRMP2-CRMP5.

[0044] Entre los agentes capaces de modular directamente la expresion de una CRMP, se pueden citar agentes que
alteran (es decir aumentan o disminuyen) el nivel de produccion de la proteina CRMP. Estos agentes pueden ser por
ejemplo un polipéptido CRMP o una secuencia de acido nucleico que codifica a esta proteina, o agentes capaces de
modular la transfeccion y/o la traduccion de los genes CRMP tales como secuencias de acido nucleico antisentido o
ARN doble hebra inhibidora.
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[0045] Una modulacion indirecta de la actividad proteica CRMP es una modulacién que se realiza por accion sobre
la actividad y la expresion de agentes enddgenos extracelular o intracelular que actuan habitualmente aguas arriba
(inductor) o aguas abajo (efector) de la proteina CRMP como cascada de sefializacién. Un inductor de una proteina
CRMP es por ejemplo una semaforina, en particular la semaforina 3A (Sema 3A) o la semaforina 4D (Sema 4D). Los
ejemplos de efectores incluyen tirosinas quinasas, GTPasa de la familia Rho o Rac, transferasas (transglutaminasa).

[0046] Son también interesantes otras proteinas capaces de interactuar con proteinas CRMPs, que pueden ser
identificadas en muestras patoldgicas, tales como liquido cefalorraquideo o biopsias de cerebro, en un paciente
(humano o animal) afectado por un desorden inmunoldgico. Unos agentes que permiten obtener una modulacion
indirecta de actividad o de la expresion de una CRMP pueden ser seleccionados facilmente por un experto en la
materia, por ejemplo a la luz de los tipos de modulador directo descritos mas arriba.

[0047] Tal como se divulga en la presente solicitud, y excepto que se describa de otro modo, los términos « agente »
0 « compuesto de prueba » pueden referirse a una o varias moléculas estructuralmente definidas tales como
polipéptidos, oligonucledtidos, molécula mineral u organica, de naturaleza endégena o exdgeno. Estos agentes
pueden también ser compuestos indefinidos tales como extractos celulares, tisulares, o liquidos biolégicos de origen
animal o vegetal.

[0048] La utilizacion de proteinas CRMPs o de acido nucleico que codifican para una CRMP es interesante cuando
se busca aumentar la cantidad en al menos una de las CRMPs. Se puede también concebir utilizar un compuesto o
una mezcla de compuestos de origen sintético o natural que activa o inhibe la expresion o la accién de estas
CRMPs.

[0049] A titulo ilustrativo de este tipo de compuestos, se pueden mas especialmente citar las moléculas susceptibles
de entenderse como un pareja biolégica de las CRMPs, utilizando por ejemplo las CRMPs como molécula de
sefializacion intracelular.

Proteinas CRMP:

[0050] Las proteinas CRMPs mas especialmente consideradas segun la invencion son las proteinas CRMP1,
CRMP2, CRMP3, CRMP4 y CRMP5.

[0051] La presente invencion se refiere a de manera preferente a la utilizacion de al menos una proteina CRMP
escogida entre las secuencias de aminoacidos de las proteinas humanas CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4 y
CRMP5 que se representan en la figura 8.

[0052] Segun la presente invencion:

- La proteina CRMP1 se refiere en especial a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la figura 8 asi como todos los fragmentos polipeptidicos o derivados correspondientes.

- La proteina CRMP2 se refiere en especial a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la figura 8 asi como todos los fragmentos polipéptidos o derivados correspondientes.

- La proteina CRMP3 se refiere en especial a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la figura 8 asi como todos los fragmentos polipéptidos o derivados correspondientes.

- La proteina CRMP4 se refiere en especial a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la figura 8 asi como todos los fragmentos polipéptidos o derivados correspondientes.

- La proteina CRMP5 se refiere en especial a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la figura 8 asi como todos los fragmentos polipéptidos o derivados correspondientes.

[0053] Los polipéptidos derivados hacen referencia a cualquier variante polipeptidica de las proteinas de mas arriba
o cualquier otro molécula resultante de una modificacion genética y/o de naturaleza quimica de una de las
secuencias descritas anteriormente, es decir obtenida por mutacion, supresion, adicion, substitucidon y/o cualquier
modificacidon quimica de un Unico o de un numero limitado de aminoacidos , asi como cualquier secuencia isoforme,
habiendo dicha secuencia derivada, modificada o isomorfa conservado al menos una de las propiedades que la
hacen biolégicamente activa.

[0054] De este modo se incluyen las secuencias homadlogas, definidas como

i) las secuencias similares a al menos 70%, preferentemente 80 %, aun mas preferentemente 90 % de las
secuencias humanas de CRMP (tales como las representadas en la figura 8) ;

ii) las secuencias codificadas por una secuencia de acido nucleico homéloga es decir una secuencia de acido
nucleico que se hibrida con una secuencia que codifica a las CRMPs humanas o su secuencia complementaria, en
condiciones astringentes de hibridacion.
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[0055] EI término "similares" se refiere al parecido perfecto o identidad entre los aminoacidos comparados y también
al parecido no perfecto que se califica de similitud. Esta busqueda de similitudes en una secuencia polipeptidica
tiene en cuenta las substituciones conservativas que son unas substituciones de aminoacidos de la misma clase,
tales como substituciones de aminoacidos en las cadenas laterales no cargadas (tales como la asparagina, la
glutamina, la serina, la treonina, y la tirosina), de aminoacidos en las cadenas laterales basicas (tales como la lisina,
la arginina, y la histidina), de aminoacidos en las cadenas laterales acidas (tales como el acido aspartico y el acido
glutamico) ; de aminoéacidos en las cadenas laterales apolares (tales como la glicina, la alanina, la valina, la leucina,
la isoleucina, la prolina, la fenilalanina, la metionina, el triptofano, y la cisteina).

[0056] Mas generalmente, por « secuencia de aminoacidos homéloga », se entiende por lo tanto cualquier
secuencia de aminoacidos que difiera de la secuencia humana de la figura 8, por sustitucion, supresién y/o insercion
de un aminoacido o de un numero reducido de aminoacidos , en especial por sustitucion de aminoacidos naturales
por aminodacidos no naturales o pseudoaminoacidos en posiciones tales que estas modificaciones no tengan
significativamente alcance en la actividad biolégica de la CRMP.

[0057] La homologia se determina generalmente utilizando un programa de analisis de secuencia (por ejemplo,
Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology
Center, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Se alinean unas secuencias de aminoacidos similares para
obtener el grado maximo de homologia (es decir identidad o similitud, tal como se ha definido mas arriba). Con esta
finalidad, puede ser necesario introducir de manera artificial espacios (« gaps ») en la secuencia. Una vez realizada
la alineacion 6ptima, se establece el grado de homologia por grabacién de todas las posiciones para las cuales los
aminoacidos de las dos secuencias comparadas son idénticos, con respecto al nimero total de posiciones.

[0058] La « actividad biolégica » de las proteinas CRMPs incluye cualquier propiedad bioldgica de estas proteinas.
Por ejemplo, la actividad puede determinarse evaluando la inhibicion de crecimiento axonal en respuesta a las
semaforinas, en particular la Sema 3A o la Semad4D y/o evaluando la inhibicion del crecimiento de las
oligodendrocitas, y/o incluso la migracion de las células del sistema inmunitario en respuesta a las semaforinas.
También se incluyen las propiedades inmunoldgicas de las CRMPs, en particular la capacidad de provocar la
producciéon de anticuerpos, del tipo de los anticuerpos anti-CV2 en las SNP. También se incluye una actividad
enzimatica CRMP directa o indirecta, o como sustrato de otra enzima.

[0059] También estan implicadas las diferentes formas de proteinas consideradas susceptibles de ser reconocidas
por sus anticuerpos respectivos. Puede tratarse de sus formas diméricas, fosforiladas y/o truncadas.

[0060] En la figura 5, Western Blot demuestra, con ayuda de un anticuerpo especifico, la presencia de una forma
particular de CRMP2 fosforilada en los linfocitos T hiperproliferativos infectados por el retrovirus HTLV1 (C91PL),
comparados con los linfocitos de control (Jurkat).

[0061] Son mas especialmente preferidas en el marco de la presente invencion a titulo de blancos terapéuticos, las
proteinas CRMP2 y CRMP5. La proteina CRMP5 parece en especial constituir un blanco especialmente interesante
para el diagndstico y/o el tratamiento de las patologias de tipo enfermedades de priones.

[0062] Las proteinas CRMPs, solas o mezcladas, pueden ser asociadas a un vehiculo farmacéuticamente aceptable
en el seno de una composicion farmacéutica, util para la prevencién o el tratamiento de un disfuncionamiento del
sistema inmunitario.

