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DESCRIPCION
Uso de anticuerpos anti-CD100.

La presente solicitud se refiere al uso de anticuerpos anti-CD100 para el tratamiento o el diagnéstico de
enfermedades neuroinflamatorias.

CD100 es un homodimero humano de 150 kDa expresado en la superficie de la mayoria de las células
hematopoyéticas, y su gen pertenece a las familias de genes de Ig y semaforina (Bougeret et al, 1992; Herold et al,
1995). Los genes de semaforina codifican proteinas solubles y unidas a la membrana, la mayoria de las cuales se
ha demostrado que actian como quimiorrepelentes sobre la guia del cono de crecimiento. Delaire et al., 1998,
sugirieron que CD100 desempefia un papel en la activacion de linfocitos T. Se demostré ademas que CD100 soluble
inhibe la migracién de células inmunitarias (Delaire et al., 2001). Esta CD100 semaforinica inmunitaria humana (Hall
et al., 1996; Bismuth et al., 2002) es liberada en grandes cantidades por linfocitos T con la activacion a través de
proteolisis mediante una metaloproteinasa (Elhabazi et al.,, 2001). Se demostr6 ademas que se expresa en
oligodendrocitos durante la mielinizacién (Moreau-Fauvarque, 2002).

Se ha teorizado que CD100 podria desempefiar un papel critico en interacciones inmunitarias neuronales en
situacion inflamatoria.

Las enfermedades neuroinflamatorias, incluyen esclerosis multiple (MS), la enfermedad desmielinizante inflamatoria
principal del SCN, y la mielopatia asociada con infecciéon por HTLV-1 (HAM/TSP), se caracterizan por la destruccion
de mielina y la pérdida de oligodendracitos y axonal en el cerebro y en la médula espinal. La presencia de linfocitos
T activados, junto con una mayor expresion de citocinas inflamatorias y metaloproteinasas, corresponde bien a
lesiones activas en el sistema nervioso central (SNC) de los pacientes. Se sospecha que linfocitos T infiltrantes
toman parte en la citotoxicidad, sintesis de moléculas inflamatorias, desregulacion de la homeostasia
oligodendrocitica y dafios axonales.

Se investigo in vitro el efecto de células T crénicamente activadas que expresan sCD100, y sCD100 recombinante,
sobre precursores neuronales pluripotentes humanos y sobre oligodendrocitos de ratas. Estos contactos celulares
imitan interacciones que se producen durante la neuroinflamacién entre linfocitos T y oligodendrocitos o precursores
neuronales pluripotentes todavia capaces de generar neuronas u oligodendrocitos en el cerebro adulto (Zhang et al.,
1999).

Se ha analizado particularmente la supervivencia celular y las extensiones del proceso oligoendrocitico. Se ha
demostrado que los anticuerpos monoclonales especificos anti-CD100, denominados BD16 y BB18, fueron capaces
de bloquear la interaccién de CD100 soluble con su receptor en células T activadas, con lo que evitaron la apoptosis
de oligodendrocitos en la enfermedad asociada a HTLV-1.

Para apoyar la relevancia funcional de los resultados experimentales, también se explor6 la presencia de sCD100 en
el fluido cerebroespinal (CSF) y linfocitos T activados que expresan CD100 en cerebros post-mortem procedentes de
pacientes con HAM/TSP.

Sobre esta base, ahora se propone usar los anticuerpos especificos anti-CD100, y especialmente los anticuerpos
monoclonales denominados BD16 y BB18, en el tratamiento o diagnéstico de enfermedades neuroinflamatorias.

Los métodos de tratamiento o de diagndéstico de la solicitud son Utiles para cualquier sujeto o paciente. “Tratamiento”
se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas. Los que necesitan tratamiento
incluyen los que ya poseen el trastorno, asi como los que tienen tendencia a sufrir el trastorno, o aquellos en los que
se va a prevenir el trastorno. El paciente es preferentemente un ser humano, preferentemente un adulto, pero los
métodos segun la presente solicitud también se pueden aplicar a otros mamiferos o vertebrados.

Anticuerpos monoclonales anti-CD100

Los anticuerpos anti-CD100 preferidos usados segln la presente invencidn son unos anticuerpos monoclonales
denominados BD16 y BB18.

BD16 es un anticuerpo monoclonal de ratén que es producido por un hibridoma depositado en ECACC (numero de
deposito 92-01 0801) como se describe en la solicitud de patente internacional WO 93/14125. El asilamiento de este
anticuerpo se describe en Herold et al, 1995. Este anticuerpo también se puede adquirir de Beckman-Coulter. Este
anticuerpo se ensayo0 sobre la migracion de células inmunitarias en Delaire et al., 2001.

BB18 es otro anticuerpo monoclonal de ratén que es producido por un hibridoma depositado en ECACC (numero de
depdsito 92-01 0802) como se describe en la solicitud de patente internacional WO 93/14125. El asilamiento de este
anticuerpo se describe en Bougeret et al., 1992.
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Ambos anticuerpos, que son IgA, reconocen la forma humana de la semaforina CD100, via epitopos
conformacionales. Mientras que BB18 induce la internalizacion de CD100, BD16 promueve su liberacién. Mientras
gue BB18 mantiene CD100 en asociacion con cinasas, BD16 disocia estos complejos. BD16 es co-mitogénico con
CD2 y CD3, mientras que BB18 es co-mitogénico con PMA (éster de forbol). A pesar de estas caracteristicas y
propiedades diferentes, ambos anticuerpos BD16 y BB18 son Utiles como anticuerpos de bloqueo.

Las formas hibridas y recombinantes de estos anticuerpos, asi como sus fragmentos (por ejemplo, Fab, F(ab’). y
Fv), también son utiles segln la presente solicitud, en tanto que muestren la actividad biolodgica deseada.

Esto significa que los anticuerpos o sus fragmentos Utiles segun la invencidon son capaces de unirse a CD100
humana con esencialmente la misma afinidad y especificidad que el anticuerpo BD16 o BB18, y, cuando se usan
con fines preventivos o de tratamiento de un trastorno inflamatorio del sistema nervioso central o del sistema
nervioso periférico, presentan esencialmente la misma propiedad de bloqueo con respecto a la actividad de CD100
humana que el anticuerpo BD16 o BB18.

Anticuerpos quiméricos o humanizados anti-CD100

Especialmente con respecto a la terapéutica en seres humanos, puede ser ventajoso usar formas quiméricas o
humanizadas de los anticuerpos BD16 o BB18.

Los anticuerpos hibridos y recombinantes se pueden producir mediante corte y empalme de un dominio variable
(incluyendo hipervariable) de un anticuerpo anti-CD100 con un dominio constante (por ejemplo anticuerpos
“humanizados”), o una cadena ligera con una cadena pesada, 0 una cadena de una especie con una cadena de otra
especie, o fusiones con proteinas heterélogas, independientemente de la especie de origen o designacion de la
clase o subclase inmunoglobulinica, en tanto que presenten la actividad biolégica deseada (véanse, por ejemplo,
Cabilly et al., patente U.S. n° 4.816.567; Mage y Lamoyi, en Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, p. 79-97 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

Un aspecto de la presente solicitud engloba el uso de anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) en los que una
porcion de la cadena pesada y/o cadena ligera es idéntica u homoéloga a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase particular de anticuerpos,
mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico u homdélogo a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de otras especies 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpos.