Acidos nucleicos:

[0063] La solicitud describe también la utilizacion de cualquier secuencia de acidos nucleicos aislados que codifica a
una de las proteinas CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4 y CRMP5, o fragmentos nucleotidicos o secuencias que
derivan de una de las secuencias, debido a la degeneracion del cédigo genético o debido a la mutacion, supresion, o
insercion de al menos un nucledtido, teniendo dichas secuencias derivadas una actividad bioldgica practicamente
idéntica a la de la proteina considerada.

[0064] Las diferentes secuencias nucleotidicas o peptidicas descritas en la solicitud pueden ser de origen artificial o
no. Puede tratarse de secuencias de aDN o de aRN, obtenidas por cribado de bancos de secuencias mediante
sondas elaboradas a partir de secuencias de origen. Estos bancos pueden ser preparados mediante unas técnicas
clasicas de biologia molecular conocidas por el experto en la materia.

[0065] Las secuencias nucleotidicas descritas en la solicitud pueden también prepararse mediante sintesis quimica
o también con métodos mixtos que incluyan la modificacion quimica o enzimatica de secuencias obtenidas por
cribado de las bandas. Estas secuencias nucleotidicas permiten la realizacion de sondas nucleotidicas capaces de
hibridarse fuertemente y especificamente con una secuencia de acidos nucleicos, de un ADN gendémico o de un
ARN mensajero que codifica a un péptido segun la invencién o un fragmento biolégicamente activo de este.

[0066] Estan comprendidas las secuencias homologas, definidas como:
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i) des secuencias similares a al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, aun mas preferentemente el 90 %, de una
secuencia que codifica a una CRMP humana (tal como aquella representada en la figura 8) ; o

ii) secuencias hibridadoras con una secuencia que codifica a una CRMP humana o su secuencia complementaria,
en condiciones astringentes de hibridacion.

[0067] De manera preferente, una tal secuencia nucleotidica homodloga hibrida especificamente a las secuencias
complementarias de la secuencia que codifica a una CRMP de la figura 8 en condiciones astringentes. Los
parametros que definen las condiciones de astringencia dependen de la temperatura a la cual el 50% de las hebras
apareadas se separan (Tm).

[0068] Para las secuencias que comprenden mas de 30 bases, Tm se define como la relacion: Tm=81,5+0,41
(%G+C) +16,6Log(concentracion en cationes) - 0,63(% formamida) -(600/nimero de bases) (Sambrook y otros,
1989). Para las secuencias de longitud inferior a 30 bases, Tm se define mediante la relacion: Tm= 4(G+C) + 2
(A+T).

[0069] En condiciones de astringencia apropiadas, en las cuales las secuencias no especificas no se hibridan, la
temperatura de hibridacion puede ser preferentemente de 5 a 10°C por debajo de Tm, y los tampones de hibridacion
utilizados son preferentemente soluciones de fuerza ionica elevada tal como una solucion 6xSSC por ejemplo.

[0070] EI término "secuencias similares" empleado mas arriba se refiere al parecido perfecto o identidad entre los
nucledtidos comparados y también al parecido no perfecto que se califica de similitud. Esta busqueda de similitudes
en las secuencias nucleicas distingue por ejemplo los purinas y las pirimidinas.

[0071] Entre estas secuencias homologas, estan comprendidas las secuencias de los genes de mamiferos
diferentes del hombre, que codifican a una CRMP, preferentemente de un primate, de un bovino, ovino o cerdo, o
incluso de un roedor, asi como las variantes alélicas.

[0072] Un acido nucleico que codifica a una CRMP es en especial Util en el marco de una terapia génica, en
asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en el seno de una composicion farmacéutica.

Antisentido:

[0073] Por su parte, se privilegia la utilizacién de secuencias anti-sentido anti- CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4
y/o CRMP5 cuando se busca bloquear la expresion de la proteina CRMP considerada.

[0074] Las secuencias nucleotidicas que codifican a las proteinas CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4 o CRMP5 son
utiles para la produccion de secuencias anti-sentido capaces de hibridarse especificamente con una secuencia de
acidos nucleicos que incluyen el ARN mensajero que puede utilizarse en terapia génica.

[0075] La solicitud describe por lo tanto también la utilizacion de secuencias anti-sentido capaces de inhibir al menos
parcialmente la produccion de las proteinas CRMPs identificadas de mas arriba.

[0076] Estas secuencias se pueden formular en composiciones farmacéuticas, utiles en terapia génica.
Anticuerpo anti-CRMP:

[0077] La solicitud describe también la utilizacion de anticuerpos mono- o policlonales o sus fragmentos, anticuerpo
quiméricos o inmunoconjugados obtenidos a partir de una CRMP escogidas de entre las proteinas CRMP1, CRMP2,
CRMP3, CRMP4 o CRMP5, derivados o fragmentos polipeptidicos biolégicamente activos de CRMPs.

[0078] Estos anticuerpo son Utiles para bloquear la expresion de la proteina CRMP considerada.

[0079] Los anticuerpo policlonales pueden ser obtenidos segun el protocolo descrito en los ejemplos. Sin embargo,
estos anticuerpos pueden obtenerse también con ayuda de métodos convencionales.

[0080] Los anticuerpos policlonales pueden ser obtenidos a partir del suero de un animal inmunizado contra un
polipéptido segun los modos operatorios usuales.

[0081] Mas especialmente, se puede utilizar como antigeno un fragmento peptidico apropiado, tal como se ha
definido mas arriba, que puede ser acoplado mediante un residuo reactivo a una proteina o a otro péptido. Se
inmunizan unos conejos con el equivalente de 1 mg de el antigeno peptidico segun el proceso descrito por Benoit y
otros., PNAS USA, 79, 917-921 (1982).A intervalos de cuatro semanas, los animales son tratados con unas
inyecciones de 200mg de antigeno y sangrados de 10 a 14 dias mas tarde. Tras la tercera inyeccién, se examina el
anti-suero para determinar su capacidad de ligarse al péptido antigeno radiomarcado con iodo, preparado con el
método cloramina-T y a continuacién se purifica con una cromatografia en columna intercambiadora de ion
carboximetilcelulosa (CMC). A continuacion, se recogen las moléculas de anticuerpos en los mamiferos y se aislan
hasta la concentracion deseada con los métodos bien conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, utilizando
DEAE Sephadex para obtener la fraccion IgG.
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[0082] Con la finalidad de aumentar la especificidad del suero policlonal, los anticuerpos pueden ser purificados con
una cromatografia de inmuno-afinidad utilizando polipéptidos inmunizantes en fase sélida. El anticuerpo se pone en
contacto con el polipéptido inmunizante en fase sélida durante una duracién suficiente de tal manera que pueda
hacer inmuno-reaccionar el polipéptido con la molécula de anticuerpos con el fin de formar un complejo
inmunoldgico en fase sélida.

[0083] A titulo representativo de las secuencias utilizadas para producir estos anticuerpos, se pueden especialmente
citar aquellos representados en la figura 8.

[0084] Se trata de:

- péptido 6 (CMRP1): SEQ ID n°® 22 ;

- péptido 3 (CMRP2): SEQ ID n° 23 ;

- péptido 4 (CMRP2): SEQ ID n° 24 ;

- péptido 7 (CRMP4): SEQ ID n° 25

- péptido 8 (CRMP3): SEQ ID n°® 26 ;

- péptido 5 (CRMP5): SEQ ID n°® 27 ;

- péptido 9 (CRMP2 C-terminal): SEQ ID n° 28.

[0085] EI anti-pep4 es mas especifico de CRMP2, lo cual es especialmente ventajoso teniendo en cuenta la fuerte
homologia entre las proteinas CRMPs que hace dificil la produccion de anticuerpos especificos. El péptido
comprende una serina que es un sitio de fosforilacion potencial y que, aparentemente, facilita la detecciéon de la
forma fosforilada.

[0086] EIl anti-pep 9 (CRMP2 C-terminal) es también especifico de una parte de la proteina CRMP2 que se trunca en
determinadas circunstancias patoldgicas.

[0087] El anti-pep5 es especifico de CRMP5 y por lo tanto permite ventajosamente diferenciar CRMP5 de las otras
CRMPs.

[0088] Se pueden también utilizar anticuerpos monoclonales, que pueden por ejemplo ser obtenidos por el método
clasico de cultura de hibridomas de Kohler y Milstein, naturaleza, 256, 495-497, (1975).

[0089] Los anticuerpos pueden ser anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, fragmentos Fab y F(ab’) 2.
También pueden presentarse en forma de inmuno-conjugados o de anticuerpos marcados.

[0090] Los anticuerpos anti-CRMP son Uutiles en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en
composiciones farmacéuticas Utiles para la prevencion o el tratamiento del disfuncionamiento del sistema
inmunitario. También son utiles como herramientas de diagndstico.

Interaccion con otras parejas:

[0091] Se puede también concebir intervenir en la cascada de sefalizacion empleando un compuesto o mezcla de
compuestos de origen sintético o natural capaz de inhibir la accidn de dichas proteinas CRMPs y mas especialmente
de bloquear la interaccion o bien entre dos de entre ellas, o bien entre una de entre ellas y sus parejas biologicas
naturales.

[0092] De manera mas general, es posible concebir también la realizacién de las proteinas CRMPs como cebadores
para identificar nuevos blancos terapéuticos en extractos bioldgicos, de tipo lipidico o biopsias, de pacientes
aquejados de enfermedades autoinmunes, neuroinflamatorias, linfomas o leucemias T.

[0093] La solicitud describe también la utilizacion de al menos una proteina CRMP a titulo de herramienta de
diagnostico para detectar, identificar y/o dosificar al menos una pareja bioldgica de una proteina CRMP en extractos
bioldgicos de pacientes aquejados de enfermedades autoinmunes, neuroinflamatorias, linfomas o leucemias T.

[0094] De este modo los inventores han puesto de manifiesto que las CRMPs, que son por lo tanto moléculas de
sefializacion intracelular, reaccionaban con la proteina prion PrP, implicada en la sefializacién membranaria.

[0095] Aparentemente, la modulaciéon de la expresion de las CRMPs en los linfocitos mediante la proteina PrP
intervendria en el proceso de degeneracion al nivel de la transferencia de informacion patégena del sistema
inmunitario hacia el sistema nervioso central. Este aspecto de la invencion se ilustra en el ejemplo 4 a continuacion.

[0096] En calidad de pareja bioldgica de las CRMP, la proteina PrP puede también ser un blanco interesante de
modulacion de la actividad de las CRMP.
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[0097] El enfoque terapéutico a considerar consistiria por lo tanto en bloquear la interaccion entre PrP y la proteina
CRMP, y en especial CRMP5.

[0098] En este caso, se describe en la solicitud una composicion farmacéutica que comprende precisamente a titulo
de principio activo un compuesto o mezcla de compuestos, de origen sintético o natural capaz de tomar como diana
al menos una proteina CRMP y/o de inhibir la interacciéon natural de al menos una proteina CRMP y/o un dimero de
CRMP con la proteina prion PrP.

[0099] Preferentemente, la proteina CRMP considerada es la CRMP5.

[0100] Tal como se describe aqui, el compuesto o mezcla de compuestos actia mas especialmente bloqueando la
interaccion entre las dos proteinas consideradas. Convienen muy especialmente a este efecto los compuestos
llamados aptameros. Se trata de moléculas que tienen la facultad de ligarse a otras moléculas con una gran afinidad
y especificidad. A titulo representativo de este tipo de compuestos, se pueden ademas especialmente proponer los
aptameros peptidicos.

[0101] Las patologias susceptibles de ser tratadas segun esta variante son las enfermedades de pridn, esporadica,
adquirida o genética o, de manera mas general, cualquier enfermedad que implique a la PrP en la sefalizacion
celular.

[0102] En lo que respecta a los compuestos que tienen una actividad estimuladora o inhibidora frente a las proteinas
CRMPs, pueden ser seleccionados con ayuda de un método de screening en el cual el compuesto a verificar se
pone en contacto con una proteina CRMP vy la interaccién entre las dos proteinas determinadas.

[0103] Otro objeto de la invencién es por otro lado un método de cribado in vitro de moléculas utiles para el
tratamiento de enfermedades de priones, en el cual se ponen en contacto una molécula a verificar con una proteina
prion PrP y una proteina CRMP, y se evalla la capacidad de la molécula para inhibir la interaccion de la CRMP, o de
un dimero de CRMP, con la proteina PrP, siendo una accién inhibidora de esta interaccion indicativa de una
molécula util para el tratamiento de enfermedades de priones.

Administracion:

[0104] Los modos de administracion, posologias y formas galénicas optimos de las composiciones farmacéuticas
descritas en la solicitud pueden ser determinados segun los criterios generalmente considerados en el
establecimiento de un tratamiento terapéutico adaptado a un paciente, como por ejemplo la edad o el peso corporal
del paciente, la gravedad de su estado general, la tolerancia al tratamiento, los efectos secundarios constatados, etc.

[0105] Preferentemente, las composiciones farmacéuticas descritas en la solicitud pueden ser administradas par via
sistémica, preferentemente por via intravenosa, par via intramuscular, intradérmica o par via oral.

[0106] De manera general, se puede administrar una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz que varia
desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 1 mg de proteina CMRP a adultos humanos.

[0107] La solicitud describe también una composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico tal como el
definido anteriormente, que codifica a una CMRP o un &cido nucleico antisentido y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, estando dicha composiciéon destinada a ser utilizada en terapia génica. El acido nucleico preferentemente
insertado en un vector generalmente viral (tales como los adenovirus y los retrovirus) puede ser administrado en
forma pura, exento de cualquier vehiculo que favorezca la transferencia a la célula diana, tales como liposomas
anionicos, lipidos catiénicos, micro-particulas, por ejemplo micro-particulas de oro, agentes de precipitacién, por
ejemplo fosfato de calcio, o cualquier otro agente que facilita la transfeccion. En este caso, el polinucleétido puede
simplemente diluirse en una solucion fisiologicamente aceptable, tal como una solucion estéril o una solucion estéril
tampon, en presencia o en ausencia de un vehiculo.

[0108] De manera alternativa, un acido nucleico tal como se describe en la solicitud puede ser asociado a unos
agentes que faciliten la transfeccion. Puede asociarse, entre otros, (i) a un agente quimico que modifique la
permeabilidad celular tal como la bupivacaina ; (ii) encapsulado en liposomas, eventualmente en presencia de
substancias suplementarias que faciliten la transfeccion: o (iii) asociado a unos lipidos catiénicos o micro-particulas
de silicio, de oro o de tungsteno.

[0109] Cuando las construcciones de acido nucleico descritas en la solicitud incluyen micro-particulas, estas pueden
ser inyectadas por via intradérmica o intraepidérmica por la técnica del pistola de genes, "gene gun" (WO 94/24263).

[0110] La cantidad a utilizar como medicamento depende en especial de la construccién del propio acido nucleico,
del individuo al cual se administre este acido nucleico, del modo de administracion y del tipo de formulacion, y de la
patologia. De manera general, se puede administrar una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz que
varia desde aproximadamente 0,1m g a aproximadamente 1 mg, preferentemente de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 800 mg y, de manera preferente de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 250 mg, a
adultos humanos.
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[0111] Las construcciones de acidos nucleicos descritas en la solicitud pueden ser administradas por cualquier via
de administracion convencional tal como en especial por via parenteral. La seleccidén de la via de administracion
depende en particular de la formulacién escogida.

Métodos diagndésticos:

[0112] La solicitud describe también un método in vitro de prondstico y/o de diagndstico de una patologia ligada a un
disfuncionamiento del sistema inmunitario, comprendiendo el método la puesta en evidencia en células del sistema
inmunitario, a saber en especial de los linfocitos, células dendriticas y monocitos extraidos de un paciente, (por
ejemplo de la sangre o del cerebro) de una expresion o localizacion anormal de una proteina CRMP con respecto a
de los linfocitos de control.

[0113] La solicitud describe mas concretamente un método para el prondstico y/o diagndstico de enfermedades
auto-inmunes, de linfomas, leucemia del adulto, enfermedades neuro-inflamatorias ligadas o no a una infeccion
virica y/o de enfermedades de priones, caracterizada por el hecho de que se ponen en evidencia en linfocitos
recogidos en un individuo, la presencia de al menos una proteina CRMP cuya expresion, secuencia o localizacion
esta modificada con respecto a de los linfocitos de control obtenidos en sujetos sanos.

[0114] De este modo se puede diagnosticar cualquier patologia ligada a un disfuncionamiento de los linfocitos T, tal
como se describe mas arriba.

[0115] Se puede en particular determinar si un individuo es portador o es susceptible de desarrollar una patologia
escogida entre:

- las leucemias Ty los linfomas (T) ;

- las infecciones virales tal que virus del herpes, de la rubéola, el virus de epstein-Barr, HTLV-1 0 VIH ;
- las enfermedades de priones ;

-y las enfermedades neuroinflamatorias desmielinizantes.

La evaluacion de la expresion de las proteinas CRMPs puede ser realizada con diferentes técnicas bien conocidas
por el experto en la materia. EL ARN que codifica a las proteinas puede ser detectado y cuantificado con ayuda de
sondas nucleotidicas especificas.

[0116] La solicitud describe asi un método de diagnéstico in vitro de una patologia ligada a un disfuncionamiento del
sistema inmunitario o de una predisposicidon a desarrollar una patologia ligada a un disfuncionamiento del sistema
inmunitario, que comprende las etapas consistentes en:

- poner en presencia una muestra biolégica que contiene ARNm obtenido a partir de linfocitos en un paciente, con
oligonucleétidos especificos que permiten la amplificacion de todo o parte del trascrito del gen que codifica a una
CRMP;

- amplificar dicho transcrito ;

- detectar y cuantificar los productos de amplificacion ; siendo una modificacion de la concentracion de transcrito de
la CRMP con respecto al control normal indicador de una patologia ligada a un disfuncionamiento del sistema
inmunitario o de una predisposicion a desarrollar una tal patologia.