Las formas “humanizadas” de los anticuerpos BD16 o BB18 son inmunoglobulinas quiméricas especificas, cadenas
inmunoglobulinicas o sus fragmentos (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’);, u otras subsecuencias de anticuerpos de
unién a antigenos) que contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina de ratén. Para la mayor parte,
los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos de una
region que determina la complementariedad (CDR) del receptor se sustituyen por restos de una CDR de la especie
no humana (anticuerpo donante) que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los
restos del armazon de Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por restos no humanos correspondientes.
Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni
en las secuencias importadas de CDR o del armazén. Estas modificaciones se realizan para refinar y optimizar
adicionalmente el comportamiento de los anticuerpos. En general, el anticuerpo humanizado comprende
sustancialmente todos de por lo menos un, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o
sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de la inmunoglobulina no humana, y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de consenso de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado también comprende de forma 6ptima por lo menos una porcién de una regién constante
inmunoglobulinica (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana (véase Berger et al., 2002 para un repaso de
las técnicas disponibles).

Anticuerpos anti-CD100 completamente humanos

En otro aspecto de la solicitud, se pueden usar anticuerpos anti-CD100 humanos, es decir, anticuerpos anti-CD100
humanos que reconocen un epitopo o epitopos similares o estrechamente relacionados con BD16 o BB18. Estos
anticuerpos son obtenibles a partir de una genoteca de inmunoglobulinas humanas.

En la solicitud de patente internacional WO 01/040306, por ejemplo, se describen varios métodos para producir
anticuerpos humanos.

Estos métodos incluyen los métodos de presentacion de fagos y los ratones transgénicos no humanos que expresan
genes del sistema inmunitario humano. Los métodos funcionan tipicamente inmunizando un animal transgénico no
humano que tiene genes inmunoglobulinicos humanos. El animal expresa un intervalo diverso de anticuerpos
humanos que se unen al antigeno. Los &cidos nucleicos que codifican los componentes de las cadenas de
anticuerpos de dichos anticuerpos se clonan entonces a partir del animal en un vector de presentacion. Tipicamente,
se clonan poblaciones separadas de acidos nucleicos que codifican las secuencias de las cadenas pesadas y
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ligeras, y las poblaciones separadas se recombinan entonces en insercion en el vector, de manera que cualquier
copia del vector recibe una combinacién al azar de las cadenas pesadas y ligeras. El vector se disefia para expresar
cadenas de anticuerpos de manera que se pueden ensamblar y presentar en la superficie exterior de un paquete de
presentacion que contiene el vector. Por ejemplo, las cadenas de anticuerpos se pueden expresar como proteinas
de fusién con una proteina de revestimiento de fagos desde la superficie exterior del fago. Después, los paquetes de
presentacion se pueden identificar en busca de la presentacion de anticuerpos que se unen a una diana.

También se pueden construir y expresar librerias de ADNc Utiles para las regiones variables de la cadena pesada y
de la cadena ligera de inmunoglobulinas humanas en una variedad de diferentes hospedantes, tales como bacterias
(por ejemplo E. coli) o virus, tales como un poxvirus (Smith et al., 2001) o un fago.

En el método de presentacion de fagos, las regiones variables de la cadena pesada y de la cadena ligera de las
inmunoglobulinas humanas se pueden clonar, se pueden reafirmar combinatoriamente, expresar y presentar como
fragmentos Fab o scfv (“regién variable monocatenaria”) humanos que se unen a antigenos sobre la superficie de
fago filamentoso, especialmente el fago M13, Fd y F1. Véanse Rader et al., (1997); Aujame et al., (1997);
Hoogenboom, (1997); de Kruif et al., (1996); Barbas et al., (1996); Winter et al., (1994). Los fragmentos humanos de
unioén a antigenos, presentados en fagos se pueden identificar entonces en busca de su capacidad para unirse a un
antigeno seleccionado.

Terapia

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un método para la prevencion o tratamiento de un trastorno
inflamatorio del sistema nervioso central (SNC) o periférico (SNP), método el cual comprende administrar una
cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD100 BD16 y/o BB18, o de una forma quimérica o humanizada del mismo, o
una forma humana del mismo, asi como sus fragmentos, a un paciente que necesite dicho tratamiento.

Otro objeto de la invencién es el uso de un anticuerpo anti-CD100 BD16 y/o BB18, o de una forma quimérica o
humanizada del mismo, o una forma humana del mismo, asi como sus fragmentos, para la preparacion de un
medicamento Util en la prevencion o tratamiento de un trastorno inflamatorio del sistema nervioso central o periférico.

La infiltracion del SNC o SNP por linfocitos T activados puede sostener el comienzo y progresion de enfermedades
inflamatorias. Se sefiala en la presente memoria el papel principal de semaforina inmunitaria en la desmielinizacion
ya que CD100 soluble, producido por linfocitos T activados viricamente, indujo la muerte apoptética de precursores
neuronales humanos (con capacidad de diferenciacion de oligodendrocitos) y la disminucién progresiva en
extensiones del proceso seguido de la muerte de oligodendrocitos inmaduros. La expresién especifica de sCD100
en CSF de pacientes con HAM/TSP, y la presencia de numerosos linfocitos T infiltrantes CD100/CD45R0-positivo en
su médula espinal (en contraste con otros casos neurolégicos), corrobora el efecto potencial nocivo de CD100 en
enfermedades desmielinizantes neuroinflamatorias. Los anticuerpos anti-CD100 pueden ser Utiles ademas para
evitar la alteracion de oligodendrocitos o la alteracion de otras células mielinizantes periféricas, y por lo tanto la
extensién de los trastornos neurolégicos.

En consecuencia, el trastorno inflamatorio del SNC o SNP es preferentemente un trastorno de mielina o una
enfermedad que afecta a oligodendrocitos u otras células mielinizantes, por ejemplo células mielinizantes periféricas.
Mas particularmente, se engloba la prevencién o tratamiento de esclerosis multiple o mielopatia asociada a HTLV-1.

También se pueden citar trastornos neuroinflamatorios de modo mas general, asi como oligodendrogliomas y
leucodistrofias, sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de Alexander, enfermedad de Canavan, enfermedad de
Krabbe, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, enfermedad de Zellweger, enfermedad de Refsum, enfermedad de
CACH, adrenoleucodistrofia ligada a X, adrenoleucodistrofia, adrenomieloneuropatia o leucodistrofias de origen
indeterminado, o polirradiculoneuritis, asi como, polirradiculoneuritis crénica.

En otro aspecto de la solicitud, el trastorno es un trastorno de mielina post-traumatico, asi como lesiones del SNC o
SNP, por ejemplo provocadas por lesion o golpe de la médula espinal.

Otro objeto de la solicitud es de este modo un método para estimular la mielinizacion axonal, método el cual
comprende administrar a un paciente que necesite dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente activa de un
anticuerpo anti-CD100 BD16 y/o BB18.

Composiciones farmacéuticas

Los anticuerpos anti-CD100 se pueden formular en composiciones farmacéuticas, para una administracion topica,
oral, parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraocular, y similar.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para

una formulacién capaz de ser inyectada, opcionalmente de forma directa en el sistema nervioso central o en el
cerebro, por ejemplo mediante inyeccion intracerebroventricular para dispersién en otras areas.
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Las composiciones farmacéuticas adecuadas pueden ser en particular disoluciones isotonicas, estériles, salinas
(fosfato monosadico o disédico, cloruro sédico, potasico, calcico o magnésico, y similar, 0 mezclas de dichas sales),
0 composiciones especialmente liofilizadas, secas, que con la adicion de agua o disolucién salina fisiolégica,
dependiendo del caso, permiten la constitucion de disoluciones inyectables.

Las dosis de anticuerpos anti-CD100 usadas para la administracién se pueden adaptar como funcién de diversos
parametros, y en particular como funcion del modo de administracion usado, de la patologia relevante, o
alternativamente de la duracion deseada del tratamiento.

Para preparar composiciones farmacéuticas para terapia de anticuerpos, se puede disolver o dispersar una cantidad
eficaz de la proteina en un vehiculo o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de formulaciones farmacéuticas se proporcionan a continuacion.

Las composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD100 en un vehiculo o
medio acuoso farmacéuticamente aceptable.

“Farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion contraria cuando se administra a un animal, o un ser
humano, segln sea apropiado.

Tal como se usa en la presente memoria, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y que
retrasan la absorcion, y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es bien
conocido en la técnica. Excepto en tanto cualquier medio 0 agente convencional sea incompatible con el ingrediente
activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También se pueden incorporar en las composiciones
ingredientes activos suplementarios.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o suspensiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de disoluciones o0 suspensiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe
ser estéril y debe ser fluida hasta el grado en que exista una capacidad de carga facil en la jeringa. Debe ser estable
en las condiciones de fabricacién y almacenamiento, y se debe de conservar frente a la accién contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Las disoluciones de los compuestos activos como base libre o como sales farmacolégicamente aceptables se
pueden preparar en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Las
dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y sus mezclas, y en aceites. En
condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el
crecimiento de microorganismos.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersidn que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similar), sus mezclas adecuadas, y aceites vegetales.
La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio requerido de particulas en el caso de dispersion, y mediante el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos se puede llevar a cabo mediante diversos agentes
antibacterianos y antifiingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similar. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azlUcares o cloruro de sodio. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables se puede provocar mediante el uso en las composiciones de agentes
que retrasan la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en
el disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes enunciados anteriormente, segln se requiera, seguido
de la esterilizacion mediante filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros
ingredientes requeridos de los enunciados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado a vacio y
liofilizacion, que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier otro ingrediente deseado a partir de una
disolucién del mismo filtrado previamente de forma estéril.

También se contempla a preparacion de disoluciones mas concentradas o altamente concentradas para inyeccion
directa, en las que se prevé el uso de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion
extremadamente rapida, suministrando concentraciones elevadas de los agentes activos a una pequefia area
tumoral.
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Con la formulacion, las disoluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion,
y en una cantidad de forma que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una
variedad de formas de dosificacién, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero
también se pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para la administracion parenteral en una disolucién acuosa, por ejemplo, la disolucion se deberia tamponar
adecuadamente si es necesario, y el diluyente liquido se deberia hacer en primer lugar isoténico con disolucién
salina suficiente o con glucosa. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para
administracion intravenosa, intramuscular, intratecal, intracerebroventricular, subcutanea e intraperitoneal. A este
respecto, los medios acuosos estériles que se pueden emplear seran conocidos por los expertos en la materia a la
luz de la presente descripcion. Por ejemplo, se podria disolver una dosis en 1 ml de disolucién isotonica de NaCl, y
se podria afiadir a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis, o se podria inyectar en el sitio propuesto de infusion (véase,
por ejemplo, “Remington’s Pharmaceutical Sciences” 152 Edicién, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Sera necesario
gue se produzca alguna variacién en la dosificacion dependiendo del estado del sujeto a tratar. La persona
responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual.

El anticuerpo anti-CD100 se puede formular en una mezcla terapéutica para comprender alrededor de 0,0001 a 1,0
miligramos, o alrededor de 0,001 a 0,1 miligramos, o alrededor de 0,1 a 1,0, o incluso alrededor de 10 miligramos
por dosis aproximadamente. También se pueden administrar multiples dosis.

Ademas de los compuestos formulados para la administracion parenteral, tal como la inyeccién intravenosa o
intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros soélidos para
administracion oral; formulaciones liposémicas; capsulas de liberacion en el tiempo; y cualquier otra forma usada
actualmente, incluyendo cremas.

Se contemplan otras vias de administracion, incluyendo disoluciones nasales o pulverizaciones, aerosoles o
inhalantes, o supositorios y pesarios vaginales o rectales.

En ciertas formas de realizacion, se contempla el uso de liposomas y/o nanoparticulas para la introduccién de los
anticuerpos. La formacién y uso de liposomas es generalmente conocida por los expertos en la materia, y también
se describe mas abajo.

Las nanocapsulas pueden atrapar generalmente compuestos de una manera estable y reproducible. Para evitar
efectos secundarios debido a la sobrecarga polimérica intracelular, se deberian disefiar particulas ultrafinas (de un
tamafio de alrededor de 0,1 um) usando polimeros capaces de ser degradados in vivo. Se contemplan
nanoparticulas de polialquilcianoacrilato biodegradables que satisfacen estos requisitos para su uso en la presente
solicitud, y dichas particulas se pueden obtener facilmente.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas bicapa concéntricas multilaminares (también denominadas vesiculas multilaminares (MLVs)). Las MLVs
tienen generalmente diametros de 25 nm a 4 ym. El tratamiento con ultrasonidos de las MLVs da como resultado la
formacion de vesiculas unilaminares pequefias (SUVs), con diametros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen
una disolucién acuosa en el nicleo.

La siguiente informacion también se puede utilizar para generar formulaciones liposémicas. Los fosfolipidos pueden
formar una variedad de estructuras distintas de liposomas cuando se dispersan en agua, dependiendo de la relacion
molar de lipido a agua. A relaciones bajas, la estructura preferida es el liposoma. Las caracteristicas fisicas de los
liposomas dependen del pH, de la fuerza ionica y de la presencia de cationes divalentes. Los liposomas pueden
mostrar una baja permeabilidad a sustancias iénicas y polares, pero a temperaturas elevadas sufren una transicion
de fase que altera notablemente su permeabilidad. La transicion de fase implica un cambio desde una estructura
ordenada, estrechamente empaquetada, conocida como estado de gel, a una estructura menos ordenada,
débilmente empaquetada, conocida como estado fluido. Esto se produce como una temperatura caracteristica de
transicion de fase, y da como resultado un incremento en la permeabilidad a iones, azlcares y farmacos.

Los liposomas interaccionan con células mediante cuatro mecanismos diferentes: endocitosis mediante células
fagociticas del sistema reticuloendotelial, tales como macréfagos y neutrofilos; adsorcion a la superficie celular, ya
sea mediante fuerzas hidr6fobas o electrostaticas débiles no especificas, 0 mediante interacciones especificas con
componentes de la superficie celular; fusion con la membrana celular plasmatica mediante insercién de la bicapa
lipidica del liposoma en la membrana plasmatica, con liberacion simultanea de los contenidos liposémicos en el
citoplasma; y mediante transferencia de lipidos liposémicos a la membrana celular o subcelular, o viceversa, sin
ninguna asociacién de los contenidos liposémicos. Variando la formulacion liposdmica se puede alterar cudl
mecanismo esta operativo, aunque puede operar mas de uno al mismo tiempo.

Diagnéstico
Se demostro la presencia de sCD100 en el fluido cerebroespinal (CSF) y linfocitos T activados que expresan CD100
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en cerebros post-mortem de pacientes con HAM/TSP.

Basandose en esto, la presente solicitud proporciona un método in vitro para diagnosticar o determinar la evolucion
de un trastorno inflamatorio del sistema nervioso central (SNC) o del sistema nervioso periférico (SNP), método que
comprende evaluar una semaforina CD100 en una muestra biolégica de un sujeto de ensayo, en comparacion con el
nivel de una semaforina CD100 en una muestra bioldgica de un sujeto control, en el que un mayor nivel de CD100
es indicativo de dicho trastorno o de un mal prondstico, en el que el ensayo es un inmunoensayo que emplea un
anticuerpo anti-CD100 BD16 y/o BB18, una forma quimérica o humanizada del mismo, o un fragmento del mismo.

Una “muestra biolégica” es un fluido procedimiento de un sujeto, incluyendo suero, plasma, sangre, fluido espinal,
fluido cerebroespinal, orina, ascitis, efusion pleural, fluido amniético, lagrimas o saliva, o un extracto tisular o una
biopsia de tejido u drgano tal como cerebro, médula espinal o nervios.