[0117] Los productos de los genes que codifican para las proteinas CRMPs también pueden dosificarse con ayuda
de anticuerpos correspondientes tales como los definidos mas arriba y localizados en la célula.

[0118] La solicitud describe también un método de diagndstico in vitro de una patologia ligada a un
disfuncionamiento del sistema inmunitario o de una predisposicién a desarrollar una patologia ligada a un
disfuncionamiento del sistema inmunitario, para la deteccion o la medida de la concentracion de expresion y/o de la
actividad de CRMP en una muestra de linfocitos de un paciente, con ayuda de anticuerpos anti-CRMP. Este método
comprende la puesta en contacto de al menos un anticuerpo dirigido contra la CRMP con dicha muestra en
condiciones que permiten la formacién eventual de complejos inmunoldgicos especificos entre la CRMP y el o dichos
anticuerpos y la deteccidon de los complejos inmunoldgicos especificos eventualmente formados y/o la inhibicion de
la actividad de la CRMP por el anticuerpo.

[0119] Alternativamente, la presencia de los anticuerpos anti-CRMP puede determinarse con ayuda de las proteinas
CRMPs o de sus fragmentos epitopicos que pueden ser marcados para que los complejos formados entre las
proteinas y dichos anticuerpos sean a continuacion facilmente detectables en muestras biolégicas.

[0120] Los ejemplos y figuras siguientes se presentan a titulo ilustrativo y no limitativo de la presente invencion.
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figuras:
[0121]

Figura 1: Comparacion por analisis RT-PCR del nivel de expresion de los ARNm que codifican a la CRMP -4, -2 y -1
en linfocitos y células mononucleadas, de control o provenientes de pacientes aquejados de patologias disinmunes.
El nivel de expresion de las ARNm de las CRMP esta normalizado con respecto al nivel de expresion del gen-ubicuo
GAPDH. Los resultados se expresan en valor relativo como una relacion de pixeles entre el amplicon de cada CRMP
y el amplicén de G3PDH.

Figura 2: perfil electroforético de las proteinas CRMP1, 2 y 4 en un linaje linfocitario Jurkat comparado con un linaje
de célula nerviosa Dev.

Figura 3: Deteccion inmunocitoquimica de la situacion subcelular de la proteina CRMP2 en células mononucleadas
sanguinas (PBL) de pacientes de control o infectados por HTLV-1 o que presentan una deficiencia inmune ligada al
sistema de ligandos Fas/Fas, o infectados por el VIH.

Figuras 4: caracterizacion de la presencia nuclear reconocida par el anti CRMP-2 (péptido 4) en los linfocitos T
hiperproliferativos.

Figuras 4a: examen tras inmuno-deteccion de CRMP-2 y contracoloracién por el intercalante del ADN Dapi en las
células Jurkat T (de control) y las células C 8166 (T infectadas por HTLV-1 no productoras de virus).

Figuras 4b: examen de la inmuno-deteccion de CRMP-2 en microscopia confocal en las células CEM (linaje T
control) y las células C91PL (linaje infectado por HTLV-1).

Figura 5: Demostracion por Western Blot con ayuda del anticuerpo especifico anti-CRMP2 (péptido 4) de la
presencia de una forma particular de CMRP2 fosforilada en los linfocitos T hiperproliferativos (C91 PL) comparada
con los linfocitos de control (Jurkat).

Figura 6: Analisis inmunohistoquimico de la expresion de las proteinas CRMP5 y CRMP2 al nivel del timo humano
fetal (A, B, C) y en un timoma (D, E, F).

Figura 7: Caracterizacion mediante ensayos de doble-hibrido por conjugacion de la interaccion entre las proteinas
PrP bovina y CRMP5 humana.

Figura 8: Secuencias en aminoacidos de las proteinas humanas CRMP1, CRMP2, CRMP3, CRMP4 y CRMP5.
Estan también presentes en esta figura las secuencias de los péptidos escogidos para producir anticuerpos
especificamente dirigidos contra las CRMPs.

La figura 9 muestra una cinética de migracion de linfocitos T transfectados o no con un vector que codifica a la
CRMP-2.

La figura 10 da cuenta del numero de células T que han migrado en tres experimentos, tras la sobre-expresion de
CRMP- 2 gfp.

La figura 11 da cuenta del niumero de células T que han migrado en dos experimentos, tras la transfeccién de
plasmidos CRMP-2 asociada a cmyc y CRMP-2 mutada (Delta 381CRMP2-cmyc).

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
1. Células y Cultura celular

[0122]

~-Células del SI: Los linfocitos T son o bien linfocitos establecidos en linajes (IL-2 independiente), o bien linfocitos en

cultivo primario y cuyo crecimiento necesita la presencia de iL-2. Estos linfocitos se cultivan (37°C, 5% CO2) en
suspension en un medio salino enriquecido: o bien en SVF (10%) en el caso de los linajes linfocitarios, o en suero
humano de tipo AB (SAB 10%) y en IL-2 en el caso de los cultivos primarios de linfocitos T. Unos linfocitos
periféricos (PBL para peripheral blood lymphocytes) también se han aislado en condiciones recién preparadas a
partir de sangre de pacientes o de sujetos control, separados en un gradiente de Ficoll y recuperados tras una fase
de adhesién de los monocitos/ macréfagos.

- Tratamientos de los linfocitos T: para determinados experimentos, los PBL aislados en condiciones recién
preparadas han sido tratados por unos anticuerpos agonistas CD3 (10 mg/ml) que fomentan la activacion de los
linfocitos mediante un antigeno a través del receptor T (TCR) o mediante la fitohemaglutinina (PHA - 10 mg/ml) (C.
Malcus).
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2. Examen de los transcritos (ARNm) por el método de RT-PCR (reverse transcription y polimerase chain reaction).
[0123]

- Aislamiento de los ARN totales: este experimento se hace sistematicamente a 4°C para evitar una degradacion de
los ARN por las Rnasas. Las extracciones de aRN han sido efectuadas a partir de cultivos celulares o de linfocitos
aislados en condiciones recién preparadas a los cuales se afiade una solucion de RNAzol (2 ml para 106 células). El
RNAZzol contiene el fenol y el isotiocianato de guanidio y realiza la lisis de las células. La separaciéon de fase se
realiza con ayuda de cloroformo (400 ml por cada 2 ml de RNAzol). Tras la homogeneizacion (vortex) y tras 5 min de
reposo, la muestra se centrifuga en reposo (5 minutos) luego se centrifuga a 12000 rpm durante 30 minutos a 4°C.
Los ARN presentes en la fase acuosa (volumen medido) se precipitan una primera vez mediante adicion de un
volumen idéntico de isopropanol (15 min a 4°C) y luego centrifugacion (12000 rpm durante 15 minutos a 4°C). Una
segunda precipitacion se realiza afiadiendo al vaso un volumen de acetato de sodio 0,3 M pH 5,2 asi como tres
volumenes de etanol absoluto a -20°C. El precipitado se recoge por centrifugado (12000 rpm, 15 minutos, 4°C). La
eliminacion de las sales se efectia por adicion al vaso de 800 ml de etanol 80% a -20°C seguido de una
centrifugacion. Tras eliminacion de cualquier rastro de etanol, se disuelve el vaso en 100 ml de agua destilada y se
almacena a -80°C. La dosificacion de los ARN se hace por medida de la densidad 6ptica con espectrofotometro a
260 y 280 nm (1 unidad de DO a 260 nm = 40 mg de aRN). La relacién entre los DO obtenidos a 260 nm y aquellos
obtenidos a 280 nm debe ser cercana a 2, indice de una buena extraccién de aRN sin rastro de proteinas.

- La transcripcién inversa: La transcripcion inversa (RT siglas de reverse transcription) es la etapa preliminar a la
polimerizacion iterativa que utiliza una ADN polimerasa incapaz de polimerizar ADN a partir de aRN. La RT se
efectlia gracias a una transcriptasa inversa la Rtase del virus MuLV y se inicia por un cebador que permite la
elongacion y la sintesis de una hebra de aDN complementario del ARN por la enzima. En una perspectiva de estudio
comparativo de los productos de amplificacion de diferentes ARNm, la utilizacién de los cebadores no-especificos
(oligodT) se ha mostrado mas adaptada, ofreciendo la posibilidad de llevar las diversas PCR especificas a partir de
una misma muestra de RT. 500 ng de aRN totales diluidos en 7 ml de agua (gsp) se incuban 10 minutos a 70°C para
permitir la desnaturalizacion de las estructuras secundarias y luego unos tubos se sumergen inmediatamente en el
hielo para evitar cualquier renaturalizacion. A estos 70 ml de aRN totales se afiaden entonces 1 ml de aligodT (100
ng/ml) y 12 ml de medio "de incubacion" que contiene 0,5 nM de dNTP, 4 ml de tampdn RT, 40 U de RNAsina
(inhibidora de Rnasas), 10 mM de ditiotreitol o DTT (desnaturalizante), 1 ml de MuLV-Rtase (200 U/ml). La mezcla
reactiva se incuba 90 minutos a 42°C. A continuacion los productos de RT se diluyen al 10/10écimo en agua
destilada y se almacena a -20°C.

- La reaccion de polimerizacion en cadena (PCR): La polimerizacion iterativa (PCR siglas de polimerase chain
reaction) es una técnica que consiste en repetir ciclos de polimerizacion de un segmento de un ADN de interés. La
primera etapa de cada ciclo es una etapa de desnaturalizacion efectuada a 95°C. La segunda etapa es una etapa de
hibridacion o enganche con cebadores especificos del segmento que encuadran a la regidon a amplificar a una
temperatura a la cual 50% de los ADN estan en forma de doble hebra y los 50% restante en la forma simple hebra
(Tm). La tercera etapa es la etapa de elongacién a 72°C, temperatura éptima para la actividad de la ADN polimerasa
ADN dependiente termoestable, la Tag polimerasa. Los parametros que se deben considerar prioritariamente para
optimizar la PCR son la seleccion de los cebadores (realizados por el programa Primer3 y validados por
comparacién con las secuencias humanas indexadas, Blast), la temperatura de hibridacion o Tm, la concentracion
en MgCI2 y el numero de ciclos. Todas estas condiciones se han puesto a punto antes de realizar las PCR y se
resumen en la tabla siguiente:
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Cada muestra de PCR contiene 10 ml de RT diluida al 1/10éme y 40 ml de Mix (5 ml de tampon PCR 1X, 2 0 3 ml de
MgCI2, 4x1 ml de dNTP, 1 ml de cada cebador (sentido y anti-sentido), 0,4 ml de Taq polimerasa, gsp 50 ml de agua
destilada. La PCR comprende una primera etapa de desnaturalizacién de 5 min a 95°C y luego un nimero de ciclos
determinado para cada par de cebadores (Cf. TABLA) (1 min a 95°C, 1 min 15 a 62°C, 1 min 30 a 72°C). La PCR se
termina con una etapa de elongacion de 15 min a 72°C. Los productos de PCR son almacenados a -20°C.

- Visualizacion de los RT-PCR: Southern-blot: Se realiza después de la separacion de los productos de amplificacion
por electroforesis y luego transferencia en membrana e hibridacion con una sonda interna radiomarcada. La
migracion de los diferentes productos de PCR se hace por deposicion de 10 ml de cada muestra en un gel de 1,5%
de agarosa en un tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 0,5X que contiene Bromuro de etidio (0,5 mg/ml al final) y
aplicacion de 100 V. Una vez realizada la migracion, los ADNc son transferidos segun un método de electro-
transferencia semi-seca en membrana de nylon en tampén TBE 0,5X. Tras la transferencia (15V-45 min), el ADN se
fija a la membrana mediante una solucién de NaOH (0,4N-2 min) y luego se neutraliza (SSC 6X-10 min). La sonda
interna, especifica del fragmento de aDN amplificado mediante PCR (Cf. TABLA) se radiomarca en 5 con una
terminal quinasa (T4 Quinasa) con L132P-ATP. Se incuban 2 ml 10 min a 37°C con 5 ml de tampon forward, 1 ml de
T4 quinasa, 2 ml de [J32P-ATP y 15 ml de agua destilada. La quinacién se detiene a 4°C. A continuacién, se purifica
la sonda radiomarcada en una columna de exclusion (Bio-Rad Laboratories) que retiene los nucleétidos libres. Las
membranas de transferencia se prehibridan 30 min a 42°C por incubacion en el medio de hibridacion (SSC 6X,
Denhardt 2X, tampon fosfato 25 mM, disodio etileno diamina tetra-acetato o EDTA 25 mM, SDS 0,1%, ADN de
esperma de salmén 250 mg/ml) con el fin de saturar todos los sitios no especificos. La hibridacion se efectua
durante 30 min a 42°C con la sonda interna. A continuacion se lavan las membranas a 42°C en medios de
astringencia creciente: en SSC6X/0,1% SDS 10 min, SSC 2X/SDS 0,1% 20 min y SSC 0,5X/0,1% SDS 10 min. Las
membranas radiomarcadas y selladas en hoja plastica se disponen a continuacion en una caja de autoradiografia
provista de una pantalla amplificadora. La visualizacion de las bandas de aDNc radiomarcadas se hace por lectura
con Phosphorimager y la cuantificacion por utilizacién de un programa informatico (Image Quant).

3. Inmuno-deteccién de las proteinas CRMP.
[0124]

- Los anticuerpos anti-péptidos: Se han preparado unos anticuerpos policlonales anti-péptidos especificos de las 5
CRMP tras seleccidon de un inmundégeno situado en una zona no homologa para las otras CRMP e inyeccion en un
conejo. La especificidad de cada suero para una proteina CRMP determinada se ha controlado mediante Western-
blot en las proteinas CRMP recombinantes. Los sueros extraidos de cada uno de estos conejos antes de su
inmunizacién (sueros pre-inmunes) son negativos en Western-blot en las proteinas recombinantes obtenidas en
Ecoli transformadas o células Hela transfectadas y se utilizan como control. Previamente, se han determinado las
diluciones éptimas para su utilizacion en Western-blot o en inmunocitoquimica.

- Western-blot: esta técnica consiste en la separacion electroforética de las proteinas y luego en la transferencia en
membrana que permite la visualizaciéon de una proteina de interés después de la fijacion de un anticuerpo especifico
revelado por un anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa. Los Western-blot se realizan en extractos proteicos
de lisatos de células inmunes o nerviosas en cultivo o aisladas en condiciones recién preparadas. En general, se
realiza la lisis de las células en un tampén sin detergente (20mMTris-HCI, 10% sacarosa, 1mMde eDTA, 5mMde
eGTA y un cdctel de anti-proteasas (Complete™ 1X) y a veces en tampén RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,2, 150 mM de
NaCl, 1% de Triton 100X, 0,1% de SDS, 1 mM de eDTA, 1% desoxicolato de sodio, Completa 1X). La
homogeneizacion de los lisatos celulares se completa a continuacion con una sonicacion a 80Hz. Después de una
dosificacion proteica, se conserva una solucion de 1 o 2 mg/ml de proteinas a -20°C. La muestra de deposicion (40
mg finales de proteinas) se desnaturaliza mediante adiciéon de un tampdn reductor (Tris-Hcl 0,0625 M pH 6,8, SDS 1
%, glicerol 10%, ditiotreitol DTT 0,1 M, azul de bromofenol) y calefaccion (5 min a 95°C). La separacién de las
proteinas se realiza en gel de acrilamida-SDS (10%-0,1%, respectivamente). Tras la migracion a 100V, las proteinas
son electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa por transferencia discontinua que utiliza 3 tampones:
Tampén 1 (0,3M Tris base, 20% Metanol) ; Tampén 2 (25 mM Tris base, 20% Metanol) ; Tampon 3 (25 mM Tris
base, 40 mM EACA, 20% Metanol) que permite una mejor transferencia de todas las proteinas, cualquiera que sea
su peso molecular. Las membranas se incuban 5 min en una soluciéon de rojo Ponceau-acido tricloroacético que
permite fijar y visualizar las proteinas. A continuacién, se saturan las membranas durante 1 h a temperatura
ambiente en una solucion de Tampodn fosfato (PBS)-Tween 20 0,1% - leche desnatada 5%. La inmuno-deteccion de
las CRMP con los sueros policlonales de conejo anti-CRMP diluidos en PBS-Tween 20 0,1%-leche 1% (CRMP-4:
1/100 ; CRMP-2: 1/500 ; CRMP-1: 1/500 ; CRMP-3: 1/500 ; CRMP-5: 1/200) o pre-inmun (1/200) se realiza a 4°C-
una noche. Entonces se aclaran los blots (3x5 min) en PBS-Tween 20 0,1 %-leche 1 % y luego se incuban 1 h con
un anticuerpo secundario especifico de los IgG de conejo y se acoplan con la peroxidasa (1/50000e-1h-temperatura
ambiente). Después de 3 aclarados (5 min) en PBS-Tween 20 0,1%-leche 1%, el blot se revela en camara oscura
gracias a un kit de electroquimioluminescencia (Covalab) y tras impresién en film fotografico. Durante un
experimento, las muestras se han tratado con una fosfatasa durante 1h a 37°C antes de su separacion en un gel de
acrilamida-SDS: 2 ml de fosfatasa alcalina CIP (Calf intestine phosphatase a 20 unidades/ml) se afiaden a 20 ml de
muestra proteica y a 2 ml de tampoén que permiten la actividad de la enzima.
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- Inmunocitoquimica (ICC): La deteccion de las CRMP se ha realizado a escala celular por inmunocitoquimica. Los
linfocitos, células no adherentes, se extienden por centrifugado (cytospin- 600 rpm-5 min) mientras que las células
nerviosas Dev se cultivan en hojas de Permanox (Labteck). Una fijacion de las células mediante acetona (-20°C, 5
min) tiene como objetivo el de fijar las proteinas y de permeabilizar las células a la entrada de los anticuerpos
reactivos. Estas condiciones han permitido la detecciéon de las CRMP 1, 2, 3, 4 y 5. El bloqueo de los lugares no
especificos se hace con una solucién de BSA 0,1% (30 minutos a temperatura ambiente). Un primer contacto de las
células fijadas en hojas se realiza con el anticuerpo primario (anti-CRMP productos del conejo diluidos en PBS pH
7,4) (1h-37°C en camara humeda). Tras 3 aclarados en tampon fosfato (PBS pH 7,4, 5 min), el anticuerpo
secundario especifico de los IgG del conejo se pone en contacto (1h - temperatura ambiente) y se aclara 3 veces en
PBS 5 min. La contracoloracién de los nucleos se hace a continuacién mediante una incubacién en solucién de Dapi
(intercalando nucleico-0,025 mg/ml-1min). Las hojas se montan en glicerol tampén de pH 7,4. Los resultados de
estos analisis se representan en las figuras 2-8.