“Un sujeto” o “un paciente” es un vertebrado, por ejemplo un mamifero, preferentemente un ser humano,
independientemente de su edad, sexo y estado general. También estan englobados los nifios e infantes. El sujeto de
ensayo puede estar asintomatico, o se puede considerar que es probable que desarrolle la enfermedad o afeccién.
Los sujetos con sospecha de trastorno mielinico, o los sujetos que ya han mostrado sintomas de la enfermedad o
afeccion, también se pueden ensayar. Los sujetos que estan predispuestos a desarrollar naturalmente un trastorno
inflamatorio del SNC o SNP son una diana preferida.

El “sujeto de control” puede ser un sujeto sano o un sujeto sin ningan trastorno mielinico. A fin de determinar la
evolucién de una enfermedad inflamatoria del SNC o SNP, puede ser muy Util ensayar un sujeto para determinar la
expresion de CD100 o de un receptor del mismo, y monitorizar el efecto de un farmaco o la diseminacién de la
afeccion, ensayandolo una segunda vez, por ejemplo unas pocas semanas mas tarde. En este caso, los resultados
del segundo ensayo se comparan con los resultados del primer ensayo, y en general también con los resultados
obtenidos con un sujeto “sano”. El “sujeto de control” se refiere entonces al mismo sujeto de ensayo o a un “sujeto
sano”.

“Un trastorno inflamatorio del SNC o SNP” incluye cualquier trastorno neuroinflamatorio, trastorno mielinico, o
enfermedad que afecta a oligodendrocitos, o a otras células periféricas mielinizantes como se describe
anteriormente. Se contempla mas particularmente el diagnéstico o monitorizacion de la evolucién de esclerosis
multiple o mielopatia asociada a HTLV-1. El método in vitro proporcionado en la presente memoria es
particularmente ventajoso para este fin, por cuanto hace posible ensayar facil y rapidamente CD100 en una muestra
de fluido, tal como por ejemplo una muestra de CSF.

En una forma de realizacion preferida, la solicitud proporciona un método in vitro para diagnosticar o monitorizar en
un paciente una mielopatia asociada a HTLV-1, en el que se ensaya la semaforina CD100 en una muestra de CSF
del paciente por medio de una técnica ELISA que emplea un anticuerpo anti-CD100 BD16 y/o BB18, una forma
guimérica o humanizada del mismo, o una forma humana del mismo, asi como sus fragmentos.

El término “diagndstico” se refiere a la determinacion o a la confirmacién de una enfermedad o afeccién en un sujeto.
La expresion “mal prondéstico” significa que la afeccion ha empeorado.

Los métodos para inmunoensayar la proteina semaforina CD100 o un receptor de la misma son bien conocidos por
un experto en la materia. Dichos ensayos incluyen ensayos de competicion, de reaccion directa, o de tipo sandwich.
Se pueden emplear diversas técnicas que incluyen transferencias Western, inmunoensayos marcados y mediados
por enzimas, tales como ELISA; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis; inmunoprecipitacion, etc. Se prefieren
los ELISA. Las reacciones generalmente incluyen revelar marcadores tales como marcadores fluorescentes,
quimioluminiscentes, radioactivos, enzimaticos, 0 moléculas colorantes, u otros métodos para detectar la formacién
de un complejo entre el antigeno y el anticuerpo o anticuerpos que han reaccionado con él.

Los ensayos mencionados anteriormente implican generalmente la separacién de CD100 sin unir en una fase liquida
de un soporte en fase solida al que se unen los complejos de antigeno-anticuerpo. Los soportes sélidos que se
pueden usar en la practica de la solicitud incluyen sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en forma de
membrana o de pocillo de microtitulacion); policloruro de vinilo (por ejemplo, ldminas o pocillos de microtitulacion);
latex de poliestireno (por ejemplo, perlas o placas de microtitulacién); polifluoruro de vinilideno; papel diazotado;
membranas de nailon; perlas activadas; perlas magnéticamente sensibles, y similares.

Tipicamente, en primer lugar se hace reaccionar un soporte soélido con un componente de fase soélida (es decir, un
anticuerpo anti-CD100) en condiciones de unidon adecuadas de manera que el componente se inmoviliza
suficientemente al soporte segin métodos bien conocidos por los expertos en la materia. Después de hacer
reaccionar el soporte solido con el componente de fase sélida, se eliminan del soporte mediante lavado cualesquiera
componentes de fase solida no inmovilizados, y el componente unido al soporte se pone en contacto entonces con
una muestra biolégica que se sospecha que contiene restos ligandos (es decir, moléculas CD100 para los
anticuerpos inmovilizados) en condiciones de unién adecuadas. Después de lavar para eliminar cualquier ligando no
unido, se afiade un resto ligante secundario en condiciones de unién adecuadas, en el que el ligante secundario es
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capaz de asociarse selectivamente con el ligando unido. La presencia del ligante secundario se puede detectar
entonces usando técnicas bien conocidas en la técnica.

Mas particularmente, se puede usar un método de ELISA, en el que los pocillos de una placa de microtitulacion se
revisten con un anticuerpo anti-CD100. Entonces se afiade a los pocillos revestidos una muestra bioldgica que
contiene o se sospecha que contiene moléculas CD100. Después de un periodo de incubacion suficiente para
permitir la formacién de complejos de anticuerpo-antigeno, la placa o las placas se pueden lavar para eliminar restos
no unidos, y se puede afiadir una molécula de unién secundaria marcada detectablemente. La molécula de union
secundaria se deja reaccionar con cualquier molécula CD100 de la muestra capturada, la placa se lava, y se detecta
la presencia de la molécula de unién secundaria usando métodos bien conocidos en la técnica.

De este modo, en una forma de realizacion particular, se puede detectar faciimente la presencia de moléculas
CD100 unidas a partir de una muestra biolégica usando un ligante secundario que comprende otro anticuerpo, que
se puede conjugar facilmente a un marcador enzimatico detectable, tal como peroxidasa de rdbano picante,
fosfatasa alcalina o ureasa, usando métodos conocidos por los expertos en la materia. Entonces se usa un sustrato
enzimatico apropiado, para generar una sefial detectable. En otras formas de realizacién relacionadas, se pueden
usar técnicas de ELISA de tipo competitivo usando métodos conocidos por los expertos en la materia.

Los ensayos también se pueden llevar a cabo en disolucion, de manera que los polipéptidos antigénicos y los
anticuerpos especificos para estas proteinas forman complejos en condiciones precipitantes. En una forma de
realizacién particular, los anticuerpos se pueden adherir a una particula de fase soélida (por ejemplo, una perla de
agarosa o similar) usando técnicas de acoplamiento conocidas en la técnica, tal como acoplamiento quimico directo
o acoplamiento indirecto. La particula revestida con el anticuerpo se pone en contacto entonces en condiciones de
unién adecuadas con una muestra bioldgica que se sospecha que contiene moléculas CD100. Los complejos de
particula-antigeno-anticuerpo se agregan y se pueden hacer precipitar y se separan de la muestra usando lavado
y/o centrifugacion. La mezcla de reaccién se puede analizar para determinar la presencia o ausencia de complejos
de anticuerpo-antigeno usando cualquiera de un nimero de métodos estandar, tales como los métodos de
inmunodiagnéstico descritos anteriormente.

Los reactivos de los ensayos descritos anteriormente, incluyendo los anticuerpos anti-CD100, se pueden
proporcionar en kits, con instrucciones adecuadas u otros reactivos necesarios, a fin de llevar a cabo
inmunoensayos como se describe anteriormente. El kit también puede contener, dependiendo del inmunoensayo
particular usado, marcadores adecuados y otros reactivos y materiales empaquetados (es decir, tampones de lavado
y similares). Los inmunoensayos estandar, tales como los descritos anteriormente, se pueden llevar a cabo usando
estos kits.