EJEMPLO 1:

[0125] Evaluacion de la expresion de las CRMP 1, 2 y 4 en los linfocitos y células mononucleadas, de control o
provenientes de pacientes aquejados de patologias disinmunes.

- ARNm (con respecto a GAPDH) una primera evaluacion valorando los ARNm correspondientes. Los resultados se
presentan de manera detallada en la figura 1 y se resumen en la TABLA | siguiente.

Perfil comparativo, considerando todas las muestras para una misma CRMP:

TABLA |
CRMP2 CRMP4 CRMP1
linajes T control + 0 0
Linfocitos T/HTLV-1 ++ +++ +++
Lympho. Pacientes "control" + 0 +
Lympho. Pacientes défic. Apopt. |+ 0 +/++
Pacientes VIH ++ ++ ++

[0126] EI analisis precedente se completa por deteccion de las proteinas CRMP1, 2 y 4 en linfocitos T y de las
células nerviosas mediante Western Blot en el lisato celular (Dev: células nerviosas ; Jurkat: linaje linfocitario T) en
tampon no detergente y utilizando los anticuerpos policlonales antipéptidos especificos de cada CRMP.

[0127] Los resultados se presentan en la figura 2.

[0128] Se destaca que los anti CRMP-1, -2 y -4 detectan varias isoformas compartidas por los linfocitos T y las
células nerviosas.

EJEMPLO 2:

[0129] Detecciéon inmunocitoquimica de la localizacién subcelular de la proteina CRMP2 en células mononucleadas
sanguinas (PBL) de pacientes de control o infectados por el HTLV-1 o que presentan una deficiencia inmune ligada
al sistema de ligandos Fas/Fas o infectados por el VIH.

[0130] EI anticuerpo anti CRMP-2 se ha preparado previamente y se ha aislado segun el protocolo descrito en el
punto 3 del preambulo « materiales y método ».

[0131] Los resultados se ilustran en la figura 3.
[0132] Se destaca que:

- la localizacion de CRMP-2 es esencialmente citoplasmica en linfocitos (PBL) aislados de un sujeto de control o de
un sujeto infectado con el VIH-1 ; también puede ser nuclear en los linfocitos aislados de pacientes infectados por
HTLV-1 o en los PBL de un paciente disinmune (deficiencia Fas) ;

- CRMP-2 se expresa mas en los linfocitos de los pacientes comparados con los del sujeto de control cultivados en
IL2, por lo tanto preactivados.

[0133] Mediante examen tras inmuno-deteccion de CRMP-2 y contracoloracion mediante el intercalante del ADN
Dapi, se destaca que la expresion es mayoritariamente nuclear en los linfocitos T cronicamente infectados por HTLV-
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1 e hiperproliferativos. En lo que se refiere al examen de la inmuno-detecciéon de CRMP-2 con microscopia confocal,
se revela una presencia nuclear muy reducida en los linfocitos T de control y mayoritaria en los linfocitos T
cronicamente infectados por HTLV-1 (figura 4).

[0134] Como conclusién, La expresion de CRMP2 se aumenta en nucleos de los linfocitos proliferativos. En cambio
en los pacientes infectados por el VIH, la CRMP2 permanece citoplasmica. En los pacientes disinmunes (deficientes
en Fas), la localizacion es nuclear en algunas células. Las figuras 3 y 4 dan cuenta de los resultados obtenidos.

[0135] Asimismo, se ha verificado la presencia nuclear de una proteina reconocida por este mismo anticuerpo en los
linfocitos T hiperproliferativos mediante Western Blot en fraccionamientos celulares enriquecidos en nucleos.

EJEMPLO 3:

[0136] Caracterizacion por inmunohistoquimica de la expresion de las proteinas CRMP5 y CRMP2 al nivel del timo.
[0137] Las proteinas se han caracterizado con ayuda de sus anticuerpos respectivos.

[0138] Las células analizadas son células de timo normal de feto humano y en un timoma de un paciente adulto.

[0139] A titulo testimonial, la misma inmunohistoquimica se ha realizado en el timo humano de un embrién de 6
semanas. El timo se ha sobrecongelado y cortado en criostato (15 mm). Los trozos se han fijado durante 15 minutos
en acetona. La inmunohistoquimica se realiza en las mismas condiciones que en el cerebro.

[0140] Este analisis revela una expresion de CRMP2 y CRMP5 en las células epiteliales del timo normal en el
estadio embrionario. La expresion desaparece en el adulto normal y puede inducirse en el caso de patologia tumoral
(timoma).

EJEMPLO 4:
[0141] Caracterizacion de la interaccion entre las proteinas PrP bovina y CRMP5 humana.

[0142] La interaccion entre las proteinas PrP bovina y CRMP5 humana se ha caracterizado mediante ensayos
doble-hibrido mediante conjugaciones.

[0143] Los ADNc que codifican a estas dos proteinas (completas o diferentes formas derivadas) se han clonado en
un vector "cebador" y un vector "de presa". El vector cebador pEG202 (Gyuris y al, 1993, Cell 75, 791-803),
comprende al gen que codifica al marcador HIS3, un origen de replicacion 2 m y dirige la expresion de proteinas
fusionadas en el ambito de enlace al ADN de la proteina LexA (1-202), bajo el control del promotor constitutivo
ADHp. En lo que respecta al vector de presa, pJG 4-5 (US 5,580,736), comprende al gen que codifica al marcador
TRP1, un origen de replicacion de 2 micras y dirige la expresién de proteinas fusionadas con una secuencia de
localizaciéon nuclear (NLS), en el ambito activador de transcripcion B42 y al epitope HA, bajo el control del promotor
inducible GALp. Por comodidad, la fusion NLS-B42-HA se designa aqui "Act".

[0144] La cepa EGY42 (MAT) (Golemis y al, 1992, Mol. Cell. Biol. 12, 3006-3014) se ha co-transformado con el
vector plasmidico pSH18-34 (US 5,695,941) que comprende al gen marcador URA3 y ocho operadores LexA

colocados mas arriba en el gen transportador /acZ[11y diferentes vectores cebadores que dirigen la expresion de

LexA, LexA-PrP, LexA-PrPm (quedando las mutaciones en PrP por determinar), LexA-PrPtr (quedando el
truncamiento de PrP por determinar), LexA-MAX (control negativo) y LexA-CRMP5.

[0145] La cepa EGY48 (MAT) se ha transformado con diferentes vectores de presa que dirigen la expresion de Act,
Act-PrP, Act-Bax[ITM (control negativo) y ActCRMP5.

[0146] Estas diferentes cepas se han conjugado de tal manera que pueda crear una matriz de interaccion.

[0147] Esta matriz se ha replicado en medio indicador (Ura-, His-, Trp-, Galactosa/X-gal) lo que permite expresar los
cebadores y las presas, seleccionar los exconjugadores diploides y revelar los fenotipos de interaccién (color azul,
que revela una actividad [}galactosidasa observada cuando se transcribe el gen transportador /acZ).

[0148] La figura 7 da cuenta de los resultados obtenidos.

[0149] Las construcciones verificadas son las siguientes:

PrP: proteina PrP bovina (AA 22-237),

PrPm: proteina PrP bovina (AA 22-237) que contiene diversas mutaciones por determinar,

PrPtr: proteina PrP bovina (AA-22-?), truncada hacia el medio de su secuencia (la posicién del codén stop queda por
determinar),

MAX: control negativo de interaccion
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CRMP 5: proteina CRMP 5 humana completa.
BAXATM: control negativo de interaccion.