Las figuras y ejemplos ilustran la invencion.
Leyendas de las figuras

Figura 1: Muerte inducida por CD100 en precursores neuronales humanos. Esta figura muestra muerte apoptotica en
precursores neuronales humanos tras el contacto transitorio con linfocitos T productores de CD100 (células positivas
para TUNEL) o tratamiento con proteina recombinante CD100 soluble (células positivas a caspasa-3 activa) (48 h
post-tratamiento). Se representa (media + SEM, experimento representativo) el recuento (AnalySIS®) de células
totales (barra no rayada) y células positivas a caspasa-3 activa (barra rayada).

Figura 2: Alteracion del proceso oligodendrocitico inducida por CD100. Esta figura muestra la pérdida progresiva de
extensiones del proceso en oligodendrocitos (OL) de rata inmaduros tras el contacto transitorio con linfocitos T
productores de CD100 o el tratamiento con proteina recombinante CD100 soluble (24 h y 48 h post-tratamiento). La
medida del proceso de OL se representa después de cada tratamiento (media + SEM, 10-20 medidas, 3
experimentos).

Figura 3: Muerte de OL inmaduros inducida por CD100. Esta figura muestra que el contacto transitorio con linfocitos
T productores de CD100 o el tratamiento con proteina recombinante CD100 soluble indujo la pérdida de OL (48 h
post-tratamiento). Se representa la pérdida total de OL después de cada tratamiento (media + SEM OL por campo,
experimento representativo).

Figura 4: Implicacién de CD100 en la muerte inducida por células T en precursores neuronales y oligodendrocitos.
Esta figura muestra la reduccion de la muerte inducida por células T en precursores neuronales (Figura 4A) y
oligodendrocito mediante tratamiento con anticuerpo BD16 que bloquea CD100. Las Figuras 4B y 4C muestran que
el tratamiento con proteina recombinante sCD100 imitd la muerte inducida por células T de precursores neuronales
(B) y de oligodendrocitos (C) de manera dependiente de la dosis.

Figura 5: Implicacién de plexina-B en la muerte de precursores neuronales inducida por células T. A - Reduccion de

la muerte de células neuronales por anticuerpo anti-plexina-B1; ningun efecto de anticuerpo anti-neuropilina 1
(recuento de células positivas a caspasa-3 activa: media £+ SEM por campo). B - Deteccion, mediante RT-PCR, de
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Sema3A mRNA en células neuronales pero no en células T. C - Deteccién mediante RT-PCR y digestién con
enzimas de restriccion de ARNm de la familia de plexinas B en células neuronales humanas: Pstl y Sau-3Al
generaron productos de 171 pb y 129 pb, o 205 pb y 95 pb, respectivamente, a partir del producto de 300 pb comun
al gen de plexina-B1, plexina-B2 y plexina-B3. D - Plexina-B1 inmunodetectada (andlisis FACS) en precursores
neuronales humanos.

Figura 6: Niveles de sCD100 Ul/ml en sujetos normales o pacientes con enfermedades neuroinflamatorias (MS =
esclerosis multiple; PRN = polirradiculoneuritis).

Ejemplos

Ejemplo 1: Bloqueo de progenitor neuronal y apoptosi s de oligodendrocitos por anticuerpo BD16 anti-CD10 0
en mielopatia asociada a HTLV-1

Métodos

Para imitar una conversacion cruzada entre células neuronales e inmunitarias, se usé un paradigma experimental
que consiste en cocultivos transitorios de linfocitos T cronicamente activados (infectados con HTLV-1, no
productores de virus) con precursores neuronales multipotentes humanos u oligodendrocitos primarios de rata.
Dicho contacto celular imita la interaccién que se produce en el cerebro entre células T activadas y oligodendrocitos
0 progenitores neuronales multipotentes capaces de diferenciarse, en adulto, en oligodendrocitos. La importancia
fisiolégica de los datos experimentales se examin6 analizando la médula espinal y CSF post-mortem de pacientes
que sufren enfermedad neuroinflamatoria, mielopatia asociada con HTLV-1 (HAM/TSP).

Modelo de interaccion de célula T con célula neuronal: La estirpe celular de precursor neuronal pluripotente humano
Dev tiene la capacidad para diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Derrington et al., 1998;
Buzanska et al.,, 2001). El cultivo primario de gliocitos de rata (Szymocha et al.,, 2000) contenia 35-54% de
oligodendrocitos, correspondiendo las células restantes a astrocitos positivos a proteina fibrilar acida glial (GFAP).
Los oligodendrocitos (OL) comprendian las distintas etapas fenotipicas de oligodendrocitos identificadas mediante
un panel de anticuerpos especificos de células (inmunoquimica o citometria de flujo, véase mas abajo): pre-OL
(precursor de OL) que expresa NG2 (10-15%), OL inmaduro que expresa galactocerebrésido (GalCer, 17-25%) y
fosfodiesterasa nucleotidica ciclica (CNPasa), OL maduro (OL premielinizante) que expresa glucoproteina asociada
a mielina ((MAG, 3-15%) y proteina basica de mielina (MBP).

Estas células neuronales se cocultivaron transitoriamente (Giraudon et al., 2000) con: 1 - la estirpe de células T no
productora de virus CD4+CD25+ humana C8166/45 activada mediante infeccién con HTLV-1 (Popovic et al., 1983)
que liber6 CD100 soluble (sCD100) detectada mediante ELISA (Hall et al., 1996) (1400 ng/ml); 2 - la estirpe de
células T CD4+ no activadas CEM. Las células T se eliminaron mediante lavado del cultivo neuronal, y su
eliminacion se verifico mediante la ausencia del antigeno CD4 (citometria de flujo). Las células neuronales también
se trataron con CD100 soluble recombinante (sCD100r) (concentracion 0,6-10 ng/ul) procedente de células Jurkat
transfectadas (que producen 800 ng/ml), usada como tal o purificada en una columna de mAb BB18 anti-CD100. Los
experimentos se repitieron tres veces.

Pacientes: Las muestras de tejido de SNC procedentes de 3 pacientes con HAM/TSP y 2 pacientes no infectados
(enfermedad de Parkinson, accidente de coche) se examinaron en busca de células T que expresan CD100. Las
médulas espinales embebidas en parafina se examinaron usando deteccion habitual (hematoxilina-eosina-azafran) y
Luxol Fast Blue para la deteccion de mielina. La médula espinal de estos pacientes presentd atrofia moderada a
notable a nivel toracico, engrosamiento de las leptomeninges, infiltrados perivasculares de células inmunitarias,
como se describié previamente en Cartier et al., 1997. En los tres casos se observd degeneracion de los tractos
corticoespinal lateral y espinocerebeloso, pérdida difusa de mielina y axones y astrocitosis. Caracteristicas de los
pacientes con HAM/TSP:

Edad/sexo Duracién de la Causa de la muerte inflam. Neuropatologia del SNC atrofia
enfermedad Pérdida de mielina/axonal
Caso 1: 62/F 15 afios Embolia pulmonar +++ +++ +++
Caso 2: 35/H 4 afos Trombosis mesentérica ++ +++ ++
Caso 3: 65/F 8 afios Neumonia + + +

El CSF de pacientes que sufre TSP/HAM (9), meningitis (4) o encefalomielitis (3) se examind para determinar la
presencia de sCD100 mediante un ELISA de sandwich como se describe previamente en Delaire et al, 2001. Todos
los pacientes que sufren HAM/TSP ensayados fueron positivos para el provirus HTLV-1.

Inmunodeteccion: Los astrocitos y oligodendrocitos se identificaron mediante inmunofluorescencia, en citometria de
flujo o en soportes de cultivo (Bougeret et al, 1992; Herold et al, 1995), con anticuerpos monoclonales (anti-CNPasa,
Sigma; anti-GalCer, anti-NG2, Chemicon Int.; anti-MAG, Boehringer Mannheim; anti-MBP, Serotec) o anticuerpo
policlonal de conejo (anti-GFAP, Dako). Los receptores de semaforina se detectaron con anticuerpo monoclonal anti-
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plexina-B1 humana (N18-Tebu) y anticuerpo policlonal de conejo que bloquea neuropilina-1 anti-MAM (Bagnard et
al., 2001). Los linfocitos T se detectaron en secciones de médula espinal en pacientes que sufren HAM/TSP
mediante inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal anti-CD45RO (clon UCHL1, Dako), y un antisuero
policlonal anti-CD100, dirigido contra la porcion intracelular de la proteina (AA799-813). Después de desparafinar
con tolueno y etanol, las secciones se incubaron en disolucion de bloqueo (1% de BSA, 0,3% de triton, 1 h), y
después con anticuerpos especificos (4°C/toda la noche). Entonces se aplicaron los anticuerpos marcados con
Alexa546 anti-raton o marcados con Alexa488 anti-conejo (Molecular Probes).

Deteccion de ARN: Los ARNm se detectaron mediante extraccidon seguido de la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y transferencia Southern usando sondas oligonucleotidicas internas
marcadas en el extremo 5’ con [33P]dATP, como se describe previamente en Szymocha et al., 2000. Los cebadores
oligonucledtidos se escogieron de sus secuencias de ARNm (nimeros de acceso de GenBank HSU60800 para
CD100, NM002663 para plexina-B1, NM012401 para plexina-B2, AF149019 para plexina-B3, L26081 para Sema-3A,
NMO01101 para B-actina, usado como control). Se seleccion6 un conjunto de oligémeros para la amplificacién de un
amplicon comun de 300 pb en el ARNm de las tres plexinas-B.

Andlisis de apoptosis: En cada experimento, se detect6 la muerte apoptética mediante el método TUNEL (marcaje
con dUTP de los extremos terminales cortados mediado por desoxinucleotidil transferasa) llevado a cabo en
soportes de cultivo (Promega), inmunodeteccion de la caspasa ejecutora, caspasa-3 activa (suero de conejo -
Pharmigen) y deteccion de anticuerpos apoptéticos con Dapi (4',6-diamidino-2 fenilindol, Sigma, 1 pg/ml) que tifie el
ndcleo. También se llevd a cabo la codeteccién de marcadores de OL, caspasa-3 activa y TUNEL.

Analisis estadistico: Se contaron las células totales (que se tifien con Dapi), las células de TUNEL vy las células
positivas a caspasa-3 activa en precursores neuronales y gliocitos primarios (15-20 campos del microscopio, 800-
1000 células, 3 experimentos) usando el software AnalySiS 3.2. La medida del namero y longitud del proceso de
oligodendrocitos se llevd a cabo usando el mismo software. Los valores se expresaron como media + SEM. La
diferencia entre grupos se calcul6 con la prueba de la t de Student.

Resultados

Se investigd el efecto de CD100 soluble sobre precursores neuronales pluripotentes humanos y sobre
oligodendrocitos primarios de rata analizando la morfologia y supervivencia de células neuronales tras el contacto
con células T crénicamente activadas que producen un nivel elevado de sCD100, C8166/45, o las células T no
activadas y no productoras de CD100, CEM. La muerte apopt6tica de los precursores neuronales humanos se indujo
mediante las células T C8166/45, como se pone de manifiesto a las 48 h después del contacto con las células T
mediante la presencia de cuerpos apoptéticos en células positivas a TUNEL y mediante deteccion, usando
inmunofluorescencia, de un mayor namero de células positivas a caspasa-3 activa (25,5 + 8,8 células positivas por
campo frente a 11,3 + 3,7 en células no tratadas) en tres experimentos independientes (figura 1, un experimento
representativo). Esto corrobor6 la disminucion del nimero de células totales (pérdida de células neuronales de 24,4
+ 4,4% a las 48 h después del contacto con células T, y 58,5 + 9,2% a las 72 h). Las células T CEM no tuvieron
ningun efecto sobre estos precursores neuronales.

Las células T que producen CD100 también indujeron dafios en cultivo de gliocitos primarios de rata. Se observé un
colapso progresivo y pérdida de extensiones del proceso en células positivas para GalCer (OL inmaduro). La
longitud y nimero de extensiones del proceso de estos OL inmaduros se redujo progresivamente 24 h'y 48 h
después del contacto (figura 2), como se revela en tres experimentos independientes mediante la medida relativa de
su longitud (1,1 + 0,1 ym frente a 2,7 £ 0,2 ym en cultivo de gliocitos no tratados a 48 h) y el recuento de los
procesos (1,3 £+ 0,2 procesos por célula frente a 4,3 + 0,5 en cultivo de gliocitos no tratados a 48 h). Ademas, se
observo muerte apoptética a 48 h mediante la deteccion de células positivas a TUNEL y el recuento de las células
positivas a caspasa-3 activa (19,7 + 8,1 por campo frente a 7,3 £ 5,5 en cultivos no tratados, 3 experimentos). Esto
dio como resultado la pérdida de una parte de la poblacion oligodendrocitica, como se muestra mediante el niUmero
reducido de oligodendrocitos por campo (figura 3-, un experimento representativo) y la reduccion del porcentaje de
oligodendrocitos totales en el cultivo de gliocitos (pérdida de 26,8 + 3,6% a 48 h, 3 experimentos). De forma
interesante, pre-OL (positivos para NG2) y OL maduro (positivos para MBP, figura 3-B) no fueron sensibles a muerte
apoptotica inducida por células T, en contraste con OL inmaduro (positivos para GalCer). El nUmero y morfologia de
astrocitos no cambidé. Las células T CEM no tuvieron ningln efecto sobre los precursores neuronales ni sobre el
cultivo de gliocitos.

Varias lineas de pruebas indican que sCD100 estuvo implicado en estos dafos inducidos por células T. El mAb
BD16 anti-CD100 fue capaz de antagonizar los efectos inducidos por células T sobre precursores neuronales y OL
inmaduro cuando se afiade en cocultivos. De hecho, el anticuerpo BD16 disminuy6 drasticamente, de manera
dependiente de la dosis, el nimero de precursores neuronales apoptoéticos a las 48 h después del contacto con las
células T (figura 4-A) y redujo la pérdida celular (41,5 + 0,7% a 72 h frente a 62 + 7,1% en cocultivo no tratado con
anticuerpo). De forma similar, el tratamiento del cocultivo de rata con anticuerpo BD16 redujo el nimero de células
positivas a TUNEL y OL inmaduro rescatado (células positivas para CNPasa). Esto dio como resultado una
disminucion de la pérdida de oligodendrocitos inducida por células T (15,5 + 4,9% frente a 26,4 + 5,4% en cocultivo
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no tratado con anticuerpo).