[0150] La interaccion entre las proteinas PrP (diferentes construcciones detalladas a continuacién) y la proteina
CRMP5 se detecta cuando las proteinas PrP se expresan como cebadores y la proteina CRMP5 se expresa como
presa. LexA-CRMP5 y Act-Prp no dan resultado como fenotipo de interaccion. Las de control negativo (LexA-MAX 'y
Act- BaxATM asi como LexA y Act) ne dan como resultado ningun fenotipo de interaccion con las proteinas PrP y
CRMP. La homodimerizacién de CRMP5 proporciona el control positivo de interaccién de esta matriz.

EJEMPLO 5:
[0151] Efecto de las CRMP en la migracién de los linfocitos T.
Procedimiento

[0152] La migracion de los linfocitos T (Jurkat) se evalta tras transfeccion o no de plasmido que codifica a diferentes
formas de CRMP-2: CRMP2 asociada gfp ; CRMP-2 asociada cmyc y CRMP-2 mutada, Delta381 CRMP-2
(supresion de los aminoacidos 381 a 572 que contienen en un sitio TyrKin, un SH3 binding site y el sitio de adhesion
a los heterodimeros de tubulina (Fukata y otros Nat Cell Biol, 2002, Aug. 4(8):583-91). La transfeccion se verifica
mediante la deteccion de GFP y de cmyc en las células antes y después de la migracion mediante Western Blot.

[0153] La migracion se efectia en una camara de Boyden (poros de 3 micras) durante 18 horas en el medio RPMI
estandar + suero de ternera fetal. Se depositan 400 000 células en la cupula superior y se cuenta el niumero de
células que han migrado a la cupula de abajo (cupulas por triplicado, 3 experimentos con CRMP-2gfp y dos con
CRMP2 cmyc). El nivel basal de migracion es aquel obtenido con las células transfectadas mediante un plasmido
que no contiene al inserto CRMP-2.

[0154] La asociacion CRMP/ vimentina se visualiza por inmuno-precipitacion y Western Blot (IP vimentina Wester
CRMP) y co-inmuno-deteccion en células sobre linfocitos T que migran o no (microscopia confocal).

Resultados

[0155] La sobre-expresion de CRMP-2 gfp o CRMP-2 cmyc en los Jurkat aumenta el niumero de células que han
migrado en 6 horas y 18 horas (figuras 9y 10).

[0156] La mutaciéon deCRMP-2Delta381 (sitio que contiene TyrKin y el tubulin binding site) amplifica la migracién lo
cual sugiere un papel de este campo en la migracién. (Figura 11).

[0157] La CRMP-2 es pareja de la vimentina (proteina del citoesqueleto) lo cual sugiere la participacion de CRMP-2
en la remodelacion del citoesqueleto.
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<400> 3
cctcagcctt gttcttcacg 20

<210>4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 4
tcacatcaga actcctgtgg 20

<210>5

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 5
catgagtgga ggaactttc 19

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 6
ccatcaccac ccttgtctct 20

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400>7
18
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tcatgctgaa tccacctcgg 20

<210> 8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 8
cctectgagge agttgacgg 19

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 9
gacatcgcca aggactgact 20

<210> 10

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 10
gccgecccta ccagagacce 19

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 11
gtgcagcgac agccagat 18

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 12
cggagaaaac ctcatcgt 18

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 13
19
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ctgggagaga ggagtggttg 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 14
gaagtctcct ccectggacct 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 15
gttttgtggc cgttaccagt 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 16
ggacttcgag caagagatgg 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 17
acatctgctg gaaggtggac 20

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 18
aagtactccg tgtgtggatc gg 22

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 19
20
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ggctctccag aacatcatce 20

<210> 20

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido

<400> 20
ggagattcag tgtggtgg 18

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 21
gacatcaaga aggtggtgaa gcag 24

<210> 22

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 22

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 23

<210> 24

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 24

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 25

<210> 26
<211> 16

21
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 26
<210> 27
<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 27

<210> 28

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido

<400> 28

22
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico antisentido capaz de hibridarse con un acido nucleico que codifica a una proteina CRMP, o
anticuerpo anti-CRMP, para su utilizacién en el tratamiento de una patologia que implica un disfuncionamiento de los
linfocitos T, seleccionandose dicha patologia de entre:

- las enfermedades de priones;
- las enfermedades neuroinflamatorias desmielinizantes; y
- la esclerosis en placas.

2. Acido nucleico antisentido o anticuerpo anti-CRMP para su utilizacién segun la reivindicacién 1, en la cual la
proteina CRMP es CRMP2 o CRMP5.

3. Método de cribado in vitro de moléculas utiles para el tratamiento de enfermedades de priones, en la cual se
ponen en contacto una molécula a verificar con una proteina prion PrP y una proteina CRMP, y se evalua la
capacidad de la molécula para inhibir la interaccion de la CRMP, o de un dimero de CRMP, con la proteina PrP,
siendo una accion inhibidora de esta interaccion indicativa de una molécula Gtil para el tratamiento de enfermedades
de priones.

4. Método in vitro de prondstico y/o de diagndstico de una patologia ligada a un disfuncionamiento del sistema
inmunitario, comprendiendo el método la puesta en evidencia en células del sistema inmunitario extraidas de un
paciente, de una expresion o localizacién anormal de una proteina CRMP con respecto a células de control, en la
cual dichas células del sistema inmunitario son unos linfocitos, seleccionandose dicha patologia de entre:

a. Las enfermedades de priones;

b. La esclerosis en placas;

c. y las enfermedades neuroinflamatorias desmielinizantes.

5. Método segun la reivindicacion 4, siendo dicha patologia la esclerosis en placas.

6. Método segun la reivindicacién 4, siendo dicha patologia una enfermedad neuroinflamatoria desmielinizante.
7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el cual la proteina CRMP es CRMP2 o CRMP5.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el cual la expresion o la localizacion anormal de la
proteina CRMP esta asociada a una fosforilacion modificada de la proteina CRMP con respecto a células de control,
y en la cual la proteina CRMP es CRMP2.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el cual la puesta en evidencia de una expresiéon o
localizaciéon anormal de la proteina CRMP se realiza con ayuda de anticuerpos anti-CRMP.

10. Método segun la reivindicacién 9, en el cual dicho anticuerpo anti-CRMP es un anticuerpo dirigido contra un
péptido de secuencia SEQ ID No 24, SEQ ID No 28 o SEQ ID No 27.

23



ES 2369354 T3

(seperedasd wanar sauompTIos tasopeys )
T-HL\ toa sopepapm sayaned ap (Tgd) sojmogur]

(seperedard rarar saion UL U
sopejsTe) [oruioa ap sayuaned ap (1) soyoury

TAT6D BN ‘0018 © T-\'TLH Jod sopepaju)
m_o_:wéo_w 35:53:.20 _H_ mom._mzo oftﬂ _m_o._,gm

TNHD - OpeARdE ou ,o—uﬁo&:m ot
JOHU0D ap T, OGN o_.,gm

(PUTTTOUOI-T{{ T02 011 0 SOpE]IITmsa-al
‘st sajRIATap) Saunumr ojne syt ned ap symamaiond
erreTrnd ey Ua T 0jrogury

(e TTOUT- V] 102 0t 0
sopemsa-a1) Joauiod ap sajabed ap sajmamanord
errenrued eayua Ua T Soy0fur]

|- |-

I=1= 1= |-

/\

Hqad I dqo dqd
chlulesss coltloncs cnlbloson
T e T
1 I [ I

C-dINYUD
(4 C
¢ €

T 1

14 s

[-dIN¥UD 7-dINdO

24



¢ Ol
/\

ES 2369354 T3

s4IdD 50 eaed opeaadss wensajow 0sag _A.._

LLULE CdINLD IO

eI ST Iv — LPT T L'yt AL

BT 0S — ) e EALOS

e 09 -79 4|

14

B el s~ - .

= e e : Al
€1 gs-0009 €| 7T == |— €19 o1 29| e €9

o -
ey o~
s -

B 051> 7

— LI A I R i 74

25




ES 2369354 T3

awsgpdoifd

I-HIA
ope)IdJul AudeJ

(seq BrUdNLIp)
dunuwiuroyne UL J

I"A'TLH
ope)IdJuI AuUdEY

(4 1LE))
[013U03 3P [, ojur|

26



ES 2369354 T3

UQIDJ9S UD BISIA | €—  sg)siA se[ op uoIsodaddng uorIIIS Ud B)SIA | 4—

aaedInu

se)siA se[ Ip ugonisodiddng

anbrusedoisd>

xx Td16D x WHD

e -dJIND-Ty ideq

Z-dINHD-IY

#x SP/9918D  JOynp

27



ES 2369354 T3

SBSOIAIJU SB[N[II GoOl4

[01)U0J P SOIDOJUIT . 5

SOPEAIE )UIWBIIUQ.LD DoLEUL "10F — dIOD

SOIOJUIT BSEIEISOI+ 0JUdIWIR) L) UIS
$9)U331339(q o — ; T

OU UQIPUOD U SISI'] -V S — 26l

) 172

Q1 0S | '9¢

(1%

“%— Nw ) “ m»PQ

P — 9L

MW

*

LT3

BILI AP OIPR.R))
LIEI AP OIR.I))

28



ES 2369354 T3

A-D anti-CRMP5
B-E anti-CRMP2
C-F CONTROLE
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Secuencia de los péptidos para la obtencion de los AC anti-Ulip

MSYQGKKNIPRITSDRLLIKGGRIVNDDQSFYADIYMEDGLIKQIGDNLI
MSYQGKKNIPRITSDRLLIKGGKIVNDDQSFYADIYMEDGLIKQIGENLI
MSYQGKKSIPHITSDRLLIKGGRIINDDQSLYADVYLEDGLIKQIGENLI
MSFQGKKSIPRITSDRLLIRGGRIVNDDQSFYADVHVEDGLIKQIGENLI
M--=----- LANSASVRILIKGGKVVNDDCTHEADVYIENGIIQQOVGRELM

* : .. Lk ok ke kkk | L O

VPGGVKTIEANGKMVIPGGIDVHTHFOMPYKGMTTVDDFFQGTKAALAGG
VPGGVKTIEAHSRMVIPGGIDVHTRFOMPDOGMTSADDFFQGTKAALAGG
VPGGVKTIEANGRMVIPGGIDVNTYLQKPSQGMTAADDFFQGTRAALVGG
VPGGIKTIDAHGLMVLPGGVDVHTRLOMPVLGMTPADDFCQGTKAALAGG
IPGGAKVIDATGKLVIPGGIDTSTHFHQTFMNATCVDDFYHGTKAALVGG

LEkk ok ok ok ok kkk kx| ko kkk _hk ko ok

TTMIIDHVVPEPESSLTEAYEKWREWADGKSCCDYALHVDITHWNDSVKQ
TTMIIDHVVPEPGTSLLAAFDOWREWADSKSCCDYSLHVDISEWHKGIQE
TTMIIDHVVPEPGSSLLETSFEXWHEAADTKSCCDYSLHVDITSWYDGVRE
TTMILDHVFPDTGVSLLAAYERWRERADSAACCDYSLHVDITRWHESIKE
TTMIIGHVLPDKETSLVDAYEKCRGLADPKVCCDYALHVGITWWAPKVKA

kkk k| ok k| * % * kokkk kkk ko

EVONLIKDKGVNSFMVYMAYKDLYQVSNTELYEIFTCLGELGAIAQVHAE
EMEALVKDHGVNSFLVYMAFKDRFQLTDCQIYEVLSVIRDIGAIAQVHAE
ELEVLVODKGVNSFQVYMAYKDVYQOMSDSQLYEAFTFLKGLGAVILVHAE
ELEALVKEKGVNSFLVFMAYKDRCQCSDSQMYEIFSIIRDLGALAQVHAE
EMETLVREKGVNSFQMFMTYKDLYMLRDSELYQVLHACKDIGAIARVHAE

Wk kkkkk W k% T kR ko
NGDIIAQEQTRMLEMGITGPEGHVLSRPEELEAEAVFRAITIASQTNCPL
NGDIIAEEQQRILDLGITGPEGHVLSRPEEVEAEAVNRAITIANQTNCPL
NGDLIAQEQKRILEMGITGPEGHALSRPEELEAEAVFRAITIAGRINCEV
NGDIVEEEQKRLLELGITGPEGHVLSHPEEVEAEAVYRAVTIAKQANCPL
NGELVAEGAKEALDLGITGPEGIEISRPEELEAEATHRVITIANRTHCPI

**" . . * ok kkkokok ok .9:'_***.**** * 'ii* . '**'
YVTKVMSKSAADLISQARKKGNVVFGEPITASLGIDGTHYWSKNWAKAAA
YITKVMSKSSAEVIAQARKKGTVVYGEPITASLGTDGSHYWSKNWAKAAR
YITKVMSKSAADIIALARKKGPLVFGEPIAASLGTDGTHYWSKNWAKAAR
YVTKVMSKGAADAIAQAKRRGVVVFGEPITASLGTDGSHYWSKNWAKAARA
YLVNVSSISAGDVIAAAKMQOGKVVLAETTTAHATLTGLHYYHQDWSHARAR
*_ I . e e . -&. *_ _* .* .* L * ok ok "*. * ok
FVTSPPLSPDPTTPDYINSLLASGDLQLSGSAHCTFSTAQKAIGKDNFTA
FVTSPPLSPDPTTPDFLNSLLSCGDLQVTGSAHCTFNTAQKAVGKDNFTL
FVTSPPLSPDPTTPDYLTSLLACGDLQOVTGSGHCPY STAQKAVGKDNFTL
FVTSPPVNPDPTTADELTCLLSSGDLQVTGSAHCTFTTAQKAVGKDNFAL
YVTVPPLRLDTNTSTYLMSLLANDTLNIVASDHRPFTTKQKAMGKEDFTK

R T *  * *k k% * R L

IPEGTNGVEERMSVIWDKAVATGKMDENQFVAVTSTNAAKIFNLYPRKGR
IPEGTNGTEERMSVIWDKAVVTGKMDENQFVAVTSTNAAKVFNLYPRKGR
IPEGVNGIEERMTVVWDKAVATGKMDENQFVAVTSTNAAKIFNLYPRKGR
IPEGTNGIEERMSMVWEKCVASGKMDENEFVAVTSTNAAKIFNFYPRKGR
IPHGVSGVQDRMSVIWERGVVGGKMDENRFVAVTSSNAAKLLNLYPRKGR

*ok %k * * * * w dkkdkkdk Fkkkokok ok S deokokok ok ok

FIG.8 (Principio)

31



ES 2369354 T3

CRMP4 ISVGSDSDLVIWDPDAVKIVSAKNHQOSAAEYNIFEGMELRGAPLVVICQG
CRMP?2 IAVGSDADLVIWDPDSVKTISAKTHNSSLEYNIFEGMECRGSPLVVISQG
CRMP1 IAVGSDADVVIWDPDKLKTITAKSHKSAVEYNIFEGMECHGSPLVVISQG
CRMP3 VAVGSDADLVIWNPKATKIISAKTHNLNVEYNIFEGVECRGAPAVVISQG
CRMPS IIPGADADVVVWDPEATKTISASTQVQGGDFNLYENMRCHGVPLVTISRG
*_*.*‘*'*_'ﬁ * ‘.* . ..*__* . _* * * * .*
CRMP4 KIMLEDGNLHVTQGAGRFIPCSPFSDYVYKRIKARRKMADLHAVPRGMYD
CRMP2 KIVEEDGTEHVTEGSGRYIPRKPFPDFVYKRIKARSRLAELRGVPRGLYD
CRMP1 KIVFEDGNINVNKGMGRF I PRKAFPEHLYQRVKIRNKVFGLQGVSRGMYD
CRMP3 RVALEDGKMFVTPGAGRFVPRKTFPDFVYKRIKARNRLAEIHGVPRGLYD
CRMP5 RVVYENGVFMCAEGTGKFCPLRS FPDTVYKKLVQOREKTLKVRGVDRTPYL
*_* * *" * *__ _*__' * . ..’*t o*
CRMP4 GPVFDLTTTPKG- - GTPAGSARGSPTREN - PPVRNLHQOSGFSLSGTQVDE
CRMP2 GPVCEVSVTPKT - - VTPASSAKT S PAKQQAPPVRNLHQSGFSLSGAQIDD
CRMP1 GPVYEVPATPKY - - ATPAPSAKS S PSKHQPPPIRNLHOSNFSLSGAQIDD
CRMP3 GPVHEVMVPAKR - -GSGAPARASE PGKISVPPVRNLHOSGFSLSGSQADD
_ CRMP5 GDVAVVVHPGKKEMGTPEADTPJ‘RPVTRHGG -MRDLHESSFSLSGSQIDD
* % . . . * ** * % ok % * *
CRMP4 GV-RSASKRIVAPPGGRSNITSLS
CRMP2 NIPRRTTQRIVAPPGGRANITSLG
CRMP1 NNPRRTGHRIVAPPGGRSNITSLG
CRMP3 HIARRTAQKIMAPPGGRSNITSLS
CRMP5 HVPKRASARILAPPGGRSS - -GIW

*'******_ .

LTSEEKWHEAADTKS : CRMPI = peptide 6

QHVLSRI:E_I‘;VE : CRMP2 = peptide 3
LEDGTLHVTEGS : CRMP2= peptide 4
GSARGSPTRPN : CRMP4 =peptide 7
MVPAKPGSGAPARASC : CRMP3 =peptide8
KEMGTPLADTPTREVTRHGG: CRMPS =peptides

IVAPPGGRANITSLG : CRMP2 C-terminal =peptide9

FIG.8 (Final)
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