El efecto directo de CD100 se demostr6 tratando las células neuronales con sCD100 recombinante (sCD100r, 0,6-
10 ng/ul, tres experimentos), liberado como un dimero a partir de células Jurkat transfectadas (Delaire et al., 2001).
De forma similar al contacto con células T productoras de CD100, el tratamiento con sCD100r indujo apoptosis de
precursores neuronales como se demuestra por el mayor nimero de células positivas a caspasa-3 activa (25,3 + 3,6
por campo en cultivo tratado con 4,2 ng/ul sCD100r frente a 11,1 + 2,3 en cultivo no tratado) (figura 1- un
experimento representativo) y pérdida de estos precursores (43,5 + 13,4% de pérdida celular a las 72 h). sCD100r
indujo apoptosis de precursores neuronales de una manera dependiente de la dosis como se muestra en la figura 4-
B. El tratamiento de cultivo primario de gliocitos con sCD100r (tres experimentos) también dio como resultado dafio y
apoptosis de oligodendrocitos (figuras 2, 3, 4). Se detectd una disminucion en el nimero de procesos (1,4 + 0,2
procesos por oligodendrocito a 48 h frente a 5,3 + 0,4 en cultivo sin tratar) y su longitud relativa (1 + 0,2 ym a 48 h
frente a 2,1 £ 0,3 ym en cultivo no tratado) en OL inmaduro (positivos para GalCer, figura 2). Esto fue seguido de un
mayor namero de oligodendrocitos que expresan caspasa-3 activa (15 + 2,3 células positivas por campo en cultivo
tratado con 4,2 ng/ul sCD100r frente a 6 + 1,9 células positivas en cultivo no tratado). De hecho, sCD2100r redujo el
numero de oligodendrocitos por campo, como se muestra en la figura 3 (un experimento representativo), y el nimero
de oligodendrocitos totales (29 + 4% de pérdida a 48 h después del tratamiento). Una mayor dosis de sCD100r (10
pg/ul) indujo la muerte del 37% de oligodendrocitos totales y el 64% de precursores neuronales a las 72 h. El
marcaje doble (marcadores de TUNEL y de OL) indico que el OL inmaduro fue sensible a sCD100r de forma similar
a las células T productoras de CD100. También se observé que sCD100r indujo apoptosis de oligodendrocitos de
una manera dependiente de la dosis (figura 4-C). Por el contrario, no se observé ningin cambio detectable en
astrocitos. El tratamiento de estas células neuronales humanas y de rata con un sobrenadante de Jurkat
transfectado permanentemente con una molécula no relacionada, CD27 (sControl), no indujo ningin cambio.

CD100 pudo mediar su efecto a través de receptores de las familias de neuropilinas y plexinas presentes en células
inmunitarias y neuronales. Las neuropilinas actlian como correceptores con plexinas, mientras que las plexinas solas
se comportan como transductores de sefiales completamente funcionales para las formas tanto transmembranicas
como segregadas de semaforinas (Tamagnone et al., 1999). Puesto que neuropilina-1 esta presente en precursores
neuronales humanos y media la apoptosis de estas células inducida por Sema 3A (Bagnard et al., 2001), la
neuropilina-1 y Sema-3 se podrian sospechar en la apoptosis de precursores neuronales inducida por células T. Sin
embargo, cuando se afiade en el cocultivo de células neuronales con células T, el anticuerpo que bloguea
neuropilina-1 anti-MAM (anti-NPL-1), que se demostré que bloquea la muerte de precursores neuronales inducida
por Sema 3A (Bagnard et al., 2001), no tuvo ningun efecto significativo sobre la tasa de muerte inducida por células
T productoras de CD100 (figura 5-A). Ademas, se descarté la posibilidad de un efecto del anticuerpo BD16 anti-
CD100 sobre la actividad de Sema 3A (Delaire et al., 2001), por la ausencia de la expresion de Sema 3A en células
T (RT-PCR, figura 5-B). Estas observaciones excluyeron la implicacion de neuropilina-1/Sema 3A en la muerte
mediada por células T. Se investigé adicionalmente la implicaciéon de plexinas, en particular plexina-B1 identificada
como un receptor para sCD100 (Derrington et al., 1998). La presencia de ARNm que codifica plexina-B1, B2 o B3 en
precursores neuronales humanos y en la corteza fetal humana (usada como control positivo) se comprobd mediante
RT-PCR. Teniendo en cuenta la elevada homologia de la secuencia de ARN entre estas tres plexinas, se
seleccionaron oligdbmeros en busca de su capacidad para amplificar un amplicon comin de 300 pb en precursores
neurales y cerebro fetal humano. Los amplicones se identificaron adicionalmente mediante las enzimas de
restriccion Pstl y Sau-3Al, que pueden generar productos de 171 pb y 129 pb en los amplicones de plexina-B1 y de
plexina-B3, y productos de 205 pb y 95 pb en los amplicones de plexina-B1 y de plexina-B2, respectivamente. Como
se muestra en la figura 5-C, Pstl generd los productos esperados a partir del amplicén de 300 pb, demostrando la
presencia, en precursores neuronales humanos, de ARNm de plexina-B1 o -B3, y en menor medida de -B2, como se
muestra en la corteza fetal humana. La presencia de plexina-B1 en la membrana celular se confirmé mediante
inmunodeteccion en precursores neuronales vivos y mediante citometria de flujo en 50-54% de células (figura 5-D).
El tratamiento de precursores neuronales con el anticuerpo anti-plexina-B1, a través del cocultivo, redujo
significativamente el numero de células neuronales apoptéticas (figura 5-A) y la pérdida celular (5% frente a 25,4%
en cocultivo no tratado, a las 48 h), indicando su posible implicacion en esta apoptosis mediada por células T
productoras de CD100. La ausencia de efecto anti-plexina-B1 sobre la apoptosis de oligodendrocitos mediada por
células T (a pesar de la expresion de plexina-B1) podria ser debida a la incapacidad del anticuerpo anti-plexina-B1
humana para bloquear plexina-B1 de rata, o a la implicacién de otro receptor de plexina.

De este modo, estas observaciones demostraron que sCD100 producida por linfocitos T activados altera gravemente
OL inmaduros y precursores neuronales humanos, identificando a la semaforina como una molécula de la
conversacioén cruzada de células T con células neuronales durante la inflamacion. La importancia funcional de estos
datos experimentales se investigd en pacientes que sufren enfermedad neuroinflamatoria, en comparacién con
pacientes con otra enfermedad neurolégica.

Se estudiaron particularmente pacientes que sufren HAM/TSP, puesto que sCD100 es liberada en grandes
cantidades por linfocitos T infectados cronicamente con HTLV-1. La expresion de sCD100, analizada en el fluido
cerebroespinal (CSF) de pacientes con HAM/TSP (n = 9), meningitis (n = 4) o encefalomielitis (n = 3) mediante
ELISA, revel6 la presencia de sCD100 a un nivel de 97,7 + 23,1 yg/ml en CSF con HAM/TSP (Tabla 1).
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Tabla 1: CD100 soluble en el CSF de pacientes con HAM/TSP detectada mediante ELISA (Hall et al., 1996). Los
pacientes con otras enfermedades neurolégicas fueron negativos para la deteccion de CD100 en CSF

N° de paciente con HAM/TSP |CD 100 (ng/ml)
132,6 +29,9
66,6 + 14,2
158,3+17,2
79,6 +36,3
123,9+427
60 +9,9
62,9 +14,2
57,9 +16,3
75+27,6

OO |IN[O|OA~|WIN|F-

Esto contrasté enormemente con CSF con meningitis y encefalomielitis, en el que CD100 fue indetectable. De forma
interesante, estos niveles de sCD100 son comparables a los encontrados en células T activadas con reticulaciéon de
CD3 (40 ng/ml). Las células T presentes en CSF de pacientes con HAM/TSP, que son activadas cronicamente por la
proteina virica Tax (Moritoyo et al., 1999), y producen un nivel elevado de MMP, podrian ser una fuente de expresion
de sCD100 detectable en estos pacientes, y no en pacientes con enfermedad no neuroinflamatoria. Ademas, se
detectaron células infiltrantes positivas para CD100 en SNC post-mortem procedente de tres pacientes con
HAM/TSP. En estos pacientes, el nivel de infiltracion de células inmunitarias se correlaciona con el grado de pérdida
mielinica/axonal y atrofia de la médula espinal (véase la seccion de Materiales). El analisis de células inmunitarias
que se infiltran en la médula espinal de estos pacientes, usando anti-CD100 y anti-CD45R0O, un marcador de células
T activadas, mostré la coexpresién de estas moléculas. La densidad mas elevada de linfocitos T doblemente
marcados se encontré en las meninges y alrededor de los vasos sanguineos. También se observaron linfocitos T
doblemente marcados en parénquima tanto en las materias gris como blanca. De forma interesante, se reveld
astrocitosis en la materia blanca y alrededor de los vasos sanguineos mediante inmunotincion con GFAP, y se
detecto la metaloproteinasa MMP-9 en astrocitosis en uno de estos pacientes con HAM/TSP en un trabajo previozz.
Por el contrario, hay pocos linfocitos T positivos para CD45RO pero todos negativos para CD100 en médulas
espinales de pacientes no infectados.

Estos resultados muestran que los linfocitos T que producen sCD100 indujeron apoptosis de progenitores
neuronales y oligodendrocitos inmaduros tras una disminucién progresiva de sus extensiones del proceso. El
bloqueo por anticuerpos especificos de sCD100 procedente de células T activadas demostré que esta semaforina
inmunitaria tiene la capacidad para disparar la alteracion del proceso de oligodendrocitos y la apoptosis de células
neuronales probablemente a través del receptor de la familia de plexinas. La presencia de sCD100 en el CSF y de
linfocitos T que expresan CD100 que se infiltran en la médula espinal de pacientes con HAM/TSP indican el efecto
nocivo potencial de sCD100 en el SNC durante la inflamacion.

Ejemplo 2 : BB18 induce la internalizacion de CD100

Debido a que CD100 de la membrana (mCD100) esta disminuida desde la superficie de células T en reposo por la
adicion de mAb BD16 o BB18 anti-CD100, se estudié el destino de CD100 tras su marcaje de superficie con biotina.

PBMC humanas recientemente aisladas se marcaron en la superficie con biotina. Las células se incubaron entonces
con el mAb del ascitis indicado (dilucién final 1/100) o con PMA (1 ng/ml). Después de 1 hora de incubacion, los
sobrenadantes celulares se recogieron y se suplementaron con inhibidores de proteasas, se sometieron a filtracién
para eliminar el desecho celular, seguido de inmunoprecipitacion con una mezcla de mAb BD16 y BB18.
Paralelamente, las células se lavaron dos veces con PBS enfriado con hielo, y se lisaron en tampén de lisis a base
de NP40 mas inhibidores de proteasas antes de la inmunoprecipitacion con la mezcla BD16/BB18. La CD100 ipp se
sometid a SDS-PAGE vy transferencia Western usando el método de deteccion de estreptavidina conjugada con
peroxidasa. Se obtuvieron resultados similares con PBMC aisladas de la mayoria de los individuos ensayados.

De este modo, se detectd una forma soluble de CD100 (sCD100) a partir de los sobrenadantes de cultivo de células
incubadas con BD16, o con el éster de forbol PMA, mientras que la incubacién de células T en reposo con BB18
provocd mas bien la internalizacién de la molécula.

Ejemplo 3: Deteccion de sCD100 en enfermedades neuro  inflamatorias

Se ensayaron (ELISA) adicionalmente 45 sueros y 22 plasmas (recogidos en EDTA) procedentes de individuos
normales para determinar la presencia de CD100 soluble. Mientras que el nivel de sCD100 en plasma fue
indetectable en la mayoria de ellos (18/22), se pudo medir el nivel de sCD100 en el suero con una media de 121
nanogramos/ml y una desviacion estandar de 26 ng/ml. Esto se llevé a cabo en comparacién con una sCD100
estandar tras la purificacion de sCD100 procedente de una estirpe celular transfectada, que produce niveles
elevados de sCD100 que se purificd en una columna de afinidad con mAb BB18.
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Seguidamente se usé un ensayo con una sCD100 patrén diferente (liofilizada), dando el valor de CD100 en
Unidades Internacionales (Ul) por ml. De este modo, se pudieron medir los niveles de sCD100 en los sueros de
pacientes con esclerosis multiple (MS). El nivel de sCD100 en suero con MS (21,66 Ul/ml, SD 4,52) fue por lo menos
doble del nivel observado en individuos normales (5,60 Ul/ml, SD 3,55). Ademas, se ensayd el plasma de 5
pacientes con polirradiculoneuritis (PRN) en crisis. El nivel de sCD100 fue incluso mayor (33,84 Ul/ml, SD 22,88),
mientras que el nivel de sCD100 en personas normales fue insignificante (1,91 Ul/ml, SD 1,38). Los resultados de
estos experimentos se muestran en la figura 6.

Estos datos confirman que sCD100 tiene un efecto nocivo sobre el sistema nervioso, particularmente en
enfermedades neuroinflamatorias que implican células mielinizantes tales como HAM (mielopatia asociada A
HTLV1), MS y PRN.

Estos datos apoyan ademas el uso de anticuerpos neutralizantes anti-CD100, tales como anticuerpos monoclonales
BD16 o BB18, para prevenir o inhibir el efecto de sCD100.

El método de ELISA anterior proporciona una forma facil para monitorizar la evolucién y crisis que se produce por
ejemplo con MS o HAM.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 que inhibe CD100 soluble (sCD100), o un fragmento del mismo que se une
al antigeno, para su uso en la prevencion o el tratamiento de trastornos mielinicos neuroinflamatorios seleccionados
de entre el grupo constituido por esclerosis mdltiple, mielopatia asociada a HTLV-1, y polirradiculoneuritis.

2. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo comprende un
anticuerpo BD16 y/o BB18 anti-CD100, o una forma quimérica, forma humanizada, o fragmento del mismo que se
une al antigeno.

3. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo BD16
anti-CD100.

4. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo BB18
anti-CD100.

5. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo es una forma quimérica
de un anticuerpo BD16 anti-CD100.

6. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacién 2, en el que dicho anticuerpo es una forma quimérica
de un anticuerpo BB18 anti-CD100.

7. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo es una forma
humanizada de un anticuerpo BD16 anti-CD100.

8. Anticuerpo neutralizante anti-CD100 segun la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo es una forma
humanizada de un anticuerpo BB18 anti-CD100.

9. Meétodo in vitro para el diagnéstico o la determinacién de la evolucion de un trastorno mielinico inflamatorio del
sistema nervioso central (SNC) o del sistema nervioso periférico (SNP), método que comprende evaluar una
semaforina CD100 en una muestra biolégica de un sujeto de ensayo, compararla con el nivel de una semaforina
CD100 en una muestra biolégica de un sujeto de control, en el que un nivel incrementado de CD100 es indicativo de
dicho trastorno o de que la afeccién del sujeto de ensayo ha empeorado, en el que el ensayo es un inmunoensayo
que emplea un anticuerpo BD16 y/o BB18 anti-CD100, o una forma quimérica, forma humanizada, o fragmento del
mismo que se une al antigeno, en el que la determinacion de la evolucién de un trastorno mielinico inflamatorio del
SNC o del SNP comprende evaluar una semaforina CD100 en una muestra biolégica de un sujeto de ensayo en un
primer punto en el tiempo y comparar el nivel de una semaforina CD100 en una muestra biolégica del mismo sujeto
de ensayo en un segundo punto en el tiempo, en el que el trastorno mielinico inflamatorio se selecciona de entre el
grupo constituido por esclerosis multiple, mielopatia asociada a HTLV-1, y polirradiculoneuritis.

10. Método segun la reivindicacién 9, en el que se evalla la semaforina CD100 por medio de una técnica de ELISA.
11. Método segun la reivindicacion 10, en el que se evalla la semaforina CD100 en muestras de CSF.

12. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo BD16 anti-CD100.

13. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo BB18 anti-CD100.

14. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicho anticuerpo es una forma quimérica o una forma humanizada de
un anticuerpo BD16 anti-CD100.

15. Método segun la reivindicacion 9, en el que dicho anticuerpo es una forma quimérica o una forma humanizada de
un anticuerpo BB18 anti-CD100.
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